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Osetljivost domaceg misa (Mus musculus L.) na bromadiolon i

moguénost njegovog suzbijanja
Apstrakt

Ispitivanjem osetljivosti jedinki domaceg misa izlovljenih iz divljih populacija sa sedam
lokaliteta, primenom metode testa hranjenja u trajanju od 21 dan, utvrdena je
rezistentnost na bromadiolon (0,005 %) na dva lokaliteta. Takode, na jednom od ostalih
lokaliteta utvrden je znatno smanjen nivo osetljivosti na ovaj antikoagulant. Primenom
istog eksperimentalnog dizajna na potomke rezistentnih jedinki utvrdena je rezistentnost
kod 38,46 % jedinki. Manji procenat smrtnosti 1 duzi period prezivljavanja kod
osetljivih jedinki utvrden je kod Zenki. Takode, manja promena telesne mase utvrdena je
kod osetljivih i rezistentnih zenki. Kod Zenki je utvrdena veca letalna i neletalna doza u

odnosu na muzjake u svim sprovedenim testovima hranjenja.

Molekularnim metodama utvrdeno je prisustvo Leul28Ser 1 Tyr139Cys varijanti u
trecem egzonu vkorcl gena. Takode, kod pojedinih jedinki utvrdeno je istovremeno
javljanje obe varijante, odnosno kombinacija varijanti Leul28Ser/Tyr139Cys u
pomenutom egzonu. VKOR varijanta Tyrl39Cys i kombinacija varijanti
Leul28Ser/Tyr139Cys potvrdene su i1 kod osetljivih i1 kod rezistentnih jedinki. Varijanta
Leul28Ser utvrdena je samo kod osetljivih jedinki. U egzonu 2 nisu utvrdene promene
u sekvenci vkorcl gena, dok je u egzonu 1 utvrdena do sada neutvrdena promena u
sekvenci ovog gena, Ala21Thr. Ova varijanta utvrdena je samo kod dve rezistentne

jedinke. Kod jedne jedinke bila je u kombinaciji sa Tyr139Cys varijantom.

VKOR varijanta u kombinaciji sa polom ispoljila je zna¢ajan uticaj na nivo osetljivosti
jedinki na bromadiolon. Nosioci Tyr139Cys varijante samostalno ili u kombinaciji sa
drugim varijantama imali su smanjen nivo osetljivosti na bromadiolon u odnosu na
nosioce Leul28Ser varijante. Isto se odnosi i na nosioce nove, Ala21Thr, varijante.
Smanjen nivo osetljivosti odrazavao se preko duzeg vremena prezivljavanja, vece

konzumacije bromadiolon mamca i manjih promena u telesnoj masi.

Mamci sa sadrzajem difenakuma (0,005 %) ispoljili su 100 % efikasnost na jedinke

domaceg misa koje su bile rezistentne na bromadiolon u testovima hranjenja u trajanju



od 21 dan. Takode, mamci sa sadrzajem brodifakuma (0,005 %) ispoljili su efikasnost

od 90 % 1 100 % u testovima sa kratkorocnim izlaganjima od 1 i 2 dana.

Kljuéne reci: Mus musculus, antikoagulant, bromadiolon, rezistentnost, vkorcl,

mutacije, polimorfizam, Leu128Ser, Tyr139Cys

Naucéna oblast: Biotehni¢ke nauke

Uza nauc¢na oblast: Fitofarmacija

UDK: 632.958:599.323.4(043.3)



Susceptibility of house mice (Mus musculus L.) to bromadiolone and

control options

Abstract

The susceptibility of house mice trapped at 7 locations was examined in 21-day feeding
tests which revealed bromadiolone (0.005 %) resistance in two locations. In one of the
other locations, we detected a significantly lower susceptibility to that anticoagulant.
Applying the same experimental design on the offspring of resistant animals, we
detected resistance in 38.46 % of the animals. Considering the susceptible animals,
females had lower mortality percentages and longer survival intervals. Also, females
sustained less variation in body weight both among the susceptible and resistant
animals. Females also had higher lethal and non-lethal doses than males in all feeding
tests.

In molecular testing, the Leu128Ser and Tyr139Cys variants were detected in exon 3 of
the vkorcl gene. In some of the animals, both variants were found to occur
simultaneously as the Leu128Ser/Tyr139Cys combination in exon 3. The VKOR variant
Tyr139Cys and the combination of variants Leu128Ser/Tyr139Cys were confirmed both
in susceptible and resistant animals. The variant Leul28Ser was only found in
susceptible animals. No change in the vkorcl gene sequence was detected in exon 2,
while a so far unreported change in that gene sequence, the Ala21Thr, was detected in
exon 1. The variant was found in two resistant animals only. In one of these animals, it

occurred in combination with the Tyr139Cys variant.

VKOR variant in combination with gender was found to affect significantly the
susceptibility of animals to bromadiolone. Animals carrying the Tyr139Cys variant
alone or its combination with the other showed a lower level of susceptibility to
bromadiolone than those carrying the Leul28Ser variant. The same applies to the
carriers of the new Ala21Thr variant. Lower susceptibility was detected through longer
duration of survival, greater intake of bromadiolone baits and less variation in body

weight.

Baits containing difenacoum (0.005 %) demonstrated 100 % efficacy against the house

mice previously found to be bromadiolone-resistant in the 21-day feeding tests. Baits



containing brodifacoum (0.005 %) showed 90 % and 100 % efficacy in tests with brief

exposure periods of 1 and 2 days.

Keywords: Mus musculus, anticoagulant, bromadiolone, resistance, vkorcl, mutation,

polymorphism, Leul28Ser, Tyr139Cys

Scientific field: Biotechnical sciences

Specific scientific filed: Phytopharmacy
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1 UvOD

Upotreba rodenticida predstavlja najvise primenjivan nacin suzbijanja Stetnih glodara.
Antikoagulanti (antikoagulansi) su napravili znaajan pomak u suzbijanju glodara u
odnosu na prethodno primenjivane akutne rodenticide s obzirom na sporiji mehanizam
delovanja i postojanje antidota, pri ¢emu se povecala efikasnost i bezbednost u primeni
rodenticida (Bentley, 1972; Hadler i Buckle, 1992; RRAG, 2012).

Od otkri¢a 1940. godine pa do danas, antikoagulanti su naj¢esce koris¢eni rodenticidi za
suzbijanje populacija stetnih glodara (Bentley, 1972; Buckle i sar., 1994; Prescott, 2011,
RRAG, 2012). Mehanizam delovanja antikoagulanata prve i druge generacije zasniva se
na naruSavanju normalnog funkcionisanja vitamin K ciklusa, $to rezultira poremecajem
u koagulaciji krvi i pojavom hemoragija u glodarima (Misenheimer i sar., 1994; WIlin i
sar., 2001; Ishizuka i sar., 2008).

Domac¢i mi§ (Mus musculus L.) u skladistima nanosi S$tete ishranom i oStecenjem
uskladistenih proizvoda, kao i zagadenjem izmetom, urinom i dlakama (Meyer, 1994;
Timm, 1994; White i Harris, 2002). Takode, kao vektor humanih i animalnih patogena
predstavlja opasnost po zdravlje ljudi i domacih zivotinja. S obzirom na S$tete koje
domaci mi§ nanosi, suzbijanje se namece kao neophodna mera ocuvanja uskladiStenih

prizvoda (Klimpel i sar., 2007; Fuehrer i sar., 2012).

Pojava rezistentnosti na antikoagulantne rodenticide je najceS¢i uzrok smanjene
efikasnosti suzbijanja. Smatralo se da ucestala primena istog antikoagulanta dovodi do
razvoja rezistentnosti kod nekih vrsta glodara na $ta je ukazivao znacajniji gubitak
efikasnosti u prakticnim uslovima kada je antikoagulant primenjen pravilno (Rowe i
Redfern, 1964, 1965; Greaves, 1994). Uvodenjem novih metoda utvrdeno je da
rezistentnost predstavlja posledicu geneticke varijabilnosti unutar populacije u kojoj su
pojedine jedinke manje osetljive na antikoagulantne rodenticide (Li i sar., 2004; Rost i
sar., 2004). Antikoagulanti deluju selektivno prouzrokuju¢i uginuée osetljivih jedinki,
pri ¢emu uticu na Sirenje rezistentnih alela u populacijama glodara (Heiberg i sar., 2003,

2006; Buckle i Endepols, 2008).

Otkri¢e mutacija u vkorcl genu, za koje se smatra da dovode do smanjene osetljivosti
na antikoagulante, dalo je nove moguénosti za razvoj metodologije utvrdivanja

rezistentnosti, pre svega molekularno-bioloskih metoda. Ove metode omogucavaju



jednostavnije praenje razvoja i distribucije rezistentnih populacija i spreCavaju
upotrebu neefikasnih rodenticida (Li i sar., 2004; Rost i sar., 2004; Pelz i sar., 2005,
2007).

Nedavna istrazivanja dovela su u sumnju da rezistentnost glodara na antikoagulante
predstavlja vrlo kompleksan mehanizam 1 da se ne moze objasniti samo mutacijama u
vkorcl genu (Endepols i sar., 2012; Buckle i Prescott, 2012; Buckle, 2012). Genetska
osnova antikoagulantne rezistentnosti kod domaceg misa nije u potpunosti razjasnjena.
Rezultati ranijih istrazivanja su utvrdili postojanje jednog gena koji kontrolise
rezistentnost sli¢no kao i u sivom pacovu (Rattus norvegicus) (Wallace i MacSwiney,
1976). Medutim, skorija istrazivanja ukazuju na komplikovaniju osnovu rezistentnosti
koja nije u potpunosti razjasnjena, a takode se smatra da je ukljueno vise mehanizama

rezistentnosti (Endepols i sar., 2011; RRAG, 2012; Endepols i sar., 2013).

Do danas je rezistentnost na antikoagulante u populacijama domaceg misa registrovana
u raznim delovima Evrope (Belgija, Danska, Finska, Francuska, Nemacka, Velika
Britanija, Norveska, Svedska, Svajcarska i Portugal) i Amerike (Kanada, SAD i
Argentina) (Pelz i sar., 2005; Rost i sar., 2009; Guidobono i sar., 2010; Pelz i sar.,
2012). Utvrdivanje prisustva rezistentnosti u populacijama glodara na antikoagulantne
rodenticide na podru¢ju Srbije do sada je radeno jedino u divljim populacijama sivog
pacova (Kataranovski, 1988; Kataranovski i sar., 1988). Testovima hranjenja
antikoagulantima prve generacije tada nije utvrdeno prisustvo rezistentnosti.
Utvrdivanje prisustva rezistentnosti na antikoagulante u populacijama domaceg misa

(Mus musculus) do naSeg istrazivanja u Srbiji nije radeno.

U ovoj doktorskoj disertaciji je istrazivanje bilo usmereno na utvrdivanje prisustva
rezistentnosti u divljim populacijama domaceg misa prvenstveno na bromadiolon, Koji
je jedan od antikoagulanata sa najintenzivnijom upotrebom na podru¢ju Srbije. Takode,
cilj istrazivanja bio je da se sprovede uporedna analiza rezultata testa hranjenja i
sekvencioniranja vkorcl gena kako bi se utvrdio stepen uticaja varijanti ovog gena na
ispoljavanje rezistentnosti kod domaéeg misa, odnosno moguci uticaj drugih faktora u
kombinaciji sa varijantama pomenutog gena. Konacni cilj istrazivanja bio je da se
predlozi nacin suzbijanja jedinki koje su ve¢ razvile rezistentnost, odnosno suzbijanja

populacija domaceg misa u kojima bromadiolon viSe nije efikasan. Predlaganjem



alternativnih metoda suzbijanja ovakvih jedinki spre¢ic¢e se dalje Sirenje rezistentnih

alela u populacijama domaceg misa.



2 PREGLED LITERATURE

2.1 OSNOVNE MORFOLOSKE I BIOLOSKE KARAKTERISTIKE DOMACEG MISA
(MUS MUSCULUS L.)

Domac¢i mi§ (Mus musculus L.) pripada redu glodara (Rodentia), familiji misolikih
glodara (Muridae) i potfamiliji pravih miSeva i pacova (Murinae) (Puki¢ i sar., 2005).
Rasprostranjen je Sirom sveta i nastanjuje mesta u blizini ljudskih populacija (Battersby
i sar., 2008).

Mus musculus koji egzistira u nagoj zemlji i Svajcarskoj kao i lokalizovanim delovima u
Danskoj i Nemackoj ima velike slicnosti sa evropskom prevalentnom vrstom Mus
domesticus i manje zastupljenom vrstom Mus spretus koja opstaje u takode
lokalizovanim delovima Spanije i Francuske. Glavna razlika je §to vrsta Mus musculus
nema izrazito zakrivljenu gornju vilicu kao ostale vrste. Hibridizaciju vrsta Mus
musculus i Mus spretus prethodno nije utvrdena, ve¢ je ova pojava utvrdena jedino
izmedu vrsta Mus domesticus i Mus spretus uz takode zabelezen manji nivo
reprodukcije njihovih potomaka (Lund, 1994). Medutim, nedavno istrazivanje Pelz-a i
sar. (2012) potvrdilo je da do hibridizacije dolazi i izmedu ove dve vrste.

Domaci mi§ ima sposobnost reprodukcije tokom cele godine. Skotnost Zenki traje 21
dan pa u toku godine mogu, teoretski, dati i do 13 legala. Broj novorodenih mladih u
leglu krece se od 3 do 12, sa prosekom od 5 do 6. Mladi se radaju goli, zatvorenih o¢nih
kapaka i slusnih kanala. Nakon 10 dana telo je u potpunosti prekriveno krznom, nakon
14 dana se otvaraju o¢ni kapci, a sa 21 dan postaju skoro u potpunosti samostalni. Polnu
zrelost jedinke domaceg misSa dostizu ve¢ sa 5 do 7 nedelja starosti. Prose¢an Zivotni
vek jedinki u prirodi je oko godinu dana, dok u laboratorijskim uslovima mogu ziveti i
do 3,2 godine, sa prose¢nim zivotnim vekom od 2 godine (Hrgovi¢ i sar., 1991; Timm,

1994; Vuksa, 2008).

Domaceg miSa odlikuje izrazita sposobnost adaptacije. Jedinke domaceg misa koje
opstaju u poljskim uslovima 1 izloZene su uticaju spoljasne sredine imaju sezonski nacin
reprodukcije, dok se u zatvorenom prostoru jedinke razmnozavaju tokom cele godine.
Domaci mi$ se izuzetno adaptira na uslove suSe duzi vremenski period jer koristi
takozvanu metaboli¢ku vodu, za razliku od sivog pacova koji ne moze opstati duze od

par dana bez vode. Nedostatak vode dobrim delom uslovljava nizi nivo reprodukcije ali



se normalna reprodukcija uspostavlja odmah nakon S$to voda postane dostupna ad
libitum (Lund, 1994; Timm, 1994).

Jedinke domaceg miSa pretezno su aktivne nocu. Taktilne dlake ili vibrise (vibrisae)
rasporedene po lednoj, bocnim stranama tela i njuSci, omogucavaju snalazenje u
prostoru (Pukic¢ i sar., 2005). Sklonista prave na mra¢nim i manje pristupa¢nim mestima
koja su sa spoljasnom sredinom povezana malim otvorom. lako postoje podaci o
radijusu kretanja domaceg misa i do 2 km ipak se uglavnom ne udaljavaju od svojih
skloniSta koja najcesce grade u blizini izvora hrane (Murphy i sar., 2005). Dobro
razvijeno Culo sluha, odnosno sposobnost percepcije 1 proizvodnje ultrazvucnih talasa
jedan je od bitnih nacina komunikacije i zastite od mogucih opasnosti i predatora

(Pukié i sar., 2005).

Domaci mi$ je omnivorna vrsta ali u ishrani preferira semena i zrnastu hranu. Kod ove
vrste glodara nije izraZzena neofobija pa ne oklevaju da se hrane na novim izvorima
hrane u svom okruZenju. Ukoliko nema dostupnog zrnevlja preferira hranu bogatu
mastima i proteinima (Timm, 1994). U prirodi se hrani semenjem i plodovima svih
biljnih kultura, ali i §tetnim insektima. Cesto konzumira tek posejana zrna Zitarica i tako
¢ini ogromne Stete ve¢ pri samoj setvi. U stambenim objektima u ishrani koristi svu
dostupnu hranu kao 1 delove gradevinskog materijala pri€injavajuéi velike Stete

pogotovo u uslovima prenamnozenja (Pukic i sar., 2005; Battersby i sar., 2008).

2.2 STETE OD DOMACEG MISA

Najvece Stete domaci miS§ nanosi u zatvorenom prostoru, mada moZe dovesti do
ekonomski znacajnih gubitaka prinosa u usevima (Brown i Singleton, 2000). Stete
nanosi ishranom i zagadenjem proizvoda koji sluze za pripremu i skladistenje kako
stocne tako 1 ljudske hrane (Hrgovi¢ i sar., 1991; Lund, 1994; Battersby 1 sar., 2008).
Domaci miS ne konzumira velike koli¢ine hrane, u proseku jedinki je potrebno da u toku
dana pojede najmanje 10 % od svoje telesne mase (Meyer, 1994). Prema podacima
jedna jedinka, sa prose¢nim dnevnim unosom 0d oko 3 g, bi na godi$njem nivou pojela
ili ostetila oko 1 kg hrane (Tim, 1994; Brooks i Fiedler, 1999). Medutim, urinom,
fecesom i dlakama zagadi mnogo vece koli¢ine hrane. Jedna jedinka moze da produkuje

i do 50 fekalnih peleta u toku dana (White i Harris, 2002).



Slika 1. Ostecenja na uskladistenom semenskom kukuruzu (a) i soji (b)

Precizna procena $tete koju domaci mis§ nanosi u skladi$tima uglavnom nije izvodljiva.
Podaci u literaturi o ekonomskim gubicima koje domac¢i mi§ nanosi u skladistima
predstavljaju se kao ukupne Stete koje nastaju usled prisustva glodara u skladistima,
odnosno kao ekonomski gubici koje nanesu misevi i pacovi zajedno. Novijih podataka o
gubicima koje glodari mogu naneti u zatvorenom prostoru i polju nema. Raniji podaci
ukazuju na to da se godis$nje izgubi i do 33 miliona tona cerealija kao posledica Steta od
glodara (Meyer, 1994; Timm, 1994). U periodu od 1994. do 1995. godine u Australiji
domaci mi§ naneo je Stete u vrednosti od 60 miliona dolara (Brown i Singleton, 2000).
Gubitak u proizvodnji pirinéa od 6 %, koji u proseku na godiSnjem nivou nanesu
glodari, bio bi dovoljan da se prehrani 215 miliona ljudi, a pri tome se gubici mogu
kretatii do 17 % (Battersby i sar., 2008).

Pored hrane i drugih uskladistenih proizvoda domaéi mi$ ote¢uje i objekte. Stete koje
domac¢i mi§ nanosi ponekad zahtevaju troSkove sanacije koji prevazilaze Stetu na
uskladiStenim proizvodima. OS$teéenja na objektima smanjuju efikasnost i bezbednost

cuvanja proizvoda (Meyer, 1994).



Kao domacin i vektor veeg broja endo- i ektoparazita domac¢i mi§ ima izuzetan
epizootiolosko-epidemioloski znacaj. Kao vektor virusa uzrocnik je limfocitarnog
horiomeningitisa, lasa groznice kao i americkog encefalitisa konja. Takode domaci mis
je vektor leptospira, salmonela, toksoplazmi i uzro¢nika kuge i tularemije. Ektoparaziti
¢iji je domac¢in domaci miS$, takode mogu biti vektori raznih oboljenja (krpeljski

encefalitis) (Hrgovi¢ i sar., 1991; Gratz, 1994; Battersby i sar., 2008; Kataranovski i
sar., 2010; Vujanic i sar., 2011).

Zoonoze se direktno ili indirektno prenose na ljude, kuéne ljubimce ili stoku, pri ¢emu
predstavljaju potencijalni rizik po zdravlje (Namue i Wongsawad, 1997; Klimpel i sar.,
2007; Fuehrer i sar., 2012). Do direktnih infekcija kod ljudi dolazi usled konzumiranja
kontaminirane hrane. Osim ovog direktnog nacina infekcije se $ire i indirektnim putem
preko prelaznih domacéina, najceSce insekata. Predatorstvo i raspadanje leSeva dodatno

uti¢u na Sirenje zoonoznih agenasa (Rafique i sar., 2009; Fuehrer i sar., 2012).

Zivotni ciklus, perzistentnost i prenos medu jedinkama divljih populacija kao i prenos
na coveka za vecinu patogena nije dovoljno proucen ili je nepoznat. Mnoge zoonoze
glodara infektivne za ljude mogu inficirati stoku i kuéne ljubimce, pri ¢emu je rizik po
zdravlje ljudi ve¢i (Klimpel i sar., 2007; Fuehrer i sar., 2012). Opasnost i Stete koje
glodari svojim prisustvom 1 povec¢anom brojnoS¢u izazivaju, kao neophodnost namecu
potrebu preduzimanja odgovaraju¢ih mera suzbijanja, odnosno smanjenja brojnosti

njihovih populacija (Hrgovié i sar., 1991).

23  HEMIJSKO SUZBIJANJE DOMACEG MISA

2.3.1 Razvoj i primena antikoagulantnih rodenticida

Rodenticidi koji imaju najSiru primenu u svetu 1 kod nas u suzbijanja domaceg miSa kao
1 ostalih Stetnih glodara su antikoagulantni rodenticidi (Bentley, 1972; Hadler 1 Buckle,
1992; bukic i sar., 2005; Prescott, 2011). Ova grupa rodenticida je otkrivena pedesetih
godina 20. veka, a njihova prednost u efikasnosti i bezbednosti brzo je rezultirala
njihovom dominantnom ulogom u suzbijanju glodara (Bentley, 1972). lzolacijom
dikumarina u Americi (Link, 1944) nastala je serija sintetisanih jedinjenja od kojih je
prvi registrovan kao rodenticid bio varfarin, predstavnik antikoagulanata prve generacije
koji je registrovan u Velikoj Britaniji 1949. godine (Hadler i Buckle, 1992).

Zahvaljuju¢i Cinjenici da za razliku od svojih prethodnika akutnih rodenticida imaju



sporije delovanje i da su bezbedniji za upotrebu (postojanje antidota, vitamina K),
antikogulanti prve generacije (varfarin, kumafuril, kumatetralil, kumahlor, hlofacinon,
difacinon i pindon) imaju Siroku primenu u suzbijanju glodara Sirom sveta (Bentley,
1972; bukié i sar., 2005; Berny, 2011).

Antikoagulanti prve generacije, prvenstveno varfarin, imali su Siroku primenu u
suzbijanju Stetnih glodara u periodu od 1950. do 1965. godine (Hadler i Buckle, 1992).
Prvi rezultat o rezistentnosti glodara na varfarin utvrden je kod sivog pacova u Skotskoj
(Boyle, 1960). Nakon ovog istrazivanja rezistentnost je potvrdena i u drugim zemljama
Evrope, Azije i Amerike (Lund, 1984; Hadler i Buckle, 1992; Pelz, 2001; Pelz i sar.,
2005; Wang i sar., 2008; Guidobono i sar., 2010; Tanaka i sar., 2012). S obzirom da
ostali antikoagulanti prve generacije nisu bili efikasni u suzbijanju Stetnih glodara kao
varfarin, pri ¢emu je takode doslo 1 do pojave ukrstene rezistentnosti medu pripadnicima
ove grupe, usledio je razvoj antikoagulanata druge generacije (Boyle, 1960; Bentley,
1972).

Ponasanje domadeg miSa tokom ishrane dodatno moze umanjiti efikasnost
antikoagulanata prve generacije uzimajuéi u obzir da domac¢i mi§ ¢esto menja izvor
hrane, pri ¢emu ne unosi letalne doze. Prednost antikoagulanata druge generacije je u
Cinjenici da su male koli¢ine mamca dovoljne da postignu letalni efekat i kod
rezistentnih jedinki glodara (RRAG, 2012).

Prvi sintetisani antikoagulanti druge generacije (bromadiolon, difenakum i brodifakum)
su ispoljili bolju efikasnost u suzbijanju osetljivih, ali i rezistentnih populacija Stetnih
glodara (Hadler i sar., 1975; Redfer i Gill, 1980; Rowe i sar., 1981). Takode, efikasniji
nacin primene S obzirom da nije bilo neophodno viSekratno izlaganje 1 dugotrajno
konzumiranje, kao $to je to bio slu¢aj sa antikoagulantima prve generacije, rezultirao je
da antikoagulanti druge generacije zamene svoje prethodnike (Hadler i Buckle, 1992,
Buckle, 1994; Buckle i sar., 1994; Prescott, 2011). U pojedinim zemljama se
zastupljenost rezistentnih jedinki krece i do 75 %, a suzbijanje ovakvih jedinki zahteva
upotrebu potentnijih jedinjenja kao Sto su antikoagulanti druge generacije, odnosno
bromadiolon, difenakum i brodifakum (Pelz, 2001). Medutim pojava rezistentnosti i na

antikoagulante druge generacije, posebno na bromadiolon i difenakum, dovela je u



pitanje upotrebu ovih antikoagulanata (Rowe i sar., 1981; Prescott, 1996; Rost i sar.,
2004; Pelz i sar., 2005; Lasseur i sar., 2007; Pelz i sar., 2012).

Od 1975. godine pet antikoagulanata druge generacije je u svetu dostupno za suzbijanje
Stetnih glodara u svetu i to su bromadiolon, difenakum, brodifakum, flokumafen i
difetialon (Berny, 2011; Prescott, 2011; RRAG, 2012). Od antikoagulanata druge
generacije u nasSoj zemlji su registrovani bromadiolon, brodifakum, flokumafen i
difetialon, pri ¢emu bromadiolon ima naj$iru upotrebu u suzbijanju glodara u
skladistima (Janji¢ i Elezovi¢, 2010; Anonimus, 2013).

2.3.2  Pregled antikoagulantnih rodenticida
2.3.2.1 Bromadiolon

Bromadiolon je sintetisan 1968. godine, ali je tek nakon 1976. godine postao
komercijalno dostupan. Bromadiolon je razvijen od strane francuske kompanije Lipha i
pusten u prodaju 1977. godine. Uveden je u upotrebu ne samo zbog efikasnijeg
suzbijanja rezistentnih jedinki ve¢ i pobolj$anja postupka suzbijanja osetljivih jedinki
glodara. lzuzetno visoku efikasnost ovaj antikoagulant je ispoljio na varfarin osetljive
jedinke glodara nakon samo jednog dana hranjenja kao i blago vecu efikasnost u
suzbijanju pacova u odnosu na domaceg miSa (Marsh, 1977). Dobra efikasnost

bromadiolona zabelezena je i na varfarin rezistentne jedinke glodara (Redfern i Gill,

1980).

Bromadiolon je kratko vreme imao Siroku primenu sa dobrom efikasno$¢u na varfarin
rezistentne jedinke. Smanjena efikasnost bromadiolona utvrdena je prvo na terenu a
onda i u laboratorijskim testovima hranjenja bez alternativnog izbora hrane (Rowe i sar.,
1981). Skorija istrazivanja ukazuju na iste rezultate (Prescott, 1996; Guidobono i sar.,
2010; Endepols i sar., 2012).

Pre tri decenije bromadiolon je registrovan u nasoj zemlji i ima najSiru upotrebu u
suzbijanju stetnih glodara (Janji¢ i Elezovi¢, 2010; Anonimus, 2013). Kontinuirana i
dugotrajna primena bromadiolona rezultirala je njegovom smanjenom efikasnos¢u u

objektima, a koja je primecena na terenu tokom poslednjih godina.



2.3.2.2 Difenakum

Difenakum predstavlja prvi komercijalno dostupan antikoagulant druge generacije u
svetu. Preparate na bazi difenakuma proizvodila je firma Sorex Ltd. iz Velike Britanije,
a za suzbijanje Stetnih glodara uglavnom su koris¢eni mamci sa 0,005 % aktivne

supstance (Hadler i sar., 1975).

Istrazivanja su pokazala da je ovaj rodenticid bio efikasan u suzbijanju osetljivih
populacija sivog pacova i domaceg misa, odnosno populacija glodara koje nisu razvile
rezistentnost na varfarin (Hadler i Shadbolt, 1975). Efikasnost difenakuma na varfarin
rezistentne jedinke sivog pacova i domaceg miSa rezultirala je njegovom Sirokom
primenom u svetu (Hadler i sar., 1975). Medutim, difenakum je ubrzo izgubio lidersku
ulogu u suzbijanju glodara nakon pojave rezistentnosti na ovaj antikoagulant u

Engleskoj i drugim zemljama sveta (Rowe i sar., 1981; Lund, 1984).

Nakon §to se prvo pojavio na trziStu Velike Britanije brzo je nasao veliku primenu
Sirom Evrope ali 1 Amerike. U Evropi je jedan od najviSe koriS¢enih antikoagulanata
druge generacije (Buckle i sar., 2012a). U naSoj zemlji do 1991. godine ovaj
antikoagulant je samo testitran ali nije nasao prakti¢nu primenu u deratizaciji S obzirom
da nije bio registrovan (Hrgovi¢ i sar., 1991). Do danas ovaj antikoagulant nije
registovan za suzbijanje glodara u zatvorenom prostoru u naSoj zemlji (Janji¢ i
Elezovi¢, 2010; Anonimus, 2013).

2.3.2.3 Brodifakum

Ovaj antikoagulant je otkriven 1975. godine i proizveden od strane firme ICI u Velikoj
Britaniji. Redfern i sar. (1976) i Rowe i sar. (1978) utvrdili su visoku efikasnost na
varfarin rezistentne jedinke. Brodifakum mamci (0,005 %) postizali su 100 % smrtnost
u suzbijanju populacija varfarin osetljivih i varfarin rezistentnih jedinki ve¢ nakon
jednog ili dva dana hranjenja. Nakon visoke uspe$nosti u suzbijanju varfarin
rezistentnih glodara, ali i vece efikasnosti u odnosu na bromadiolon i difenakum,
brodifakum se uvodi u primenu Sirom sveta (Greaves i Cullen-Ayres, 1988). Skorija
terenska ispitivanja su utvrdila visoku efikasnost brodifakuma u rezistentnim

populacijama sivog pacova (Buckle i sar., 2012b).

U naSoj zemlji brodifakum postao je dostupan pre vise od tri decenije, pri cemu u

periodu od 2004. do 2010. godine ovaj antikoagulant nije bio registrovan, odnosno nije
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primenjivan u nasoj zemlji (Janji¢ i Elezovi¢, 2010; Anonimus, 2013). Medutim,
njegova primena je do danas ostala na mnogo manjem nivou nego §to je to primena

bromadiolona.

2.3.3 Mehanizam delovanja antikoagulantnih rodenticida

Svi sintetisani antikoagulantni rodenticidi predstavljaju derivate hidroksikumarina
(varfarin, kumafuril, kumatetralil, kumahlor, bromadiolon, difenakum, brodifakum i
flokumafen), indandiona (pindon, difacinon 1 hlorofacinon) i benzotiopirana
(difetialon). Iako se medusobno razlikuju po hemijskoj strukturi, njihov fizioloski efekat
je gotovo istovetan. Ova jedinjenja pripadaju grupi antivitamin K jedinjenja (AVK), jer
svojom aktivnoS¢u remete normalno funkcionisanje vitamin K ciklusa (MacNicoll,

1986; Lasseuer i sar., 2007; Berny, 2011; Buckle i Prescott, 2012; RRAG, 2012).

Antikoagulanti pripadaju grupi sporodelujucih rodenticida (Puki¢ i sar., 2005). Ova
jedinjenja ne dovode do brze pojave simptoma. Vremenski period izmedu ingestije
letalne doze i pojave prvih simptoma je dovoljno dug da se spreéi Sirenje neofobije
medu jedinkama glodara i poveca efikasnost antikoagulanta. Jedna od najvecéih
prednosti upotrebe antikoagulanata jeste postojanje antidota. Sporiji mehanizam
delovanja omoguéava adekvatnu primenu antidota, vitamina K, u situacijama
akcidentalnih trovanja (Hadler i Buckle, 1992; Fisher, 2005).

Karboksilacija

| K/
Vitamin K Vitamin K
hidrokinon epoksid

Antikoagulant

Vitamin K kinon

Slika 2. Ciklus vitamina K i mesto delovanja antikoagulantnih rodenticida
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Antikoagulanti se veoma lako apsorbuju u tankom crevu i brzo dospevaju u jetru vezani
za albumine plazme. Glavno mesto delovanja antikoagulanata su mikrozomi jetre, a
meta je enzimski kompleks vitamin K epoksid reduktaze (VKOR). VKOR predstavlja
emzimski sistem koji se nalazi u membrani endoplazmati¢nog retikuluma (ER). Lipidi
koji ga okruzuju su od sustinskog znacaja za njegovu enzimsku aktivnost. VKOR se
nalazi u hidrofobnom lipidnom okruzenju i njegov polipeptidni lanac ¢ine hidrofobne
aminokiseline. Ovaj enzim pripada grupi enzima prisutnih kod ki¢menjaka, drozofila,
biljaka, bakterija 1 arhea (Wallin i sar., 2003). Osnovni mehanizam delovanja
antikoagulantnih rodenticida je antagonizam u odnosu na vitamin K koji se ispoljava
preko inhibicije VKOR-a (Buckle, 1994; Misenheimer i sar., 1994).

Aktivna forma vitamina K, hidrokinon (KH,), deluje kao koenzim enzima gama-
glutamil karboksilaze (GGXC) koji ucestvuje u sintezi protrombina (faktor II),
prokonvertina (faktor V1), antihemofilnog globulina B (factor IX) i Stuart-Prover-ovog
¢inioca (faktor X) koji su faktori koagulacije krvi. Svi ¢inioci koagulacije krvi koji su
zavisni od vitamina K sadrze u svom kona¢nom obliku karboksilovanu glutaminsku
kiselinu, te se aktivnost ovog vitamina vezuje za postranslacionu fazu biosinteze ovih
proteina. U postranslacionom ciklusu karboksilacije se ostaci glutaminske kiseline
(GLU) prevode u gama-karboksiglutamat (GLA proteini). Ovu reakciju katalizuje
GGXC. Posledica smanjenog nivoa GLA proteina je smanjeno vezivanje za fosfolipidne
membrane na povredenim mestima, pri ¢emu se ne formira ugrusak. Za formiranje
ugruska potrebni su joni kalcijuma koje mogu vezivati samo funkcionalni faktori
koagulacije krvi (Fasco i Principe, 1982; Wallin i sar., 2001; Oldenburg i sar., 2007;
Ishizuka i sar., 2008).

U karboksilacionom ciklusu KH, se oksiduje do vitamin K 2,3- epoksida (KO). Ovo je
neaktivna forma vitamina K koja ne reaguje kao koenzim sve dok se ne vrati u oblik
kinona posredstvom VKOR-a (slika 2). Manji deo KO se izluci iz organizma, dok se
vecina prevodi u vitamin K, kinon formu, uz pomo¢ VKOR-a. Antikoagulanti imaju jak
afinitet vezivanja upravo za ovaj enzim, pa se na taj nacin remeti prevodenje
oksidovanog u redukovani oblik vitamina K zbog ¢ega se inhibira sinteza faktora
koagulacije krvi (Wallin i sar., 2001). Prevodenje KO u formu kinona je neophodna faza
1 njena inhibicija dovodi do sprecavanja vitamin K ciklusa, dok faza prevodenja kinona

u hidrokinon se moze odvijati i bez VKOR-a putem drugih fizioloskih reakcija u
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organizmu. Inhibicija vitamin K ciklusa rezultira poremecajima u koagulaciji krvi u

roku od 48/72 sata (Rowe i Redfern, 1968; Fasco i Principe, 1982; Berny, 2011).

U prirodi su poznata dva oblika vitamina K, vitamin K; (filohinon) koji je vezan u
hloroplastima i1 vitamin K, (menahinon) koji nastaje mikrobioloskom sintezom u
digestivnom traktu (Damon i sar., 2005). Tre¢a forma vitamina K (K3), menahinon,
predstavlja sinteticku formu vitamina K. Ovaj oblik vitamina K je glodarima naj¢esce
dostupan preko sto¢ne hrane. Forme K; i K3 deluju kao antidoti za pacove, dok je za
miseve antidot samo vitamin K; (MacNicoll i Gill, 1993). Glavni izvor vitamina K su
reciklirajuéi procesi u jetri. Manjim delom organizam se snadbeva preko mikrobioloske
sinteze u digestivnom traktu i konzumiranjem biljnih proizvoda bogatih hlorofilom.
(Janji¢, 2009; Kidd, 2010).

Svi uzroci koji spreCavaju sintezu i apsorpciju vitamina K u tankom crevu, ili koji
spreavaju njihovu regulatornu ulogu u sintezi pomenutih faktora koagulacije krvi,
mogu izazvati unutra$nje krvarenje. S obzirom da se antikoagulanti brze vezuju za
enzim, odnosno imaju veéi afinitet nego vitamin K, samim tim dolazi do spre¢avanja
sinteze faktora koagulacije krvi. Nedostak vitamina K klini¢ki se ispoljava pojavom
hemoragije, dok subklinicki ima za rezultat probleme sa razvojem Kkostiju i

kalcifikacijom arterija (Hrgovi€ i sar., 1991; Kaneki i sar., 2006).

S obzirom da je mehanizam dejstva isti za sve antikoagulante, ne postoji razlika u
vremenu smrti pri delovanju razlicitih antikoagulanata nakon §to je enzim blokiran. Ono
Sto pravi razliku izmedu delovanja razli¢itih antikoagulanata jeste vreme koje je
potrebno da se blokira enzim. Takode, antikoagulanti se ne mogu razlikovati ni prema

mestima na kojima nastaju hemoragije (Hadler i Buckle, 1992).

Antikoagulantni rodenticidi deluju selektivno prouzrokujuéi uginu¢e samo osetljivih
jedinki glodara, a samim tim favorizuju prezivljavanje i umnoZavanje rezistentnih
jedinki. Nije dokazano da antikoagulantni rodenticidi prouzrokuju promene nasledne
osnove koje bi bile odgovorne za rezistentnost, ve¢ se njihovom intenzivnom upotrebom
vrsi jak selekcioni pritisak na odredenu populaciju glodara unutar koje se prouzrokuje
uginuce osetljivih, a favorizuje opstanak i reprodukcija rezistentnih jedinki (Heiberg i
sar., 2003, 2006; Buckle i Endepols, 2008).
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2.4 MEHANIZAM ISPOLJAVANJA REZISTENTNOSTI
2.4.1 Farmakodinamicka osnova rezistentnosti

Pojava rezistetnosti na antikoagulante predstavlja problem kako u suzbijanju Stetnih
glodara tako 1 u humanoj medicini. S obzirom da varfarin ima Siroku primenu u leCenju
tromboze, pojava rezistetnosti na ovaj antikoagulant dovodi do problema u le¢enju ljudi
(D"Andrea 1 sar., 2005; Bodin i sar., 2005; Kovac i sar., 2009; Bozina, 2010). Takode,
pojava rezistetnosti glodara na antikoagulante dovodi do znacajnih problema u
suzbijanju stetnih glodara na terenu (Rowe i sar., 1981; Endepols i sar., 2011; Endepols
i sar., 2013).

Prvi rezultati da se pojava rezistentnosti na atikoagulante nalazi pod kontrolom gena
koji ima analognu poziciju kod domaceg misa i sivog pacova, utvrdeni su sedamdesetih
godina 20. veka u Engleskoj (Wallace i MacSwiney, 1976). Ovim istrazivanjem je
utvrdeno da se, tada nazvan ,,gen rezistentnosti“ kod domaceg misa (War), nalazi na
hromozomu 7 i da je njegova pozicija analogna genu rezistentnosti kod sivog pacova
(Rw) sa pozicijom na hromozomu 1. Smatralo se da ovaj gen odreduje sintezu proteina,
odnosno enzima, koji je uklju¢en u mehanizam rezistentnosti na antikoagulante. lako je
aktivnost ovog enzima zabelezena jo§ 1974. godine, napori da se ovaj enzim izoluje bili

su bezuspesni (Fasco i sar., 1983; Cain i sar., 1997; Wallin 1 sar., 2001).

Saznanja o0 genetskoj osnovi mehanizma rezistentnosti na antikoagulantne rodenticide
napravila su veliki pomak u ovoj istrazivackoj oblasti (Li i sar., 2004; Rost i sar., 2004).
Istrazivanjima je obuhvaceno utvrdivanje genetske osnove enzimskog kompleksa za
koji se smatralo da je odgovoran za mehanizam rezistentnosti (Pelz i sar., 2005, 2007;
Pelz, 2007; Buckle i Prescott, 2012). Prve smernice za identifikaciju gena koji odreduje
sintezu VKOR-a dali su Kohn i Pelz (2000). Ubrzo su Li i sar. (2004) u svom
istrazivanju na ljudima uspeli da identifikuju prvi protein VKOR-a, nazvan vitamin K
reduktazni kompleks podjedinica 1 (VKORC1). Ovaj protein predstavlja glavnu, a
moguce i jedinu komponentu VKOR-a i glavnu metu antikoagulantnih rodenticida.
Utvrdeno je da ovaj enzim predstavlja transmembranski protein koji se nalazi u
membrani ER. Gen koji diktira sintezu ovog proteina nazavan je vkorcl gen. Kod ljudi

je gen za rezistentnost na varfarin utvrden na hromozomu 16.
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Rost i sar. (2004) obavili su istrazivanje na sivom pacovu i uspeli da identifikuju vkorcl
gen pomocu PCR metode. Zapazili su da je grupa gena na hromozomu 16 kod ¢oveka
ortogonalna u odnosu na gene u okolini lokusa Rw i War gena za koje se smatralo da su
odgovorni za pojavu rezistentnosti na antikoagulante. Utvrdili su da celokupni transkript
vkorcl gena, koji kodira enzim vitamin K epoksid reduktazu dugu 163 aminokiseline,
sadrzi 5126 baznih parova i podeljen je u tri egzona. Kod ljudi, sivog pacova i domaceg
misa vkorcl visoko je ocuvan tokom evolucije i deli vise od 85 % identi¢nosti u

sekvenci (Garcia i Reitsma, 2008; Miiller i sar., 2014).

Vkorcl gen je polimorfan i ima vise od jednog, odnosno dva alela. Aleli predstavljaju
razliCite oblike (varijante) gena i nalaze se na istom genskom mestu (lokusu) na
homologim hromozomima i svojim interakcijama mogu uticati na fenotip (Li i sar.,
2004; Rost i sar., 2004).

Promene u sekvenci vkorcl gena koje dovode do fenotipskih promena kod glodara i
ljudi, odnosno do ispoljavanja rezistentnosti na antikoagulante predstavljaju tip
,tackastih® mutacija (point mutation) u genu. Promene u sekvenci gena se odvijaju na
nivou nukleotida gde se jedna baza zameni drugom. Kao posledica ovog procesa dobija
se alel sa izmenjenom sekvencom (Marinkovi¢ i sar., 1989; Snustad i sar., 1997).
Promene u sekvenci vkorcl gena se nasleduju dominantno-recesivno, odnosno do
ispoljavanja rezistentnosti na antikoagulante dolazi kod svih kombinacija u kojima je

prisutan izmenjeni alel kao $to je prikazano u tabeli 1.

Za razliku od mutacija, DNK polimorfizam prestavlja viSe varijanti alela jednog
hromozomskog lokusa koji se mogu razlikovati po nukleotidnoj sekvenci. Osim toga,
smatra se da je polimorfizam varijacija sekvence DNK koja je Cesta u populaciji sa
ucestalos¢u ve¢om od 1 %, dok manja ucestalost karakteriSe mutacije. Ukoliko ovakav
proces rezultira promenom na nivou proteina ¢iju sintezu diktira novi izmenjeni gen,
onda su to pojedina¢ni polimorfizmi nukleotida (SNP-Single nucleotide polymorphism)
(Schorka i sar., 2000).

Vkorcl gen je polimorfan s fukcionalnim varijantama koje imaju farmakogeneticku
znacajnost. Polimorfizam ovog gena odreduje dve kategorije fenotipa, odnosno osetljiva
1 rezistentna jedinka. Fenotip osetljivih jedinki karakteriSe prisustvo oba alela ,,divljeg*

tipa, dok ostale kombinacije alela rezultiraju pojavom rezistentnosti. Smatra se da
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razliite varijante gena (SNP) i razliita stanja u kojima se javljaju (heterozigot i
homozigot) imaju veliku ulogu u modulaciji enzimske aktivnosti, $to je predmet brojnih
farmakogenetickih istrazivanja (Greaves i Cullen-Ayres, 1988; Pelz i sar., 2005;
Lasseur i sar., 2008; Jacob i sar., 2012; Matagrin i sar., 2013).

Tabela 1. Tipovi odnosa medu alelima vkorcl gena

Odnos alela Genotip Fenotip
AA homozigot Rezistentnost
Aa heterozigot Rezistentnost
aa homozigot Osetljivost

A- dominantan, izmenjen alel; a- recesivan alel, ,,divlji“ tip

Izmenjena sekvenca vkorcl gena diktira sintezu proteina sa izmenjenom strukturom, $to
ima za posledicu nemoguénost vezivanja antikoagulanta za ciljno mesto enzima (Rost i
sar., 2005). Medutim, smatra se da samo izmene na odredenim kodonima, koji
predstavljaju vezivna mesta antikoagulanata, ,,vruce tacke* (hot spots), dovode do ove

pojave (Pelz i sar., 2005).

Nisu sve izmene na nivou nukleotida u vkorcl genu povezane sa smanjenom
osetljivos¢u na antikoagulante. Takode, odredene VKOR varijante, koje predstavljaju
zamene aminokiselina na odredenim kodonima, nemaju nikakav uticaj na rezistentnost
jedinki $to su neki istrazivaéi potvrdivali uginu¢em svih nosilaca date VKOR varijante u
testovima hranjenja (Snustad i sar., 1997; Schorka i sar., 2000; Tanaka i sar., 2012).
Ovakve promene u sekvenci gena predstavljaju ,,tihe® mutacije (silent mutation) koje se
javljaju kao posledica zamene na nivou nukleotida pri ¢emu aminokiselina ostaje
nepromenjena, kao i sekvenca vkorcl gena, pa ne dolazi do promena na nivou
sintetisanog proteina. Rost i sar. (2009) utvrdili su ,,tthe® mutacije u vkorcl genu na
miSevima i pacovima i za njih je utvrdeno da nemaju uticaja na pojavu rezistentnosti

kod ljudi i glodara.

2.4.2 Farmakokineti¢ka osnova rezistentnosti

Uporedo sa istrazivanjem genetske osnove rezistentnosti glodara na atikoagulante teklo

je 1 istrazivanje o dodatnim mehanizmima koji bi mogli uticati na ispoljavanje ove

16



pojave kod glodara (Sutcliffe i sar., 1990; Misenheimer i sar., 1994; Ishizuka i sar.,
2007).

Sumnju o postojanju dodatnih faktora koji bi mogli uticati na ispoljavanje rezistentnosti
kod glodara izazvalo je neslaganje rezultata drugih metoda za utvrdivanje rezistentnosti,
kao $to je to test koagulacije krvi (BCR - Blood Clotting Response Test), i molekularnih
analiza (PCR - Polymerase Chain Reaction). Veéina istrazivata smatra da prisustvo
promena u sekvenci vkorcl gena kod jedinki koje su prema BCR metodi osetljive i
obrnuto zapravo predstavljaju lazno negativne, odnosno lazno pozitivne rezultate BCR
metode koji se toleriSu kod 1 % populacije (Pelz i sar., 2005). Medutim, u pojedinim
istrazivanjima broj takvih jedinki prevazilazi dozvoljenu granicu od 1 % (Endepols i
sar., 2011, 2012, 2013). Takode, rezultati istrazivanja na sivom pacovu u Danskoj
(Heiberg i sar., 2009) i doma¢em miSu u Argentini (Espinosa, 2013) koji ukazuju na
prisustvo rezistentnih populacija bez promena u vkorcl genu, dodatno su pojacali
sumnju o mogucem postojanju drugih mehanizama koji samostalno ili u sinergiji sa

polimorfizmom vkorcl gena uti¢u na rezistentnost glodara na antikoagulante.

Odredena jedinjenja koja mogu biti efikasni antikoagulanti kod jedne vrste mogu biti
neefikasni kod druge vrste jedinki zbog moguc¢ih razlika u metabolizmu. Ranija
istrazivanja ukazuju da je aktivnost citohrom P450 mnogo veca kod rezistentnih nego
osetljivih jedinki, §to rezultira i brzim metabolizmom antikoagulantnih jedinjenja
(Sutcliffe 1 sar.,, 1990; Misenheimer i sar., 1994). Uporednim biohemijskim i
molekularnim istrazivanjima na crnom pacovu (Rattus rattus) u Tokiju utvrdeno je da
kod ovog glodara rezistentnost nema genetske osnove ve¢ predstavlja posledicu brzeg
metabolizma varfarina (Ishizuka i sar., 2007). Inhibicija enzima citohrom P450 utice na
vecu efikasnost antikoagulanata pa s toga nacin metabolizma utice i na njihovu
efikasnost, odnosno pojavu rezistentnosti glodara na ove rodenticide (Buckle i Prescott,
2012).

Istrazivaci koji se bave uticajem polimorfizma vkorcl gena na terapiju antikoagulantima
kod ljudi smatraju da postoji moguéi zajednicki uticaj polimorfizma ovog gena sa
polimorfizmom gena CYP2C9 koji diktira sintezu enzima za metabolizam varfarina
citohrom P450 (Bozina, 2010). Rezultati do kojih su dosli ovi istrazivaci ukazuju da su

pojedine kombinacije polimorfizma vkorcl i CYP2C9 gena povezane sa prekomernom
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koagulacijom krvi. Literaturnih podataka o mogucem uticaju polimorfizma gena

citohrom P450 kod domaceg miSa na pojavu rezistentnosti na antikoagulante nema.

2.4.3 Ostali faktori koji mogu uticati na mehanizam ispoljavanja rezistentnosti

Prema nekim istraziva¢ima vitamin K i varfarin imaju slicnu strukturu pa samim tim
pretenduju da se vezu za isto mesto enzima. Istrazivaci ukazuju na postojanje proteina
kalumenina koji ima jaci afinitet vezivanja za VKOR, pa se na taj nain ovaj enzimski
kompleks ¢uva od vezivanja za antikoagulante, $to bi rezultiralo odredenim stepenom
inhibicije VKOR-a. Koncentracija kalumenina u ER odreduje stepen inhibicije VKOR-
a, odnosno aktivnost karboksilacionog ciklusa i rezistentnost na antikoagulante (Wallin
i sar., 2001).

Rezultati ranijih istrazivanja usmeravali su istrazivace da, zbog vece stope
prezivljavanja zenki u odnosu na muzjake, smatraju da je mehanizam rezistetnosti pod
kontrolom hormona (Rowe i Redfern, 1964, 1967; Wallace i MacSwiney, 1976;
MacSwiney i Wallace, 1978). Heiberg i sar. (2003) su tokom svog istrazivanja o uticaju
primene bromadiolona na nivo rezistentnosti u populaciji sivog pacova utvrdili da su
zenke manje osetljive na promene nivoa vitamina K u hrani, §to se odrazavalo na
njihovu vecu otpornost u odnosu na muzjake. Takode, utvrdeno je da starosno doba ima
uticaj na pojavu hemoragija kod jedinki, odnosno kod starijih Zenki je utvrdeno da su
bile osetljivije na promene sadrzaja vitamina K u hrani, §to su ovi istrazivaci objasnili
¢injenicom da je stariji organizam podloZniji raznim bolestima koje mogu smanyjiti

sposobnost iskori§¢avanja vitamina K u organizmu.

Nakon potvrdenog uticaja promena u sekvenci vkorcl gena na osetljivost glodara na
antikoagulante, uticaj pola i starosti jedinki nije detaljnije ispitivan (Pelz i sar., 2005,
2007; Rost i sar., 2009; Pelz i sar., 2012). Garg i Singla (2014) primenom testova
hranjenja bromadiolonom na jedinke crnog pacova utvrdili su veéu osetljivost muzjaka.
Medutim, ova istrazivanja nisu upotpunjena molekularnim analizama, odnosno

utvrdivanjem eventualnog prisustva VKOR varijanti kao i interakcije sa polom.
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25 POJAVA I RAZVOJ REZISTENTNOSTI DOMACEG MISA NA ANTIKOAGULANTE

251 Pojava i razvoj rezistentnosti na antikoagulante prve i druge generacije

Rezistentnost na antikoagulante rezultira smanjenjem efikasnosti antikoagulanata kada
je on primenjen pravilno u prakticnim uslovima kao posledica prisustva rezistentnih
jedinki glodara sa naslednom smanjenom osetljivoS¢u na antikoagulante (Greaves,
1994).

Domac¢i mi$ u odnosu na pacova poseduje odredeni stepen smanjene osetljivosti na
antikoagulantne rodenticide, odnosno ovi rodenticidi imaju manju efikasnost na
osetljive jedinke domacéeg miSa nego na sivog pacova (RRAG, 2012). Ovu tvrdnju
upotpunjuju i testovi hranjenja za utvrdivanje rezistentnosti u kojima se sivi pacov
izlaZze antikoagulantima Sest dana, dok kod miSeva ovi testovi traju 21 dan (EPPO,
2004b). Vrednosti letalnog perioda hranjenja (LFP-Lethal Feeding Period) visestruko
su vece kod jedinki domaceg misa nego kod pacova (RRAG, 2012). Rezistentnost kod
jedinki domaceg miSa se progresivno razvija U nekim zemljama, kao na primer u
Velikoj Britaniji, pa je teze naci osetljive nego rezistentne jedinke u populacijama
domaceg misa (Buckle i Prescott, 2012; RRAG, 2012).

Antikoagulanti prve generacije, pre svega najviSe koriS¢eni varfarin, imali su Siroku
primenu u suzbijanju sve do pojave smanjene osetljivosti populacija domaceg misa
Sirom sveta. Takode, pojava ukrStene rezistentnosti jedinki domaceg miSa na varfarin i
druge pripadnike prve generacije antikoagulanata dodatno je smanjila upotrebu ove

grupe rodenticida (Boyle, 1960).

Prvi rezultati o smanjenoj osetljivosti domaceg misa u laboratorijskim istrazivanjima na
antikoagulante prve generacije utvrdeni su u Velikoj Britaniji Sezdesetih godina 20.
veka. Testovima bez izbora hrane potvrdena je smanjena osetljivost domaceg misa na
varfarin (Rowe i Redfern, 1964). Daljim istrazivanjem potvrdeno je nasledivanje ove
pojave (Rowe i Redfern, 1965). S obzirom na brzo $irenje rezistentnih jedinki domaceg
misa, kao posledica nasledivanja smanjene osetljivosti na antikoagulante, usledila su
istrazivanja s ciljem pronalaska jedinjenja koja ¢e biti efikasna u suzbijanju varfarin

rezistentnih jedinki.

U pocetku se smatralo da je prvi sintetisani antikoagulant druge generacije, difenakum,

bio efikasan (Hadler i Shadbolt, 1975). Medutim, iste godine kada se difenakum pojavio
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na trziStu radena su istrazivanja u kojima je utvrdeno da ovaj antikoagulant nema
potpunu efikasnost na varfarin rezistentne jedinke domaceg misa, odnosno da se razvila
ukrStena rezistentnost izmedu antikoagulanata prve i druge generacije. Medutim,
difenakum je i dalje imao primenu u suzbijanju osetljivih i rezistentih jedinki s obzirom
da je imao najvecu efikasnost u odnosu na ostale, tada dostupne, antikoagulante (Hadler
i sar., 1975; Rowe 1 Bradfield, 1976). Novija istrazivanja takode potvrduju rezistentnost

jedinki domacéeg misSa na ovaj antikoagulant na terenu (Endepols i sar., 2011).

Bromadiolon je bio efikasan na varfarin osetljive jedinke domaceg miSa nakon samo
jednog dana hranjenja. Istrazivanje Redfern-a i Gill-a (1980) potvrdilo je opravdanost
upotrebe ovog antikoagulanta u suzbijanju varfarin rezistentnih jedinki domaceg misa
zajedno sa difenakumom. Nakon laboratorijskih testova hranjenja bez izbora hrane
bromadiolon je ispoljio osobenosti vrlo efikasnog antikoagulanta u suzbijanju
rezistentnih populacija domaéeg miSa. Medutim, istrazivanja koja su kasnije usledila
utvrdila su ukrStenu rezistentnost varfarin rezistentnih jedinki domaceg misa na
bromadiolon i difenakum (Rowe i sar., 1981; Lund, 1984; Prescott, 1996). Skorija
istrazivanja takode potvrduju rezistetnost domaceg misa na bromadiolon i difenakum

(Guidobono i sar., 2010; Pelz i sar., 2012; Endepols i sar., 2011, 2013).

Istrazivaci su utvrdili dobru efikasnost brodifakuma i predlagali njegovu upotrebu i u
situacijama razvoja ukrStene rezistentnosti varfarin rezistentnih jedinki na bromadiolon i
difenakum. Ovaj antikoagulant ispoljio je 100 % efikasnost na varfarin rezistentne
jedinke domaceg misa nakon samo jednog ili dva dana hranjenja. Utvrdeno je da se
optimalne koncentracije brodifakuma u mamcima za efikasno suzbijanje varfarin
rezistentnih jedinki domaceg misa nalaze u intervalu od 0,002 % do 0,005 % (Redfern i
sar., 1976). Takode, u dugoro¢nim testovima ovaj antikoagulant bio je efikasan na
varfarin rezistentne jedinke domaceg misa u testovima bez izbora i sa izborom hrane.
Dobra efikasnost u testovima sa prisustvom drugih izvora hrane potvrdila je da je
brodifakum efikasan i pri malim unosima mamca (Rowe i Bradfield, 1976). Medutim
Lund (1981) je zabelezio da je manji broj jedinki preziveo kratkoro¢ne testove hranjenja
brodifakum mamcima (0,005 %), ali i svakako mnogo vecu efikasnost ovog
antikoagulanta od bromadiolona na varfarin-osetljive i varfarin-rezistentne jedinke

domaceg misa.
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Ispitivanje osetljivosti na antikoagulante u populacijama glodara na podru¢ju Srbije
radeno je krajem osamdesetin godina 20. veka u populacijama sivog pacova
(Kataranovki 1 sar., 1988). Istrazivanje je uradeno primenom Sestodnevnog testa
hranjenja mamcima antikoagulanata prve generacije (varfarin i kumatetralil) pri ¢emu
nije utvrdena rezistentnost kod jedinki izlovljenih na podruc¢ju Beograda, Pozarevca,
Pirota i Korc¢ule. Istrazivanja na istu temu u populacijama domaceg misa do sada nisu

radena.

2.5.2 Genetska osnova rezistentnosti domaéeg misa na antikoagulante

Ranija istrazivanja na domacem misu potvrdila su postojanje gena, tada nazvanog War
gen, na hromozomu 7. Ovim istraZzivanjima je utvrdena analognost u poziciji gena kod
domaceg miSa i pacova i dato objaSnjenje genske ekspresije rezistentnosti (Wallace i
MacSwinney, 1976; Prescott, 1996).

Nakon identifikacije vkorcl gena promene u ovom genu smatraju se jednim od glavnih
razloga promene osetljivosti domaéeg misa na antikoagulante (Li i sar., 2004; Rost i
sar.,, 2004). U Nemackoj je na vecini ispitivanih lokaliteta zastupljenost jedinki
domacdeg misa sa promenama u sekvenci vkorcl gena iznosila i do 90 % (Pelz i sar.,
2012).

Nakon $to je opisan vkorcl gen, poznavanje sekvence ovog gena dalo je moguénost
utvrdivanja varijanti ovog gena koje bi mogle imati ulogu u pojavi rezistentnosti na
antikoagulante kod glodara bez donosSenja jedinki u laboratoriju za potrebe in-vivo
istrazivanja (Li i sar., 2004; Rost i sar., 2004; Pelz i sar., 2005, 2007). Do sada je
utvrdeno 9 promena u sekvenci vkorcl gena kod domaceg miSa. Tri tipa
aminokiselinskih zamena (VKOR varijanti) povezuju se sa promenom osetljivosti
domaceg misSa na antikoagulante: Leul28Ser (zamena leucina serinom na 128. kodonu),
Tyr139Cys (zamena tirozina cisteinom na 139. kodonu) i Spretus grupa (grupa vezanih
mutacija - Argl2Trp/Ala26Ser/Ala48Thr/Arg6lLeu) (Pelz i sar., 2012). Za sve tri
varijante poznato je da nose znacajan stepen Smanjene osetljivosti na kompletnu prvu
generaciju antikoagulanata i neke antikoagulante druge generacije (Pelz i sar., 2012;
RRAG, 2012).

Postojanje promene na nivou nukleotida ne mora obavezno rezultirati pojavom

rezistentnosti na antikogulante kod domaceg misa. U terenskim ispitivanjima u
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Nemackoj potvrdeno je prisustvo aminikiselinske zamene Arg58Gly (zamena arginina
sa glicinom) kod jedinki domaceg misSa pri ¢emu je utvrdeno da ova alelna varijanta
vkorcl gena ne moze biti marker za rezistentnost (Endepols i sar., 2011). Takode,
utvrdene su nove VKOR varijante ovog gena, Glu37Gly (zamena glutamina sa
glicinom), Trp59Leu (zamena triptofana sa leucinom), Trp59Ser (zamena triptofana sa
serinom) i Leul24GIn (zamena leucina sa glutaminom), za koje do sada nije poznato da
li imaju uticaja na pojavu rezistentnosti kod domaceg misa (Pelz i sar., 2012). Takode, u
Nemackoj je potvrdeno prisustvo ,tihih“ mutacija u vkorcl genu domaceg misa
Glu37Glu (zamena nukleotida u kodonu za glutaminsku kiselinu), pri ¢emu nije doslo
do promene redosleda aminokiselina u VKORCL proteinu. Za ovu mutaciju je, takode,
potvrdeno da nema uticaja na promenu osetljivosti na antikoagulante kod domaceg misa
(Rost i sar., 2009).

Pored navedenih promena u sekvenci vkorcl gena, koje se deSavaju u nekom od tri
egzona ovog gena, mogucée su i promene u intronima, nekodiraju¢im delovima gena.
Ovakva promena utvrdena je u populaciji domaceg misa u Nemackoj. Kod ovih jedinki
utvrdene su promene u intronu 1 na poziciji 398. Za ovu promenu je utvrdeno da nema

uticaja na osetljivost jedinki domaceg miSa na antikoagulante (Endepols i sar., 2013).

Potrebno je naglasiti da sam mehanizam ispoljavanja rezistentnosti kod domaceg misa
nije u potpunosti razjasnjen, ali da nesumnjivo postoji analognost sa rezultatima
istrazivanja na sivom pacovu (Misenheimer 1 sar., 1994). Takode, o genetskoj osnovi
rezistentnosti domaceg misa zna se mnogo manje nego kod pacova. Smatra se da isti
gen kontroliSe sintezu istog proteina kao 1 kod jedinki sivog pacova. Takode, promene u
ovom genu rezultiraju promenama u osetljivosti na antikoagulante (RRAG, 2012).
Medutim, potvrdeno prisustvo populacija rezistentnih jedinki domaceg miSa bez
utvrdenih promena u vkorcl genu ukazuje na moguci slozeniji mehanizam razvoja i
nasledivanja rezistentnosti kod ovog glodara (Espinosa i sar., 2013). Osim mogucéeg
uticaja drugih faktora u kombinaciji sa polimorfizmom vkorcl gena, postoji mogucnost
uticaja i drugih gena na razvoj rezistentnosti kod domaceg misa na $ta su ukazali Song i
sar. (2008) nakon neutvrdene jasne veze izmedu varijacija u protrombinskom vremenu i
sadrzaju i gustini kostiju sa razli¢itim genotipovima kao rezultat promena u vkorcl genu

kod domaceg misa.
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2.5.2.1 VKOR varijanta Leul28Ser

Prve rezistententne jedinke domaceg misSa sa Leul28Ser varijantom utvrdene su u
okolini Jorka 1976. godine u Velikoj Britaniji (Wallace i MacSwiney, 1976), ali je tek
primenom novih molekularnih metoda na sacuvanim uzorcima potvrdeno da su te
rezistentne jedinke domaceg misa zapravo bile nosioci Leul28Ser VKOR varijante
(Pelz 1 sar., 2005). U istrazivanju Wallace i MacSwiney (1976) jedinke su bile
rezistentne na antikoagulante prve generacije, $to je tada potvrdeno primenom metode

testa hranjenja.

Jedinke domaceg miSa sa ovim tipom aminokiselinske zamene u vkorcl genu najvise su
zastupljene u Velikoj Britaniji u oblasti Jork (Wallace i MacSwiney, 1976; Pelz i sar.,
2005), ali je 1 novijim istraZzivanjima ova VKOR varijanta potvrdena 1 kod jedinki
domadeg misa u Nemackoj, Portugalu i Svajcarskoj (Rost i sar., 2009; Pelz i sar., 2012).
Utvrdeno je da se ova varijanta javila zajedno sa Spretus grupom kod jedinki iz
Nemacke, kao 1 u kombinaciji sa varijantom Tyr139Cys kod jedinki domacéeg misa iz

Nemacke i Portugala (Pelz i sar., 2012) .

Smatra se da je kodon 128 zapravo ,,vruca tacka“ na kojoj je detektovano vise tipova
aminokiselinskih zamena koje se povezuju sa pojavom rezistentnosti na atikoagulante
kod viSe vrsta organizama. Prema Rost-u i sar. (2004) zamena leucina sa argininom na
ovom kodonu povezana je sa rezistentnoS¢u ljudi na antikoagulantnu terapiju. Takode,
zamena leucina sa glicinom kod sivog pacova dovodi do problema u suzbijanju ovih

jedinki primenom antikoagulanata (Pelz i sar., 2005).

Kod nosilaca Leul28Ser VKOR varijante utvrdena je niska bazalna aktivnost VKOR-a
u poredenju sa jedinkama sa divljim tipom u odsustvu antikoagulanata. Aktivnost
VKOR enzima se u prisustvu antikoagulanta dodatno smanjila ispod nivoa detekcije u
poredenju sa aktivno$¢u enzima kod jedinki nosilaca divljeg tipa (Pelz i sar., 2005).
Smatra se da smanjena aktivnost VKOR-a koja ima za posledicu manjak vitamina K
kod rezistentnih jedinki, moze voditi ka aktivaciji drugih za sada nepoznatih
mehanizama kojima ¢e jedinke nadoknadivati nedostatak vitamina K za nesmetano
funkcionisanje vitamin K ciklusa (Pelz i sar., 2012). Prema rezultatima ranijih
istrazivanja, jedinke koje su bile nosioci ove VKOR varijante rezistentne su na

antikoagulante prve generacije, kao i na bromadiolon i difenakum (Wallace i
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McSwiney, 1976; Rowe i sar., 1981). Jedna jedinka u istrazivanju Rowe i Bradfield

(1976) prezivela je 21 dan testa hranjenja sa brodifakum mamcima.

2.5.2.2 VKOR varijanta Tyr139Cys

Rezistentnost kod jedinki domaceg misa sa Tyr139Cys VKOR varijantom prvi put je
utvrdena u Velikoj Britaniji (Prescott, 1996). Kasnijim istrazivanjima i analizom
sacuvanih uzoraka primenom molekularnih metoda utvrdeno je da su jedinke domaceg
misa koje su prezivele testove hranjenja zapravo bile nosioci ove VKOR varijante (Pelz
1 sar., 2005). Jedinke domaceg miSa sa ovom varijantom najviSe su rasprostranjenje u
Nemackoj i Velikoj Britaniji (Prescott, 1996; Pelz i sar., 2005), a novija istrazivanja su
potvrdila prisustvo ove varijante u vkorcl genu i kod jedinki domadeg miSa u
Svajcarskoj i Portugalu (Rost i sar., 2009; Pelz i sar., 2012). Osim $to je ova VKOR
varijjanta utvrdena zajedno sa Leul28Ser varijantom, takode je potvrdeno i njeno
istovremeno javljanje u kombinaciji sa Spretus grupom kod jedinki domaceg misa u
Nemackoj i Svajcarskoj (Pelz i sar., 2011, 2012).

Kodon 139 istrazivaci takode smatraju ,,vru¢om tatkom® jer su samo kod sivog pacova
registrovane tri vrste zamena tirozina na istom kodonu (Tyrl39Cys, Tyrl39Ser,
Tyr139Phe) koje se povezuju sa pojavom rezistentnosti (Pelz i sar., 2005; RRAG, 2012;
Buckle i sar., 2012a; Buckle, 2013). Aminokiselina tirozin na 139. kodonu predstavlja
visoko o¢uvano mesto u vkorcl genu obzirom da se javlja kod ki¢menjaka i komaraca,
pa se smatra da sve izmene na ovom kodonu uti¢u na promenu aktivnosti enzima (Rost i
sar., 2009). U nekim in-vitro istrazivanjima utvrdeno je da je Tyr139 zapravo vezivno
mesto antikoagulanata. Smatra se da zamena tirozina drugom aminokiselinom rezultira
nemoguc¢no$c¢u antikoagulanta da se veze za VKORCI. U istrazivanju Lasseuer-a i sar.
(2007) sa varfarin-rezistentnim pacovima potvrdeno je da su jedinke sa Tyr139Phe
zamenom rezistentne na varfarin bez obzira §to je razlika izmedu tirozina i fenilalanina

u samo jednoj hidroksilnoj grupi. Do istih rezultata dosli su Grandemange i sar. (2009).

Kod nosilaca Tyr139Cys varijante utvrdeno je da imaju bazalnu aktivnost VKOR
enzima manju od divljeg tipa (Pelz i sar., 2005). U prisustvu antikoagulanata aktivnost
enzima se dodatno smanjuje, ali je i dalje ve¢a od aktivnosti VKOR-a u poredenju
Leul28Ser varijantom. Druge zamene tirozina na ovom kodonu, takode, imaju visoku

bazalnu aktivnost VKOR-a (Lasseur i sar., 2007; Matagrin i sar., 2013). Zamena
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tirozina sa fenilalaninom pokazala je aktivnost enzima vecu od bazalne aktivnosti
divljeg tipaza 16 % (Pelz i sar., 2005).

Tyr139Cys varijanta je dosta istrazivana kod sivog pacova i prevalentna je u
populacijama sivog pacova u evropskim drzavama kao §to su Nemacka, Danska,
Francuska, Velika Britanija, Belgija i Norveska, a njeno prisustvo je potvrdeno u
Madarskoj, Sto je do sada predstavljao jedini rezultat o rezistentnosti glodara uopste na
ovim prostorima (Rost i sar., 2009; Buckle i sar., 2012b). Utvrdeno je da su jedinke
domaceg miSa, nosioci ove VKOR varijante, rezistentni na prvu generaciju
antikoagulanata i bromadiolon (Prescott, 1996; Pelz i sar., 2005). Rezultati skorijih
istrazivanja ukazuju na uginu¢e manjeg broja nosilaca ove varijante tokom tretmana
bromadiolonom ali u populacijama sivog pacova (Endepols i sar., 2012). Efikasnost
ostalih antikoagulanata druge generacije na ovu varijantu do sada nije utvrdivana na

domacem misu.

2.5.2.3 Spretus grupa (Argl2Trp/Ala26Ser/Ala48Thr/Arg6lLeu)

Prvi slucaj hibridizacije vrsta alzirskog misa (Mus spretus) sa domac¢im misem (Mus
musculus) utvrdili su Geen-Till i sar. (2000). Kasnija istrazivanja pokazala su da se
ovim putem prenose rezistentni aleli sa Mus spretus na Mus domesticus i Mus musculus
(Song i sar., 2011; Pelz i sar., 2012). UkrStanjem dolazi do prenosa grupe vezanih

mutacija, odnosno Spretus grupe sa alzirskog na domaceg misa.

Prisustvo Spretus grupe potvrdeno je u Nemackoj, Svajcarskoj i Portugalu (Rost i sar.,
2009; Pelz i sar., 2012). Kod domaceg misa ova varijanta moze Se javiti u kombinaciji
sa Leul28Ser i Tyrl39Cys varijantama (Pelz i sar., 2011; Pelz i sar., 2012). Varijanta
Ala26 u potpunosti je ocuvana kod ki¢emenjaka (Rost i sar., 2009). Takode, varijanta
Arg61Trp nije snazno vezana za ovu grupu vezanih mutacija, pa se Spretus grupa moze

sresti i bez ove varijante (Pelz i sar., 2012).

U in-vitro istrazivanjima pojedinac¢no je potvrden uticaj svake VKOR varijante koja se
nalazi u Spretus grupi (Rost i sar., 2009). Za Argl2Trp i Arg61Leu utvrden je jak uticaj
na VKOR aktivnost Cija je bazalna aktivnost bila na nivou 33 % i 49 % u odnosu na
osetljivu varijantu. Za varijante Ala26Ser i Ala48Thr utvrdena je visoka bazalna

aktivnost VKOR-a od 67 % i 118 %. U kombinaciji sa Spretus grupom sreée se i
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Arg58Gly varijanata koja takode ima jak uticaj samo na bazalnu VKOR aktivnost, dok

se u prisustvu antikoagulanta ne odrzava aktivnost VKOR-a (Pelz i sar., 2012).

Za Spretus VKOR varijantu utvrdeno je da dovodi do rezistentnosti na prvu generaciju
antikoagulanata i poseduje odredeni stepen rezistentnosti na difenakum (Song i sar.,

2011).

2.6 MOGUCNOST SUZBIJANJA REZISTENTNIH JEDINKI DOMACEG MISA
2.6.1 Plejotropni efekat vkorcl gena

Osim razlike u sekvenci vkorcl gena, izmedu osetljivih i rezistentnih jedinki utvrdene
su razlike u raznim fizioloskim procesima. Osetljive jedinke nalaze se u bioloskoj
prednosti u odnosu na rezistentne jedinke (Greaves i Cullen-Ayres, 1988; Smith i sar.,
1991; Heiberg i sar., 2003; Pelz i sar., 2005; Heiberg i sar., 2006; Kaneki i sar., 2006;
Lasseuer i sar., 2007; Kohn i sar., 2008; Jacob i sar., 2012; Matagrin i sar., 2013).

Pored toga $to utiCe na ispoljavanje rezistentnosti, za polimorfizam vkorcl gena je
ustanovljena i povezanost sa izmenjenom aktivno$¢u enzima ¢iju sintezu diktira ovaj
gen, odnosno da se aktivnost enzima sa izmenjenom sekvencom razlikuje u odnosu na
,divlji“ tip. Kao posledica plejotropnog efekta vkorcl gena rezistentne jedinke imaju
prirodno smanjenu aktivnost VKOR-a (Pelz i sar., 2005). Lasseuer i sar. (2007) su
utvrdili razliite parametre za aktivnost enzima izmedu osetljivih 1 rezistentnih jedinki
za razlicite antikoagulantne rodenticide. Takode, razlike u vrednostima parametara za
enzimsku aktivnost rezistentnih jedinki za razli¢ite antikoagulante direktno su ukazivale
1 na razli¢ite nivoe rezistentnosti na razliite antikoagulante kod jedinki sa istim tipom

vkorcl varijante.

Polimorfizam vkorcl gena moze uticati i na druge vitamin K zavisne reakcije u
organizmu kao S§to su mineralizacija 1 arteroskleroticna kalcifikacija. Smanjena
aktivnost VKOR-a moze dovesti do smanjenja kostne gustine i sadrzaja zbog smanjene
sinteze osteokalcina, jednog od vitamin K zavisnih proteina koji ulazi u sastav kostiju
(Song i sar., 2008).

Posledice nedostatka vitamina K se kod rezistentnih glodara mogu odraziti i preko
smanjenog nivoa reprodukcije i zaostajanja u porastu, Sto ukazuje na evolutivnu
prednost osetljivih jedinki (Smith i sar., 1991; Kaneki i sar., 2006; Jacob i sar., 2012;
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Buckle i Prescottt, 2012). Rezultati do kojih su dosli Jacob i sar. (2012) su potvrdili da
smanjen nivo reprodukcije kod Tyr139Cys jedinki sivog pacova, za 20 % u odnosu na
osetljive, nije posledica anomalija u gradi genitalija zbog promena u vkorcl genu, veé

povecanih zahteva u vitaminu K kod jedinki rezistentnih na bromadiolon.

Razlike u potrebama za vitaminom K posebno su izrazene izmedu razli¢itih genotipova,
odnosno heterozigotnih i homozigotnih jedinki. Zbog drasticno smanjene aktivnosti
VKOR enzima homozigotne jedinke imaju zahteve u vitaminu K veée nego
heterozigotne jedinke (Bishop i sar., 1977; Greaves i Cullen-Ayres, 1988; Jacob i sar.,
2012). Ovakvi zahtevi imaju za posledicu izrazeniju kalcifikaciju aorte (Kohn i sar.,

2008), kao i manji reproduktivni potencijal homozigotnih jedinki (Heiberg i sar., 2006).

U prilog tvrdnji da i rezistentne jedinke mogu uginuti zbog pojave hemoragija zbog
nedostatka vitamina K je i istrazivanje koje su sproveli Heiberg i sar. (2003) na
rezistentnim jedinkama sivog pacova. U ovom istrazivanju su kod jedinki koje su tokom
2 godine drZzane po principu poluotvorenih sistema i na koje nije primenjivan
bromadiolon, ipak tokom trajanja testa zabelezena uginuca jedinki sa simptomima
krvarenja usled nedostatka vitamina K. Takode, primeceno je da se ovakva pojava cesce
desava kod mladih muZzjaka nego kod Zenki. Nivo rezistentnosti u datoj populaciji ostao
je nepromenjen §to su istrazivaci pokusali objasniti dostupnim alternativnim izvorima

vitamina K u prirodi koji deluje kao antidot.

Isti istraziva¢i smatrali su da bi se ograni¢avanjem izvora vitamina K moglo uticati na
brojnost jedinki rezistentnih na bromadiolon zbog negativhog plejotropnog efekta
vkorcl gena $to za posledicu ima povecane potrebe u vitaminu K. Ipak, ishod ovakvih
postupaka zavisio bi od veceg broja faktora kao Sto su uslovi sredine, tip rezistentnosti

koji bi definisao visinu potreba u vitaminu K kod jedinki, kao i ucestalost genotipa.

Zbog negativnih posledica plejotrofnog efekta vkorcl gena, rezistentne jedinke glodara
su u prednosti u odnosu na osetljive samo u uslovima primene antikoagulantnih

rodenticida na koje su te jedinke ve¢ razvile rezistentnost (Jacob i sar., 2012; RRAG,

2012).

2.6.2 Uvodenje novih antikoagulanata u prakti¢nu primenu

S obzirom na Stete koje jedinke domaceg misa mogu naneti, njihovo suzbijanje se

namec¢e kao neophodna mera koja se mora sprovoditi. Razvojem rezistentnosti na
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odredeni rodenticid smanjuje se efikasnost suzbijanja. Dodatna opasnost zbog prisustva
rezistentnih jedinki u prirodi javlja se zbog Cinjenice da ovakve jedinke predstavljaju
veliku opasnost posmatrano i sa ekotoksikoloskog stanovista. Sadrzaj rodenticida u
rezistentnim jedinkama moze biti i do 5 puta ve¢i u odnosu na osetljive jedinke
(MacVicker 1 sar., 2005). Takode, koli¢ine primene neefikasnih antikoagulanata mogu
biti 1 10 puta vece nego Sto bi to bio slucaj sa antikoagulantima na koje nije razvijena
rezistentnost. Dodatni problem je Cinjenica da rezistentne jedinke, koje u sebi nose
ostatke antikoagulanata, visestruko duze prezivljavaju nego Sto bi prezivele tretman sa
za njih efikasnim antikoagulantom i samim tim predstavljaju opasnost za druge neciljne
organizme (Daniells i sar., 2011). Nema razlike izmedu osetljivih i rezistentnih jedinki u
naéinu i stepenu akumulacije antikoagulanata, ali se rizik od sekundarnog trovanja
povecava zbog izuzetno znacajnih razlika u duzini prezivljavanja izmedu ove dve grupe

jedinki (Berny i sar., 2011; Vein i sar., 2013).

Prvi korak nakon utvrdene rezistentnosti na neki antikoagulant jeste njegovo
isklju¢ivanje iz primene i zamena sa drugim efikasnijim rodenticidima. U Nemackoj se
brodifakum, flokumafen i difetialon predlazu kao reSenje za suzbijanje populacija u
kojima su prisutne neke od tri poznate VKOR varijante za koje se vezuje smanjena
osetljivost domaceg miSa. Primena ovih antikoagulanata se preporucuje samo u
oblastima gde je registrovana rezistentnost na bromadiolon i difenakum, kako bi se
izbegao potencijalni rizik po neciljne vrste zbog velike toksi¢nosti ovih antikoagulanata
(Esther i sar., 2014). Skorija istrazivanja vezana za donoSenja novih reSenja za
suzbijanje Tyr139Cys jedinki, koje se povezuju sa visokim nivoom rezistentnosti na
bromadiolon, sprovodena su samo na pacovima gde je utvrdeno da se ove jedinke mogu
uspesno suzbiti uvodenjem difenakuma u primenu (Buckle 1 sar., 2012a). Takode,
brodifakum je ispoljio vecu efikasnost od difenakuma u suzbijanju istih jedinki (Buckle
i sar., 2012b). Komitet za rezistentnost na rodenticide (RRAC-Rodenticide Resistance
Action Committee) dao je predlog da se brodifakum koristi za suzbijanje jedinki sivog

pacova u populacijama koju ¢ine nosioci Tyr139Cys varijante (RRAC, 2010).

Istrazivanje Grandemange-a i sar. (2009) ukazalo je na cinjenicu da primena
antikoagulanata prve generacije u populacijama sa niskim stepenom rezistentnosti,

odnosno koju karakterise prisutnost heterozigotnih i eventualno manja zastupljenost

28



homozigotnih jedinki, moZze dovesti do znacajnog povecanja ucestalosti rezistentnih

alela, odnosno prisustva homozigotnih jedinki.

Iskljucivanje antikoagulanta, na koji je rezistentnost ve¢ razvijena, iz primene ima veliki
znacaj za gubitak rezistentnih alela u populaciji. Zbog svih nedostataka koje rezistentne
jedinke trpe u odnosu na osetljive kao posledica nedostataka vitamina K, osetljive
jedinke mogu biti favorizovane u prirodi ukoliko ne bi bilo primene antikoagulanata na
koje su jedinke ve¢ razvile rezistentnost. Broj homozigota bi se smanjivao u korist
heterozigota, dok bi se broj heterozigota smanjivao usled gubljenja alela u osetljivim
populacijama. Smatra se da bi period od 2 do 4 godine bio dovoljan da se izgube
rezistentni aleli ukoliko bi se iskljucila primena antikoagulantnih rodenticida. Ovo
narocito vazi za pocCetak pojave rezistentnosti s obzirom da su pocetni stadijumi uvek

odrazavaju preko pojave heterozigota (Greaves, 1994).

Medutim, potpuno isklju€ivanje antikoagulanata na ovako dug period uglavnom nije
ekonomski prihvatljivo. Takode, neprimenjivanje antikoagulanata u smislu ocekivanog
,oporavka® populacije odnosno gubitka rezistentnih alela u nekim istrazivanjima nije
dalo ocCekivane rezultate jer je i nakon 2 godine neprimenjivanja bromadiolona nivo
rezistentnostu u populaciji sivog pacova bio isti (Heiberg i sar., 2003). U prilog tome su
1 rezultati istrazivaca Heiberg-a i sar. (2006) koji ukazuju da heterozigotne zenke imaju
veci reproduktivni potencijal od homozigotnih u situacijama kada antikoagulant nije bio

primenjivan.

Do gubitka rezistentnih alela moze do¢i ali u primenu treba uvesti neki drugi efikasniji
antikoagulant s obzirom da heterozigotne jedinke nemaju negativne bioloske posledice

kao §to je slu€aj sa homozigotima u situacijama odsustva antikoagulanata (Endepols 1
sar., 2013).

2.6.3 Potencijalni faktori uticaja na efikasnost antikoagulanata

Glavni uzrok kojim se objasnjava neefikasnost nekog antikoagulanta na terenu jeste
postojanje rezistentnih jedinki glodara (Rowe i sar., 1981; Endepols i sar., 2011; Buckle
i sar., 2012a, 2012b; Endepols i sar., 2013). Medutim, razlog smanjene efikasnosti
nekog antikoagulanta na terenu nije uvek prisustvo rezistentnih jedinki. Vise ¢inilaca
moze objasniti neefikasnost nekog antikoagulanta na terenu iako je njegova efikasnost u

laboratorijskim testovima zadovoljavajuca. Greske prilikom izvodenja deratizacije su
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jedan od cestih uzroka neuspeha tokom suzbijanja Stetnih glodara. Kratak period
izlaganja mamaca, mali broj kutija u kojima se vrSi izlaganje mamca, pogre$no
procenjena oblast u kojoj ¢e se sprovesti suzbijanje, nedovoljno atraktivan mamac,
kontaminacija mamca od strane insekata ili mikroorganizama koji mogu smanyjiti

atraktivnost, vrlo nepovoljno uti¢u na efikasnost suzbijanja (Timm, 1991, 1994).

Imigracija novih jedinki kao i prisustvo alternativnih izvora hrane i samo ponasanje
jedinki tokom ishrane dodatno uti¢u na nespeh u izvodenju deratizacije (Humphries i
sar., 1992; Quy i sar., 1992; Humphries i sar., 2000; Clapperton, 2006; Buckle i sar.,
2012a, 2012b; Espinosa, 2013).

Uzimajué¢i u obzir da se vitamin K (K; i K;) moZe nac¢i u povréu tj. zelenim delovima
biljaka, mle¢nim proizvodima, mesu, jajima i da je domaci mi§ omnivorna vrsta, vrlo je
moguce da jedinke u isto vreme unose i antikoagulant i antidot. Takode, iako je
antikoagulant primenjen jedinke mogu izbegavati njegovu ingestiju ukoliko su prisutni
alternativni i atraktivniji izvori hrane §to je u skladi$nim objektima ¢est slu¢aj (Damon i
sar., 2005).

Neefikasnost antikoagulantnih rodenticida koja predstavlja posledicu izmenjenog
ponasanja jedinki do sada je kod glodara registrovana jedino kod domacéeg misa. U
nekim populacijama domacéeg misa je ustanovljen problem sa konzumiranjem mamaca
na bazi zitarica jer, usled smanjenog nivoa ili nedostatka enzima alfa amilaze u
digestivnom traktu, nisu mogli da svare hranu na bazi zitarica. Ovaj fizioloski problem
je nasledan 1 s obzirom na brzinu razmnoZavanja ku¢nog misa vrlo brzo se $iri unutar
populacije. U ovom sluéaju glodari su osetljivi na antikoagulante ali prezivljavaju
zahvaljujuéi izmenama u njihovom ponaSanju za razliku od rezistentnih glodara koji
konzumiraju mamce sa antikoagulantima ali ne uginjavaju (Humphries i sar., 1992,
2000).
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3 MATERIJAL | METODE
3.1 LOKALITETI I IZLOVLJAVANJE JEDINKI
Divlje jedinke koje su kori¢ene u eksperimentima® izlovljavane su u skladistima na

lokalitetima Sur¢in, Zemun Polje, Stara Pazova, Uljma, Backi Jarak, Barajevo i
Smederevska Palanka. Takode, u oglede su uklju¢ivane jedinke domacéeg misa koje su
po poreklu bile potomci divljih jedinki dobijeni u laboratorijskim uslovima.

Jedinke domaceg miSa su izlovljavane u skladistima u kojima je suzbijanje glodara
proteklih godina vrSeno rodenticidima. Najintenzivnija primena rodenticida bila je na
lokalitetima Sur¢in, Zemun Polje i Smederevska Palanka, s obzirom da se na ovim
lokalitetima skladisti i priprema semenski materijal i sto¢na hrana tokom cele godine u
vecem ili manjem obimu. Na lokalitetima Stara Pazova, Uljma i Backi Jarak, takode su
za suzbijanje glodara primenjivani rodenticidi, ali u manjoj meri s obzirom da skladisni
materijal nije bio prisutan konstantno u toku godine. Izlovljavanje jedinki na lokalitetu
Barajevo vr$eno je na privatnom gazdinstvu na kome nikada ranije nije primenjivan bilo

koji rodenticid.

Primena rodenticida uglavnom je vriena bez prethodne kontrole brojnosti glodara i bez
kontrole konzumacije primenjenih mamaca. Najéesc¢e primenenjivani rodenticidi bili su
antikoagulanti, prvenstveno bromadiolon. U svim objektima u kojima je koris¢en
bromadiolon primeéena je njegova znaajno smanjena efikasnost tokom suzbijanja

domaceg misa.

Jedinke domaceg miSa izlovljene su u objektima za pripremu i skladiStenje stocne
hrane, semenskog materijala kao i u objektima za proizvodnju i skladiStenje
prehrambenih proizvoda (tabela 2). Izlovljavanje je sprovodeno u periodima mart-april i
septembar-oktobar. Za izlovljavanje su koris¢ene klopke zivolovke Longworth. U
klopke je postavljan mamac pripremljen od przene slanine, luka i hleba prema
Vukicevi¢-Radi¢ 1 sar. (2005). Klopke zivolovke postavljane su u svim objektima gde
su primeceni tragovi prisustva domaceg miSa kao Sto su feces, miris urina, tragovi

stopala ali i oStecenja na uskladistenim proizvodima ili na samom objektu. Klopke

L svi eksperimenti sprovedeni su u skladu sa eti¢kim principima koje je usvojila Eti¢ka komisija pri

Institutu za bioloska istrazivanja “Sini$a Stankovi¢” (broj protokola: 9-04/2013).
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zivolovke su postavljane uz ivice zidova, na razmaku od priblizno 5 m. Na svakom

lokalitetu izlovljavanje je sprovedeno u periodu od 4 uzastopna dana. Klopke su

proveravane dva puta u toku dana.

Tabela 2. Osnovni podaci o lokalitetima na kojima je vrseno izlovljavanje

Lokalitet Koordinate Izlovljavanje Skladisteni materijal
Mart-april
Surcin 44°50'N 20°17'E Sto¢na hrana
Septembar-oktobar
Zemun Mart-april Semenski material
] 44°52'N 20°20'E
Polje Septembar-oktobar (kukuruz)
Stara Mart-april Prehrambeni
44°59'N 20°08'E ] ]
Pazova Septembar-oktobar proizvodi
_ Semenski material
Uljma 45°03'N 21°09'E Septembar-oktobar
(pSenica)
Backi Uljane kulture
45°15'N 19°51'E Septembar-oktobar
Jarak (suncokret)
. Ratarske i
Barajevo 44°36'N 20°26'E Septembar-oktobar
povrtarske kulture
Smederevska ) Semenski material
44°21'N 20°57'E April
Palanka (povrtarske kulture)

Svi objekti u kojima je vrSeno izlovljavanje jedinki domaceg miSa bili su okruzeni
oranicama 1 pasnjacima koji obiluju alternativnim izvorima hrane pruzaju¢i pogodne
uslove za odrzavanje i Sirenje populacije ovog glodara.

Sa svakog lokaliteta u laboratoriju je odneseno po 20 adultnih jedinki (10 muzjaka i 10

zenki). Uhvacéene jedinke za koje se sumnjalo da su gravidne, bolesne ili nisu bile polno
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zrele nisu odnoSene u laboratoriju. Takode, u laboratoriju nisu odnosene jedinke koje su

pokazivale znakove stresa (drhtanje, slaba pokretljivost).

1 &
. -
2
o . o
2 1@
° .
k]
.7

Slika 3.  Lokaliteti na kojima je vrSeno izlovljavanje jedinki domaceg misa (1-Backi
Jarak; 2-Stara Pazova; 3-Zemun Polje; 4-Sur¢in; 5-Uljma; 6-Barajevo; 7-
Smederevska Palanka)

Slika 4. Klopka Zivolovka Longworth
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3.2 CUVANJE I AKLIMATIZACIJA JEDINKI

Pre pocetka eksperimenta svih 140 divljih jedinki domaceg misa prilagodavane su
laboratorijskim uslovima tokom perioda aklimatizacije u trajanju od 21 dan. Jedinke su
Cuvane pojedina¢no u standardnim plasticnim kavezima dimenzija 320-200-135 mm
pod kontrolisanim laboratorijskim uslovima: sobna temperatura 20 °C + 2 °C, relativna
vlaznost od 40 % do 70 % i dvanaestocasovni rezim svetlosti (12 h svetlo/tama). Tokom
perioda aklimatizacije jedinke su hranjene laboratorijskom hranom za miSeve
(proizvoda¢ Veterinarski zavod Subotica). Voda je bila dostupna ad libitum. Takode, u
periodu nakon tretiranja antikoagulantima su sve prezivele jedinke vracene na isti rezim

Cuvanja kao i tokom perioda aklimatizacije.

Pod istim laboratorijskim uslovima ¢uvane su i jedinke F; generacije. Ove jedinke
dobijene su ukrstanjem divljih jedinki domaceg misSa koje su prezivele test hranjenja
bromadiolonom. Sparivanje prezivelih divljih jedinki vrSeno je iskljucivo izmedu
jedinki poreklom sa istog lokaliteta. 1z ukupno sedam okota dobijeno je 26 jedinki F;
generacije od kojih su devet jedinki (tri Zenke i Sest muzjaka) predstavljale potomke
prezivelih jedinki sa lokaliteta Sur¢in i 17 jedinki (devet zenki i osam muzjaka) kKoje su
bile potomci jedinki iz Zemun Polja. Sve jedinke F; generacije, starosti tri meseca,
ukljucivane su u oglede sa bromadiolonom po istoj eksperimentalnoj Semi kao i njihovi

roditelji.

Slika 5. Odrzavanje domaceg misa tokom perioda aklimatizacije

Takode, jedinke prezivele test hranjenja bromadiolonom ukr$tane su u svrhu dobijanja

potomstva sa smanjenom osetljivos¢u na bromadiolon s ciljem utvrdivanja osetljivosti
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na difenakum i brodifakum. Za potrebe ovih ogleda nakon veceg broja ukrStanja tri
rezistentna muzjaka i Sest rezistentnih zenki tokom perioda od godinu dana dobijeno je
65 jedinki F; generacije. Sa tri meseca starosti ove jedinke su uklju¢ivane u testove
hranjenja bromadiolonom nakon kojih su dobijene 24 jedinke sa smanjenom

osetljivos¢u na bromadiolon koje su dalje uklju¢ivane u oglede sa difenakumom i

brodifakumom u cilju ispitivanja ukrstene rezistentnosti na ove antikoagulante.

£ 2 g =

4‘ v

Slika 6. Jedinke F, generacije starosti od 7 i 14 dana

3.3 KORISCENI MAMCI

Svi mamci pripremani su u skladu sa metodom EPPO standarda (2004a). Placebo
mamci dobijenu su meSanjem usitnjenog pSeni¢nog zrna, kukuruznog ulja i pSeni¢nog
brasna u odnosu 90:5:5.

Mamci na bazi bromadiolona, difenakuma i brodifakuma dobijeni su po istom principu
kao i placebo mamci uz dodavanje odgovarajuce koli¢ine aktivne supstance rodenticida

do sadrzaja u mamcima od 0,005 %. Za pripremanje mamaca koris¢eni su tecni

koncentrati aktivnih supstanci proizvodac¢a Duochem.

Svi mamci pripremljeni su u Laboratoriji za primenjenu zoologiju, a sadrzaj aktivne
supstance proveren je u Laboratoriji za primenjenu hemiju Instituta za pesticide i zaStitu

Zivotne sredine.

3.4 UTVRDPIVANJE OSETLJIVOSTI DOMACEG MISA NA BROMADIOLON

Utvrdivanje osetljivosti domaceg miSa na bromadiolon izvedeno je prema metodama
EPPO standarda (2004b) i Guidobono-a i sar. (2010). Jedinke domac¢eg misa nakon
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perioda aklimatizacije prvo su izlagane placebo mamcima u trajanju od cetiri dana.
Placebo mamcima izlagane su sve divlje jedinke. Jedinke F; generacije nisu izlagane
placebo mamcima neposredno pred izlaganje antikoagulantima jer su tokom odgajanja
bile podvrgnute procesu privikavanja na nacin izlaganja mamca. U test hranjenja je
ukljuéivano po 20 divljih adultnih jedinki (10 muzjaka i 10 zenki) sa svakog lokaliteta.

Nakon ¢etvorodnevnog hranjenja placebo mamcima, divljim jedinkama je ponuden
mamac sa 0,005 % bromadiolona u testu hranjenja bez izbora hrane u trajanju od 21
dan. Tokom testa pracen je dnevni unos mamca. Svakodnevno je jedinkama ponuden
svez mamac u ¢istim ¢aSicama. Voda je bila dostupna ad libitum. Pored konzumacije
mamca svakodnevno su praceni simptomi trovanja antikoagulantima. Kod svih uginulih
jedinki vrSena je autopsija kako bi se utvrdilo da li su prisutni simptomi trovanja

antikoagulantima prema Kataranovski i sar. (1980).

Tokom trajanja testa Sve jedinke su drzane pojedinacno u kavezima. Kontrolisani
parametri (temperatura, vlaznost i svetlost) odrzavani su u laboratoriji kao i tokom

perioda aklimatizacije.

Slika 7. Kavezi u kojima su jedinke domaceg misa izlagane mamcima antikoagulanata

Po zavrSetku testa hranjenja prezivele jedinke su vrac¢ene na normalan rezim ishrane uz
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stalno prac¢enje pojave simptoma trovanja antikoagulantima tokom perioda opservacije
u trajanju od 21 dan. Jedinke domaceg misa koje prezive test hranjenja
antikoagulantima bez izbora hrane u trajanju od 21 dan i dodatni opservacijski period u
istom trajanju, smatraju se rezistentnim jedinkama. Ista Sema eksperimenta primenjena

je i na jedinke F; generacije prezivelih divljih jedinki.

Prema metodi EPPO standarda (2004a) da bi antikoagulant bio efikasan na sve jedinke
u jednoj populaciji, u testovima sa divljim jedinkama se ukljucuju jedinke razlicite
telesne mase. Pocetna telesna masa divljih jedinki bila je u intervalu od 10,4 g do 22,9
g, dok je interval telesne mase jedinki F; generacije bio od 11,0 g do 18,3 g. Svim
jedinkama, osim pocetne telesne mase, zabeleZena je i telesna masa na kraju testa.

Promena telesne mase utvrdivana je prema metodi Guidobono-a i sar. (2010).

3.5 UTVRDPIVANJE PRISUSTVA MUTACIJA U VKORC1 GENU

Za ekstrakciju DNK koris¢eni su delovi usne $koljke. Uzorci za DNK analizu uzimani
su sa uginulih jedinki koje su prethodno ¢uvane na -70 °C. Uzeti uzorci usne $koljke do
same analize ¢uvani su u 80 % rastvoru alkohola. Ukupno su analizirana 33 uzorka (9

divljih i 24 jedinke F; generacije). U tabeli 3 dat je prikaz uzoraka koji su analizirani.

Tabela 3. Opis uzoraka za ekstrakciju DNK i sekvencioniranje vkorcl gena
Rezistentne Osetljive

Divlje jedinke

Lokalitet Sur¢in Zemun Polje Surcin Zemun Polje
Pol 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
Broj uzoraka 1 2 2 4 - - - -

F1 generacija

Lokalitet Surcin Zemun Polje Surcin Zemun Polje
Pol 3 ? ) ? 3 ? 3 ?
Broj uzoraka 3 1 - 4 3 1 8 4

Ekstrakcija DNK uradena je u Julius Kiihn Institute, Vertebrate Research (Munster,
Nemacka) po protokolu za Puregene Core Kit A (Qiagen). Sekvencioniranje tri egzona

vkorcl gena uradeno je u Nemackoj kompaniji GATC po metodi Pelz-a i sar. (2012)
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prema kojoj su promene u sekvenci vkorcl gena utvrdivane na osnovu poredenja sa
sekvencom NM 178 600 koja je uzeta kao divlji tip iz banke gena. Ocitavanja sekvenci

vr$ena su pomocu automatskog aparata Beckman Coulter CEQ8000.

Sve jedinke domacdeg misa Ciji su uzorci uzeti za analizu su prethodno bile ukljucene u
testove hranjenja bromadiolonom, odnosno fenotipski status tj. osetljivost na

bromadiolon kod svih analiziranih jedinki bio je poznat pre molekularnih analiza.

Sekvencioniranje sva tri egzona vkorcl gena uradeno je s ciljem utvrdivanja prisustva
nekih od ve¢ poznatih VKOR varijanti u egzonu 3 ovog gena, koje se smatraju
razlogom pojave rezistentnosti kod domaceg misa, kao i eventualno prisustvo do sada

neutvrdenih promena u sekvenci vkorcl gena kod domaceg misa.

3.6 UTVRDPIVANJE OSETLJIVOSTI DOMACEG MISA NA DIFENAKUM

Utvrdivanje osetljivosti domaceg miSa na difenakum radeno je prema metodama EPPO
standarda (2004b) i Rowe-a i sar. (1981) prema kojima su jedinke domaéeg misa
izlagane difenakum mamcima u testu hranjenja u trajanju od 21 dan bez izbora hrane. U
oglede su ukljucivane isklju¢ivo jedinke koje su prethodno prezivele testove hranjenja
bromadiolonom u trajanju od 21 dan s ciljem utvrdivanja prisustva ukrStene
rezistentnosti. Vremenski period izmedu tretmana bromadiolonom i difenakumom bio je
sedam meseci, ¢ime su zadovoljene preporuke EPPO standarda (2004b) o minimalnom
vremenskom periodu od 21 dan koji je potreban da bi se uspostavila normalna

koagulacija krvi izmedu dva tretmana antikoagulantima.

U test hranjenja ukljuceno je 20 adultnih jedinki (9 muzjaka i 11 zenki) od kojih je za
16 jedinki bila poznata sekvenca vkorcl gena. Svakodnevno je jedinkama ponuden
svez difenakum mamac (0,005 %) u Cistim caSicama. Tokom testa pracen je dnevni
unos mamca. Nacin izlaganja mamca bio je isti kao i tokom testa hranjenja bromadiolon
mamcima. Voda je bila dostupna ad libitum. Na pocetku i na kraju testa zabelezena je
telesna masa svih jedinki. Promena telesne mase utvrdivana je prema metodi

Guidobono-a i sar. (2010).

Sve jedinke su drzane pojedinaéno u kavezima tokom trajanja testa hranjenja.
Kontrolisani laboratorijski parametri (temperatura, vlaznost i svetlost) odrzavani su kao

i tokom perioda aklimatizacije. Nakon 21 dan testa hranjenja, prezivele jedinke se
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vrataju na normalan rezim ishrane uz stalno praenje pojave simptoma trovanja

antikoagulantima tokom perioda opservacije u trajanju od 21 dan.

3.7 ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI DOMACEG MISA NA BRODIFAKUM

Ispitivanje osetljivosti jedinki domaceg miSa na brodifakum wuradeno je prema
metodama EPPO standarda (2004b) i Redfern-a i sar. (1976). Jedinke su izlagane
mamcima sa 0,005 % aktivne supstance u trajanju od jedan i dva dana. U oglede su
ukljucivane isklju¢ivo jedinke koje su prethodno prezivele test hranjenja
bromadiolonom u trajanju od 21 dan s ciljem utvrdivanja osetljivosti ovakvih jedinki na
mamce sa sadrzajem brodifakuma od 0,005 %. Vremenski period izmedu tretmana

bromadiolonom i brodifakumom bio je sedam meseci.

U periodima od 24 i 48 sati jedinke su bile izlagane mamcima sa brodifakumom u testu
bez izbora hrane. U oba ogleda uklju¢eno je po 10 adultnih jedinki (5 muzjaka i 5
zenki). Jedinkama je u plasticnim ¢asicama bio ponuden mamac sa brodifakumom bez

izbora hrane. VVoda je bila dostupna ad libitum.

Kao i tokom ogleda sa bromadiolonom i difenakumom, sve jedinke su drzane
pojedina¢no u kavezima tokom trajanja testa hranjenja. Kontrolisani laboratorijski
parametri (temperatura, vlaZznost 1 svetlost) odrZzavani su kao 1 tokom perioda

aklimatizacije.

Nakon isteka 24 sata, odnosno 48 sati jedinke su vracane na normalan rezim ishrane uz
kontrolisane laboratorijske uslove i stalno pracenje pojave simptoma trovanja tokom

perioda opservacije od 21 dan.

3.8 OBRADA PODATAKA
Vreme prezivljavanja izmedu razli¢itth grupa jedinki domaceg miSa poredena su

koris¢enjem Log-rank testa (Survival analysis). Nivo znac¢ajnosti bio je p<0,05.

Vrednosti ukupne i prosene konzumacije izraCunate su za ceo period hranjenja za

svaku jedinku pojedinac¢no prema slede¢im formulama:

Ukupna konzumacija = suma konzumacije mamca tokom celog perioda hranjenja

(9)/pocetna masa (g)
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Prose¢na konzumacija = prose¢na konzumacija mamca tokom celog perioda hranjenja

(9)/pocetna masa (g)

Za utvrdivanje uticaja razliCitih faktora na ukupnu konzumaciju mamca sa
antikoagulantima, kao i za proseénu konzumaciju mamca za sve jedinke iz testa
hranjenja kori$¢en je Studentov t-test i faktorijalna analiza varijanse (ANOVA). Daljom
post hoc analizom poredenja su vrSena koris¢enjem Tukey HSD testa. Nivo znacajnosti

za sva poredenja bio je p<0,05.

Promena telesne mase (tm) u procentima izracunata je za svaku jedinku pojedinac¢no
prema formuli koju su dali Guidobono i sar. (2010): [(pocetna telesna masa—Krajnja
telesna masa)/pocetna telesna masa]x100. Za podatke o telesnoj masi koji nisu imali
normalnu raspodelu i nakon logaritamske transformacije, za statisticku obradu su

kori$éeni neparametrijski testovi (Manh-Whitney U test i Kruskal Wallis test).

Dobijeni podaci su obradeni prema uputstvima Sokal i Rohlf-a (1995) i pomocéu
softverskog paketa Statistika for Windows 6.0 (Stat Soft Italia, 1997).

Iste slovne oznake na box plot graficima koji su kori$éeni za graficki prikaz rezultata
(centralna linija box plot grafika predstavlja medijanu, dok donja i gornja linija
predstavljaju vrednosti Q;- prvih 25 % podataka od ostalih vecih u nizu i Qs- prvih 75

% podataka u nizu; srednja vrednost- =; minimum- L1; maksimum- T) oznaavaju

slicnosti u Tukey testu. U pojedinim graficima nedostaju slovne oznake iz razloga §to su

grupe, u kojima nije bio dovoljan broj jedinki, bile isklju¢ene iz statisticke analize.
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4 REZULTATI
4.1 OSETLJIVOST DOMACEG MISA NA BROMADIOLON
411  Konzumacija placebo mamca

Tokom ¢etvorodnevnog testa hranjenja muZzjaci su ukupno pojeli 890 g, dok su zenke
pojele 807,9 g placebo mamca. Prosecne vrednosti konzumacije za muzjake i zenke
iznosile su 12,76+2,52 g i 11,68+2,11 g. Konzumacija placebo mamca kod muzjaka na
svim lokalitetima, izuzev jedinki izlovljenih na lokalitetu Backi Jarak, bila je veca u

odnosu na Zenke (tabela 8).

Izmedu muzjaka i zenki utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike u ukupnoj konzumaciji
placebo mamaca (t=2,75; df=138; p<0,0066). U tabelama je prikazana konzumacija
placebo mamca tokom cetiri dana i bromadiolon mamca prvog dana testa za svaku
jedinku pojedinacno.

Tabela 4. Konzumacija placebo mamca (g) tokom &etvorodnevnog testa hranjenja za divlje
muzjake i Zenke domaceg misSa sa lokaliteta SurCin

Muzjaci Zenke
1 14,0 2,8 3,8 3 12,0 2,4 3,2
2 13,5 2,7 3,6 7 11,4 2,3 2,8
4 13,1 2,6 3,5 9 11,9 2,4 3,1
8 14,2 2,8 4,7 12 12,9 2,6 3,5
10 13,2 2,6 3,6 19 12,2 2,4 3,0
13 12,5 2,5 3,5 51 8,3 1,7 2,3
17 14,0 2,8 3,4 53 13,6 2,7 3,8
18 12,4 2,5 3,2 54 11,9 2,4 3,0
50 14,2 2,8 3,8 55 9,7 1,9 2,5
59 14,6 2,9 4,9 92 12,3 2,5 2,9
Ms 13,6 2,7 3,8 Ms 11,6 2,3 3,0
Sd 0,7 0,1 0,5 Sd 1,5 0,3 0,4
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Tabela 5. Konzumacija placebo mamca (g) tokom &etvorodnevnog testa hranjenja za divlje
muzjake i zenke domaceg misa sa lokaliteta Zemun Polje

Muzjaci
ke U0 200 oo
25 13,4 2,7 3,5
26-2 12,6 2,5 3,2
26-3 11,8 2,4 2,9
26-4 8,5 1,7 2,1
32 13,6 2,7 3,5
36 14,1 2,8 3,8
38 12,0 2,4 3,0
57 14,0 2,8 3,5
90-4 11,6 2,3 2,8
91 15,6 3,1 3,9
Ms 12,7 2,5 3,2
Sd 1,9 0,4 0,5

Zenke
iU 200
26-1 8,8 1,8 2,1
28 10,5 2,1 2,7
39 12,3 2,5 3,0
40 14,4 2,9 3,7
44 11,2 2,2 2,9
58 13,2 2,6 3,3
86 12,7 2,5 3,2
87 8,8 1,8 2,5
88 14,6 2,9 3,9
89 11,0 2,2 2,7
Ms 11,7 2,3 3,0
Sd 2,1 0,4 0,5

Tabela 6. Konzumacija placebo mamca (g) tokom ¢etvorodnevnog testa hranjenja za divlje
muzjake i zenke domaceg misa sa lokaliteta Stara Pazova

Muzjaci
e U yan o
20 12,6 2,5 3,0
21-2 14,2 2,8 4,0
21-4 16,3 3,3 5,2
21-6 16,4 3,3 4,2
21-7 16,2 3,2 4,3
23-1 15,8 3,2 4,5
23-2 16,5 3,3 4,8
23-5 16,0 3,2 4,2
23-7 15,6 3,1 4,0
23-8 13,8 2,8 3,6
Ms 15,3 3,1 4,2
Sd 1,3 0,3 0,6

Zenke
e U s O
14 12,7 2,5 3,2
15 12,0 2,4 2,8
21 14,0 2,8 3,7
21-1 12,7 2,5 3,5
21-3 15,6 3,1 4.2
21-5 16,6 3,3 4,8
22 12,9 2,6 3,3
23 12,0 2,4 3,0
23-3 13,6 2,7 3,7
23-4 16,7 3,3 49
Ms 13,9 2,8 3,7
Sd 1,8 0,3 0,7
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Tabela 7. Konzumacija placebo mamca (g) tokom ¢&etvorodnevnog testa hranjenja za divlje

muzjake i zenke domaceg miSa sa lokaliteta Uljma

Muzjaci
ke U0y o
67 12,9 2,6 3,4
73 12,5 2,5 3,2
78-1 16,7 33 4,5
78-2 13,3 2,7 3,9
78-3 15,8 3,2 4,4
79 15,6 3,1 4,2
81 14,1 2,8 3,7
83 16,0 3,2 4.4
84 16,5 33 4,1
85 15,9 3,2 4,3
Ms 14,9 3,0 4,0
Sd 1,6 0,3 0,4

Zenke
ke U0y 200, 0
68 13,4 2,7 3,5
69 14,0 2,8 4,0
70 12,5 2,5 3,4
74 12,5 2,5 3,4
75 11,9 2,4 3,1
76 8,3 1,7 1,9
77 16,7 3,3 4,7
78 13,4 2,7 3,6
78-4 11,8 2,4 3,2
78-5 13,0 2,6 3,7
Ms 12,7 2,6 34
Sd 2,1 0,4 0,7

Tabela 8. Konzumacija placebo mamca (g) tokom &etvorodnevnog testa hranjenja za divlje
muzjake i zenke domaceg misa sa lokaliteta Backi Jarak

Muzjaci
ke U0 200 oo
98 8,5 1,7 2,9
99 10,5 2,1 3,0
100 12,2 2,4 33
101 7,5 15 1,6
102 8,0 1,6 2,2
103 11,8 2,4 3,1
104 11,8 2,4 3,0
105 6,7 13 2,0
106 7,2 1,4 2,3
107 8,2 1,6 2,3
Ms 9,2 1,8 2,6
Sd 2,1 0,4 0,6

Zenke
iU 200
108 8,1 1,6 1,9
109 7,9 1,6 2,4
110 11,2 2,2 2,3
111 11,7 2,3 31
112 91 1,8 2,9
113 8,2 1,6 2,3
114 12,0 2,4 3,2
115 91 1,8 2,9
116 114 2,3 3,0
117 12,3 2,5 3.4
Ms 10,1 2,0 2,7
Sd 1,8 0,4 0,5
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Tabela 9. Konzumacija placebo mamca (g) tokom &etvorodnevnog testa hranjenja za divlje

muzjake i zenke domaceg miSa sa lokaliteta Barajevo

Muzjaci
e U0 30y o
201 12,3 2,5 3,0
202 12,5 2,5 33
203 13,4 2,7 4,1
204 13,6 2,7 3,8
205 10,9 2,2 3,0
206 14,2 2,8 4,1
207 13,6 2,7 4,1
208 13,0 2,6 3,9
209 12,4 2,5 3,8
210 13,3 2,7 33
Ms 12,9 2,6 3,6
Sd 0,9 0,2 0,4

Zenke
o
211 11,2 2,2 2,8
212 12,0 2,4 3,0
213 9,9 2,0 3,1
214 11,0 2,2 3,3
215 9,2 1,8 2,9
216 11,1 2,2 3,0
217 13,1 2,6 3,7
218 12,8 2,6 3,4
219 8,7 1,7 2,9
220 13,3 2,7 3,7
Ms 11,2 2,2 3,2
Sd 1,6 0,3 0,3

Tabela 10. Konzumacija placebo mamca (g) tokom Eetvorodnevnog testa hranjenja za divlje

muzjake i zenke domaceg misa sa lokaliteta Smederevska Palanka

Muzjaci
e RO a0 o
303 8,1 1,6 2,9
304 9,4 19 33
305 8,7 1,7 2,9
309 12,4 2,5 3,2
310 12,5 2,5 33
311 9,7 1,9 2,8
314 10,6 2,1 33
315 10,6 2,1 2,9
318 11,9 2,4 3,0
320 12,2 2,4 2,9
Ms 10,6 2,1 3,0
Sd 1,6 0,3 0,2

Zenke
ke Uy o
301 8,9 1,8 2,7
302 8,3 1,7 2,8
306 12,2 2,4 3,3
307 9,8 2,0 3,0
308 10,1 2,0 3,0
312 10,9 2,2 4,0
313 12,6 2,5 3,3
316 12,5 2,5 3,4
317 9,3 1,9 2,9
319 9,7 1,9 3,3
Ms 10,4 2,1 3,2
Sd 15 0,3 0,4
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4.1.2 Vreme prezivljavanja

Test hranjenja prezivelo je 10 divljih jedinki domaceg mi$a sa lokaliteta Surcin i Zemun
Polje (tabela 11). Ve¢i broj prezivelih zabelezen je u grupi jedinki koje su izlovljene na
lokalitetu Zemun Polje. Prezivelih jedinki, koje su izlovljavane na sa ostalim
lokalitetima, nije bilo ali se duZina perioda prezivljavanja razlikovala u zavisnosti od
lokaliteta. Najduzi period prezivljavanja osetljivih jedinki zabelezen je kod onih sa
lokaliteta Smederevska Palanka (<=18 dana). Kod jedinki sa lokaliteta Uljma i Backi
Jarak takode je utvrden dug period prezivljavanja od <=15 dana. Period prezivljavanja

osetljivih jedinki sa ostalih lokaliteta bio je <=10 dana.

Test hranjenja prezivelo je 10 jedinki F; generacije. Osetljive jedinke iz Sur¢ina uginule
su do Sestog dana testa, dok je kod osetljivih jedinki sa lokaliteta Zemun Polje utvrden

period prezivljavanja od <=18 dana.

Na oba lokaliteta ukupno je preziveo veci broj zenki u odnosu na muzjake. Kod jedinki
F; generacije, koje su dobijene ukrstanjem prezivelih jedinki sa lokaliteta Zemun Polje,

nije bilo prezivelih muzjaka.

Tabela 11. Vreme prezivljavanja (h) i smrtnost jedinki domaceg miSa tokom testa hranjenja
bromadiolonom za divlje jedinke (D) i njihove potomke (F,)

Broj uginulih Broj prezivelih Ukupan

Lokalitet Ms +Sd Zenke Muzjaci Zenke  MuZjaci brc?'

(DIF)  (DIF)  (DIFy)  (DIFy) :
Surcin 284,7+169,1 7/1 9/3 32 1/3 29
Z.Polje 286,7+160,1 6/4 8/8 4/5 2/0 37
S.Pazova 151,2+47.4 10/0 10/0 0/0 0/0 20
Uljma 153,6+66,7 10/0 10/0 0/0 0/0 20
B.Jarak 140,4+71,1 10/0 10/0 0/0 0/0 20
Barajevo 133,2+34,4 10/0 10/0 0/0 0/0 20
S.Palanka 224,4+78 4 10/0 10/0 0/0 0/0 20
Ukupno 68 78 14 6 166

Najkrace vreme prezivljavanja zabelezeno je kod jedinki sa lokaliteta Barajevo. Takode,
niski periodi prezivljavanja (140,4 h do 153,6 h) utvrdeni su za jedinke sa lokaliteta

Backi Jarak, Stara Pazova i Uljma. Najduze vreme prezivljavanja zabeleZeno je kod
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jedinki sa lokaliteta Zemun Polje sa prose¢nom srednjom vredno$¢u od 286,7 h. Kod
jedinki sa lokaliteta Sur¢in i Smederevska Palanka utvrdeno je vreme prezivljavanja od
284,7 h i 224,4 h. Na kraju testa, odnosno nakon isteka 504. sata testa prezivelo je 31 %
jedinki sa lokaliteta Sur¢in i 29,7 % jedinki sa lokaliteta Zemun Polje (grafik 1).

o Uginuli + Zivi
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0.7
0.6
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0.0 [ 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Vreme (sati)

Kumulativna proporcija prezivljavanja

Grafik 1. Kumulativna proporcija prezivljavanja za sve jedinke domaceg misa tokom testa
hranjenja bromadiolon mamcima sa lokaliteta: Surcin (==), Zemun Polje (=),
Stara Pazova (==), Uljma (=), Backi Jarak (===), Barajevo (===) i Smederevska
Palanka ()

Vreme preZzivljavanja jedinki domaceg miSa sa razliCitih lokaliteta statisticki se
znacajno razlikovalo (tabela 12). Izmedu lokaliteta Stara Pazova, Uljma, Backi Jarak i
Barajevo, odnosno lokaliteta koje je karakterisalo kra¢e vreme prezivljavanja, nije bilo
statisticki znaajnih razlika. Razlika izmedu lokaliteta Sur€in, Zemun Polje 1
Smederevska Palanka, koje je karakterisalo duze vreme prezivljavanja, nije bilo.

Izmedu ove dve grupe lokaliteta postojale su statisticki znacajne razlike.

Kod Zenki je utvrdeno duze vreme prezivljavanja u odnosu na muZzjake (tabela 13). Na
kraju testa prezivelo je 17,1 % Zzenki od ukupnog broja zenki i 7,1 % muZjaka od
ukupnog broja muzjaka (grafik 2). Izmedu muzjaka i Zzenki utvrdene su statisticki

znacajne razlike u vremenu prezivljavanja (WW=12,769; p<0,0202).
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Tabela 12. Statisticka znacajnost razlika za vreme prezivljavanja domaceg misa sa razliCitih
lokaliteta prema Log-rank testu

Suréin Z.Polje S.Pazova Uljma B.Jarak Barajevo S.Palanka
Suréin - 0,289  -8326° -8526  -9,600°  -9,651°  -4,345™
Z.Polje 0,289™ - -9,6907 -9678" -10,460" -10,980"  -5,445™
S.Pazova -8,326" -9,690" - -0,238™  -1,914™  -4,009™ 8,353
Uljma -8,526” -9,6787  -0,238"™ - -1,305™  -3,402™ 7,684
BJarak  -9,6007 10,4607  -1,914™  -1,305™ - -1,522™ 8,376
Barajevo  -9,651° 10,9807  -4,009™  -3,402™  -1,522"™ - 10,178"
S.Palanka -4,345™ -5445™ 8353 7684 8376  10,178" -

Napomena: ™ Nije zna¢ajno (p<0,05); ~ Znagajno (0,01<p<0,05); ~ Znacajno (p<0,01)

Grafik 2.

Kumulativna proporcija prezivljavanja
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Kumulativna proporcija prezivljavanja za sve muzjake (==) i zenke (==) domaceg
misa tokom testa hranjenja bromadiolon mamcima

Kod svih uginulih jedinki autopsijom su potvrdeni simptomi trovanja antikoagulantima.

Pored spoljasnjih simptoma kao §to su krvarenje iz nosa, anusa 1 krvav feces, potvrdeni

su i znaci unutrasnjeg krvarenja u plu¢ima i crevnom traktu.
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Tabela 13. Vreme prezivljavanja (h) jedinki domaceg misa u testu hranjenja bromadiolon
mamcima

S Broj .
+
Pol Ms £Sd Broj uginulih prezivelih Ukupan broj
Muzjaci 185,4+107,5 78 6 84
Zenke 235,9+147,0 68 14 82
Ukupno 146 20 166

4.1.3 Konzumacija bromadiolon mamca

41.3.1 Konzumacija mamca prema lokalitetima i poreklu domaceg misa

Kod divljih jedinki utvrdena je veca ukupna konzumacija mamca bromadiolona u
odnosu na jedinke F; generacije (tabela 14). Utvrdene vrednosti ukupne konzumacije za
sve jedinke bile su u intervalu od 0,42 gg™ tm do 5,97 gg™ tm, odnosno od 0,42 gg™* tm
do 5,97 gg™ tm kod divljih jedinki i od 0,61 gg* tm do 5,44 gg* tm kod jedinki Fy

generacije.

Tabela 14. Konzumacija mamca (gg™ tm) kod divljih jedinki domaceg
misa i njihovih potomaka u testu hranjenja bromadiolon mamcima

Jedinke Ukupna Prose¢na
Divlje 1,61+1,13 0,19+0,04
F1 generacija 2,71+1,76 0,20+0,04

Izmedu divljih i jedinki F;1 generacije utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike u ukupnoj
konzumaciji (t=4,12; df=164; p<0,0000). Statisticki znacajnih razlika nije bilo izmedu
divljih i jedinki F; generacije u prose¢noj konzumaciji mamca (t=0,48; df=164;
p<0,6310).

Kod jedinki sa lokaliteta Barajevo utvrdena je najmanja ukupna konzumacija (1,07 gg™
tm). Takode, niske prosecne vrednosti ukupne konzumacije utvrdene su kod jedinki sa
lokaliteta Backi Jarak, Stara Pazova i Uljma (1,09 gg* tm do 1,32 gg* tm). Vece
prose¢ne vrednosti ukupne konzumacije (2,02 gg™ tm do 2,30 gg™* tm) utvrdene su kod

jedinki sa lokaliteta Smederevska Palanka, Zemun Polje i Surcin (tabela 15).
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Tabela 15. Konzumacija mamca (gg™ tm) kod divljih jedinki domaéeg misa i njihovih
potomaka u testu hranjenja bromadiolon mamcima

Ukupna Prose¢na
Lokaliteti Divlje F1 generacija Divlje F1 generacija
Surcin 2,30+1,60 b 2,68+1,80 a 0,20+0,04 ab 0,21+£0,04 a
Z.Polje 2,28+1,77 b 2,77+1,77 a 0,17+0,05 a 0,18+0,03 a
S.Pazova 1,19+£0,51 a - 0,18+0,04 ab -
Uljma 1,32+0,64 a - 0,20+0,03 ab -
B.Jarak 1,09+0,57 a - 0,19+0,04 ab -
Barajevo 1,07£0,29 a - 0,19+0,03 ab -
S.Palanka 2,02+0,79 ab - 0,21+0,02 b -

Statisticki znacajne razlike u ukupnoj konzumaciji utvrdene su kod divljih jedinki sa
razli¢itih lokaliteta (Fg133=6,04; p<0,0000). Razlike u konzumaciji nisu postojale
izmedu jedinki sa lokaliteta Sur¢in i Zemun Polje. Takode, razlike u konzumaciji nisu
utvrdene izmedu jedinki sa lokaliteta Stara Pazova, Uljma, Backi Jarak i Barajevo.
Konzumacija jedinki sa lokaliteta Smederevska Palanka nije se razlikovale od

konzumacije jedinki sa ostalih Sest lokaliteta (tabela 15).

Kod divljih jedinki iz Zemun Polja utvrdena je najniZa prose¢na konzumacija (0,17 gg™
tm). Veée srednje vrednosti (0,18 gg™ tm do 0,19 gg™ tm) utvrdene su kod jedinki sa
lokaliteta Stara Pazova, Backi Jarak i Barajevo. Visoki prose¢ni unosi bromadiolon
mamca (0,20 gg™* tm do 0,21 gg™* tm) utvrdeni su kod jedinki sa lokaliteta Uljma, Suréin

i Smederevska Palanka.

Razlike u prose¢noj konzumaciji izmedu divljih jedinki poreklom sa razlic¢itih lokaliteta
utvrdene su statistiCkom analizom (Fg133=2,67; p<0,0176). Razlike u prosecnoj
konzumaciji utvrdene su jedino izmedu jedinki domaceg misa sa lokaliteta Zemun Polje

i Smederevska Palanka.

Najniza letalna doza kod divljih jedinki utvrdena je kod onih sa lokaliteta Barajevo, dok
je najveca utvrdena kod jedinki poreklom sa lokaliteta Smederevska Palanka (tabela
16). Najniza letalna doza u testu utvrdena je kod Zenke sa lokaliteta Stara Pazova (21
mg/kg). Najveca letalna doza u testu od 237,3 mg/kg utvrdena je, takode, kod Zenke sa

lokaliteta Suréin. Kod jedinki iz Suréina utvrdena je veca neletalna doza u odnosu na
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jedinke iz Zemun Polja. Najveci letalni period hranjenja utvrden je kod jedinki sa

lokaliteta Smederevska Palanka, a najmanji kod jedinki sa lokaliteta Barajevo.

Veca letalna doza kod jedinki F; generacije utvrdena je kod jedinki iz Zemun Polja.

Takode, kod ovih jedinki je utvrdena i veca neletalna doza i LFP.

Tabela 16. Letalna/neletalna doza za domaceg misa prema poreklu i lokalitetima

Osetljive Rezistentne
Letalna doza LEP Neletalna doza
Lokaliteti (mg/kg) (mg/kg)
Ms+Sd min-max  Ms Interval Ms£Sd min-max

Divlje jedinke

Sur¢in 83,2+51,5  37,0-237,3 81 4-20 241,4429,5 209,0-270,0
Z.Polje 62,7£33,8 29,5-1375 7,9 4-14 234,3+44,1 191,0-298,5
S.Pazova 59,6+£25,7  21,0-1080 6,3 4-10 - -
Uljma 659+31,9 29,0-1675 64 4-15 - -

B.Jarak 54,5+28.7 28,5-150,5 58 3-15 - -
Barajevo 53,3+14,3 30,5-79,0 55 3-8 - -
S.Palanka  100,9+39,5 56,5-200,5 9,3 6-18 - -

F, generacija
Suréin 47,1+19,1 30,5-74,0 6,2 4-10 211,54+21,0 182,0-234,0
Z.Polje 84,5+50,6 34,5-191,0 8,3 4-19 252,9+21,2 224,5-272,0

4.1.3.2 Konzumacija mamca prema osetljivosti domaceg misa

Na osnovu rezultata testa hranjenja bromadiolonom bez izbora hrane jedinke su
podeljene u dve grupe: rezistentne (jedinke koje su preZivele 21 dan testa hranjenja i 21
dan perioda opservacije) i osetljive jedinke (jedinke koje su uginule tokom testa ili

perioda opservacije).

Kod osetljivih jedinki utvrdena je niza ukupna i proseéna konzumacija u odnosu na
rezistentne i kod divljih i kod jedinki F; generacije (tabela 17). Kod osetljivih jedinki F,
generacije zabelezena je veca ukupna konzumacija u odnosu na divlje jedinke. Prose¢na

konzumacija nije se razlikovala izmedu ove dve grupe jedinki. Kod rezistentnih jedinki,
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utvrdena je veca ukupna konzumacija divljih jedinki u odnosu na F; generaciju, dok se

prosec¢na konzumacija nije razlikovala.

Utvrdene vrednosti ukupne konzumacije za divlje osetljive jedinke bile su u intervalu od
0,42 gg™* tm do 4,75 gg™* tm, dok je interval vrednosti za divlje rezistentne jedinke bio
od 3,82 gg™* tm do 5,97 gg™* tm. Vrednosti ukupne konzumacije za jedinke F; generacije
bile su intervalima od 0,61 gg™ tm do 3,82 gg™* tm za osetljive i od 3,64 gg™* tm do 5,44
gg™ tm za rezistentne jedinke (grafik 3).

Utvrdeni intervali vrednosti prose¢ne konzumacije bili su od 0,18 gg™ tm do 0,28 gg™
tm za rezistentne i od 0,09 gg™* tm do 0,27 gg™* tm za osetljive divlje jedinke. Intervali
vrednosti proseéne konzumacije bili su od 0,17 gg™* tm do 0,26 gg™* tm za rezistentne

jedinke i od 0,11 gg™ tm do 0,27 gg™ tm za osetljive jedinke F; generacije (grafik 4).
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Grafik 3. Ukupna konzumacija mamca (gg™* tm) za divlje i jedinke F, generacije domaéeg
misa podeljene u grupe prema rezultatima testa hranjenja (O-osetljive;
R-rezistentne)

Na ukupnu konzumaciju poreklo jedinki nije imalo uticaja (F116,=0,01; p<0,9277) za
razliku od osetljivosti koja je ispoljila znacajan uticaj na konzumaciju (F16,=283,14;
p<0,0000). Interakcija porekla i osetljivosti nije imala uticaj na ukupnu konzumaciju
mamca (F1,16,=0,36; p<0,5479).
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Grafik 4. Prose¢na konzumacija mamca (gg™* tm) za divlje i jedinke F; generacije domacéeg
misa podeljene u grupe prema rezultatima testa hranjenja (O-osetljive;
R-rezistentne)

Tabela 17. Konzumacija mamca (gg™* tm) kod divljih jedinki domac¢eg misa i njihovih
potomaka prema rezultatima testa hranjenja bromadiolon mamcima

Ukupna Prose¢na
Jedinke Osetljive Rezistentne Osetljive Rezistentne
Divlje 1,37+0,73 4,74+0,74 0,19+0,04 0,22+0,04
F1 generacija 1,50+0,94 4,64+0,69 0,19+0,04 0,22+0,03

Tabela 18. Letalna/neletalna doza za domaceg misa prema rezultatima testa hranjenja i
poreklu

Osetljive Rezistentne

Letalna doza LEP Neletalna doza

Parametri (mg/kg) (mg/kg)
Ms+Sd min-max Ms Interval Ms+Sd min-max
Divlje 68,4+36,4 21,0-237,5 7,0 3-20 237,1+47,2 191,0-298,5
Figeneracija  75,1+47,2  30,5-191,0 7.8 4-18 232,2429,5 182,0-272,0

Na prosecnu konzumaciju poreklo jedinki nije imalo uticaja (F1,16,=0,28; p<0,5989) za

razliku od osetljivosti koja je ispoljila znacajan uticaj na konzumaciju (F116,=10,21;
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p<0,0017). Interakcija porekla i osetljivosti nije imala uticaj na prosecnu konzumaciju

mamca (F1,16,=0,02; p<0,9000).

Jedinke F; generacije imale su vecu letalnu dozu u odnosu na divlje jedinke. Veca

neletalna doza zabeleZena je kod divljih jedinki (tabela 18).

4.1.3.3 Konzumacija mamca domaceg misa prema polu

Pol je ispoljio uticaj na ukupnu konzumaciju mamca. Zenke su pokazale veéi nivo
rezistentnosti na bromadiolon u odnosu na muzjake, sa srednjom vrednoSc¢u

konzumacije od 2,07 gg™* tm (tabela 19).

Poredenjem vrednosti ukupne konzumacije izmedu polova utvrdene su statisticki
znacajne razlike (1=2,85; df=164; p<0,0048), dok razlika u prose¢noj konzumaciji nije
bilo (t=1,39; df=164; p<0,1656).

Statisti¢ki znacajne razlike u ukupnoj konzumaciji utvrdene su izmedu grupa jedinki
koje su formirane prema polu, poreklu i osetljivosti. Srednje vrednosti ukupne
konzumacije za sve rezistentne grupe jedinki bile su veée od 4,1 gg™* tm, dok su srednje
vrednosti kod svih osetljivih grupa jedinki bile manje od 2,2 gg™* tm. U svim grupama
jedinki kod Zenki je utvrdena veca konzumacija u odnosu na muzjake, odnosno osetljive
zenke u odnosu na osetljive muzjake, rezistentne Zenke u odnosu na rezistentne muzjake

i kod divljih i kod jedinki F; generacije (tabela 19).

Tabela 19. Konzumacija mamca (gg™* tm) divljih jedinki domac¢eg misa i njihovih potomaka
na osnovu rezultata testa hranjenja bromadiolon mamcima prema polu

Ukupna Prose¢na
Zenke Muzjaci Zenke Muzjaci

Sve jedinke 2,07+1,56 1,50+0,94 0,20+0,04 0,19+0,03
Divlje jedinke

Osetljive 1,43+0,85 1,31£0,58 0,19£0,04 0,19+0,03
Rezistentne 4,93+0,81 4,31£0,32 0,23£0,04 0,20+0,01
F1 generacija

Osetljive 2,1741,39  1,20£0,48 0,19+0,06 0,18+0,04
Rezistentne 4,87£0,49  4,12+0,52 0,23+0,02 0,19+0,02
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Tabela 20. Trofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA) za konzumaciju mamca
jedinki domacéeg miSa u testu hranjenja bromadiolon mamcima

) Ukupna Prose¢na
Parametri
F P F p

Poreklo 0,22 0,6412 0,28 0,6000
Pol 8,98 0,0032 2,90 0,0904
Osetljivost 216,31 0,0000 5,17 0,0243
Poreklo*Pol 1,39 0,2395 0,07 0,7936
Poreklo*Osetljivost 1,13 0,2887 0,00 1,0000
Pol*Osetljivost 0,10 0,7474 2,00 0,1595
Poreklo*Pol*Osetljivost 0,79 0,3758 0,02 0,8943
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Grafik 5. Ukupna konzumacija mamca (gg™ tm) svih jedinki domaéeg misa uklju¢enih u
test hranjenja bromadiolon mamcima razvrstane u grupe prema poreklu
divlje;F- F; generacija), osetljivosti (o-osetljive; r- rezistentne) i polu (M-
muZjaci; Z- zenke)

(D-

Trofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je uticaj pola i osetljivosti na ukupnu

konzumaciju jedinki domaceg miSa, dok statisti¢ki znacajnog uticaja porekla, kao 1

interakcije svih faktora nije bilo (tabela 20 i grafik 5).
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Istim postupkom analize podataka utvrden je uticaj osetljivosti na prosecnu
konzumaciju kod jedinki domaceg miSa. Ostali faktori kao i njihove interakcije nisu
imali statistiCki znacajan uticaj na prosecan dnevni unos bromadiolon mamca (tabela

20).

Tabela 21. Letalna/neletalna doza za domaceg misa prema osetljivosti, poreklu i polu

Osetljive Rezistentne
Letalna doza LEP Neletalna doza
Parametri (mg/kg) (mg/kg)
Ms+Sd min-max Ms  Interval Ms+Sd min-max

Divlje jedinke
Muzjaci 6544292 28,5-1695 67 316  2153+16,1 203,5-233,5

Zenke 71,6+458 21,0-2375 7,3 3-20 246,5+40,6 191,0-298,5

F1 generacija
Muzjaci  59,9+24,3  30,5-113,0 6,5 4-12 206,2+26,2 182,0-234,0

Zenke 108,7+69,6  34,5-191,0 10,6 6-18 243,4+24,4 210,0-272,0

Kod divljih Zenki i Zzenki F; generacije utvrdena je veca letalna doza u odnosu na
muzjake. Najveca letalna doza od 108,7 mg/kg utvrdena je kod Zenki F; generacije.
Najniza letalna doza od 59,9 mg/kg zabeleZena je kod muzjaka F; generacije. Takode,
vece neletalne doze utvrdene su kod zenki. NajniZza neletalna doza utvrdena je kod
muzjaka F; generacije, dok je najveca neletalna doza utvrdena kod divljih Zenki (tabela

21).

4.1.3.4 Odstupanja u konzumaciji mamca tokom testa

Razvrstavanjem jedinki domaceg misa u tri grupe prema danu uginuca, odnosno duzini
perioda hranjenja (I- sve jedinke koje su uginule do 7. dana, Il- jedinke koje su uginule
u periodu od 8-14 dana i I11- jedinke koje su uginule 15 dana testa hranjenja) pracena je
konzumacija bromadiolon mamca tokom ukupnog perioda hranjenja. Vrednosti ukupne
konzumacije bile su najveée u III grupi jedinki s obzirom na najduzi period hranjenja

(tabela 22). Vrednosti prosecne konzumacije su takode bile ve¢e u grupama sa duzim
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periodom hranjenja, odnosno jedinke iz grupe

sa najduzim periodom prezivljavanja

imale su najveci prose¢an dnevni unos u odnosu na ostala dve grupe jedinki (grafik 6).

Utvrdeni intervali za vrednosti prosene konzumacije bili su od 0,11 gg™* tm do 0,27 gg’

! tm za | grupu jedinki, od 0,09 gg™* tm do 0,26 gg™ tm za Il grupu i od 0,17 gg™ tm do

0,28 gg™* tm za 111 grupu jedinki.

Izmedu ove tri grupe jedinki, koje su formirane prema intervalu uginuca, utvrdene su

statisticki znacajne razlike u ukupnoj i1 prose¢noj konzumaciji (Ukupna- F;163=585,51,;

p<0,0000 i prosecna- F;163=8,13; p<0,0004).
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Grafik 6.

Prose¢ne vrednosti ukupne i proseéne konzumacije mamka (gg™ tm) za sve

jedinke domaceg misa iz testa hranjenja bromadiolon mamcima svrstane u tri
grupe (1, 1, 1) prema periodu hranjenja
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Utvrdeno je da nije bilo odstupanja u konzumaciji mamca kod rezistentnih jedinki
tokom testa hranjenja, odnosno kod jedinki je utvrden ujednacen unos mamca tokom
testa. Utvrdivanjem prosecnih vrednosti unosa mamca u toku podperioda hranjenja od
1-7 dana, od 8-14 dana i od 15-21 dana za svaku rezistentnu jedinku pojedinacno,
utvrdeno je da nije bilo statisticki znacajnih razlika u konzumaciji mamca izmedu ova
tri podperioda (F,5,=0,00; p<0,9984), odnosno nije bilo odstupanja u konzumaciji

mamca tokom testa hranjenja (tabela 22).

Tabela 22. Konzumacija mamca (gg™ tm) za tri grupe osetljivih jedinki domadeg misa

prema periodu hranjenja (I, 11 i I11) i srednja konzumacija (g) za tri podperioda (A, B i C) u
toku testa za rezistentne jedinke

Grupe Ukupna Prose¢na Podperiodi Srednja

' 1,0240,31  0,19+0,04 A (1-7) 3,34+0,51

I 1,74+0,47  0,19+0,04 B (8-14) 3,33+0,69

I 4,41+0,77  0,22+0,03 C (15-21) 3,34£0,58

4.1.4 Promena telesne mase

Izmedu divljih i jedinki F; generacije domaceg misa nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike u promeni telesne mase (t=0,65; df=164; p<0,5162).

Najmanja promena u telesnoj masi utvrdena je kod jedinki sa lokaliteta Sur¢in (tabela
23 i grafik 7). Kod ovih jedinki utvrdeno je najvece povecanje telesne mase (-10,6 %)
kao i najmanji gubitak telesne mase (15,2 %). Kod jedinki iz Zemun Polja takode je
zabelezeno povecanje telesne mase kod pojedinih jedinki. Povecanje telesne mase
utvrdeno je 1 kod jedinki iz Backog Jarka. Najmanji gubitak telesne mase kod osetljivih
jedinki utvrden je kod onih iz Backog Jarka (6,3 %). Kod jedinki iz Stare Pazove i
Uljme je utvrdeno smanjenje telesne mase. Kod pojedinih jedinki je utvrdeno da nisu
promenile telesnu masu. Kod svih jedinki sa lokaliteta Barajevo i Smederevska Palanka

utvrdeno je smanjenje telesne mase.

Izmedu jedinki poreklom sa razli¢itih lokaliteta utvrdene su znacajne razlike u promeni

telesne mase (Fg 150=2,67; p<0,0171).

Najmanja promena u telesnoj masi utvrdena je kod rezistentnih zenki sa srednjom

vrednoScu od 3,3 % (tabela 24 1 grafik 8). U ovoj grupi jedinki utvrden je najmanji
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gubitak telesne mase (13,1 %), ali i najvece povecanje telesne mase (-10,6 %). Kod
rezistentnih muzjaka je utvrden, takode, manji gubitak u telesnoj masi sa srednjom
vrednoS¢u promene od 9,3 % u odnosu na sve osetljive jedinke. Medutim kod ovih
jedinki nije utvrdeno povecanje telesne mase. Najveca promena u telesnoj masi
utvrdena je kod osetljivih Zenki. U ovoj grupi jedinki utvrden je i najvec¢i gubitak u
telesnoj masi u toku testa (55,9 %). Kod osetljivih muzjaka je utvrden manji gubitak u

telesnoj masi od osetljivih zenki ali veéi od svih rezistentnih jedinki.

Tabela 23. Promena telesne mase (%) svih jedinki domaceg misa
tokom testa hranjenja bromadiolon mamcima

Lokalitet Ms+Sd
Surc¢in 7,9+5,9
Z.Polje 9,8+7,2
S.Pazova 15,2+11,9
Uljma 10,9+7,2
B.Jarak 6,3+4.5
Barajevo 11,3+4,6
S.Palanka 13,1+5.4

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da pol nije imao uticaja na promenu
telesne mase (F116=1,01; p<0,3167), dok je osetljivost imala znaajan uticaj na
promenu telesne mase (F116:=4,92; p<0,0289). Interakcija nije imala uticaja na

promenu telesne mase jedinki domaceg misa (Fi16,=3,15; p<0,0779).

Tabela 24. Promena telesne mase (%) svih jedinki domaceg misa prema polu i
rezultatima testa hranjenja

Osetljive Rezistentne
MuzZjaci Zenke Muzjaci Zenke
MsSd 10,3+7,5  12,049,9  9,3+43 3,3+2,2
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Grafik 7. Promena telesne mase (%) svih jedinki domaceg miSa prema lokalitetima
(S- Sur¢in; ZP- Zemun Polje; Spa- Stara Pazova; U- Uljma; BJ- Backi Jarak;
B- Barajevo; SPk- Smederevska Palanka)
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Grafik 8. Promena telesne mase (%) svih jedinki domaceg miSasvrstane u grupe prema
polu i rezultatima testa hranjenja (O- osetljive jedinke; R- rezistentne jedinke)

Razvrstavanjem jedinki domaceg miSa u Cetiri grupe sa priblizno istim brojem jedinki u

svakoj grupi (grupe formirane prema raspoloZivom uzorku) utvrdeno je da je najveci

59



procenat smrtnosti zabelezen u grupi sa najmanjom telesnom masom (grupa A).
Najmanja smrtnost jedinki utvrdena je u grupi C, odnosno predposlednjoj grupi jedinki

formiranoj prema porastu telesne mase (tabela 25).

Tabela 25. Smrtnost domaceg misa (%) prema pocetnim telesnim masama (g)

Grupe
Obelezje
A B C D
Interval telesnih masa <13,3 13,5-15,0 15,1-16,2 >16,3
Ukupan broj jedinki 45 43 38 40
Broj prezivelih 3 4 9 4
Smrtnost 93,3 90,7 76,3 90,0

4.2 POLIMORFIZAM VKORC1 GENA

4.2.1  Utvrdene varijante vkorcl gena

Sekvencioniranjem sva tri egzona vkorcl gena utvrdene su promene u sekvenci ovog
gena kod svih analiziranih divljih i jedinki F; generacije domaceg misa. VKOR
varijante Leul28Ser i Tyr139Cys potvrdene su u tre¢em egzonu vkorcl gena i kod
divljih i jedinki F; generacije. Takode, kod 11 jedinki potvrdeno je prisustvo obe
varijante istovremeno u egzonu 3 (Leul28Ser/Tyr139Cys). Leul28Ser varijanta nije
utvrdena kod divljih jedinki. Ova varijanta se kod divljih jedinki javljala samo u
kombinaciji sa Tyr139Cys varijantom.

Najveci broj divljih jedinki (5/9) bile su nosioci Leul28Ser/Tyr139Cys varijante. Kod
F; generacije najvecu zastupljenost imali su Tyr139Cys (9/24) i Leul28Ser (8/24)
varijante. Manji broj jedinki (6/24) bile su nosioci kombinacije ove dve varijante.

U egzonu 1 utvrdeno je prisustvo nove promene u vkorcl genu Ala2lThr (zamena
alanina treoninom na 21. kodonu). Ova mutacija utvrdena je kod jedne divlje jedinke i
jednog njenog potomka. Kod divlje jedinke ova varijanta javila se zajedno sa varijantom
Tyr139Cys (Ala21Thr/Tyrl39Cys). Rezultati sekvencioniranja vkorcl gena svih
analiziranih jedinki predstavljeni su u tabeli 26.

Sve Zenke sa Tyr139Cys varijantom bile su rezistentne. VKOR varijanta Leul28Ser

utvrdena je samo kod osetljivih jedinki. Obe varijante istovremeno utvrdene su kod
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rezistentnih i osetljivih jedinki. Do sada neutvrdena varijanta Ala21Thr nadena je samo

kod dve rezistentne jedinke.

Sve analizirane divlje rezistentne jedinke bile su heterozigoti za sve utvrdene VKOR
varijante. Takode, sve utvrdene kombinacije VKOR varijanti (Leul28Ser/Tyr139Cys i
Ala21Thr/Tyr139Cys) bile su u heterozigotnom stanju. Nova varijanta Ala21Thr takode
je utvrdena samo u heterozigotnom stanju. Homozigotne jedinke utvrdene su kod

jedinki F1 generacije za nosioce Tyr139Cys i Leul28Ser varijanti.

Tabela 26. Utvrdene promene u vkorcl genu kod svih analiziranih jedinki domacéeg misa
svrstane prema poreklu, polu i osetljivosti (OS-osetljive; RZ-rezistentne) i genotipu
(Ho-homozigot; He-heterozigot)

Divlje jedinke F1 generacija
VKOR varijanta (genotip) Zenke MuZjaci Zenke MuZjaci
OS RZ OS Rz OS RZ OS RZ
Ho - - - - - - 3 -
Leul28Ser He i i i i 3 i 5 i
Ho - - - - - 2 2 2
Tyr1l39Cys He i 1 i 9 i 1 5 i
Leul28Ser/
Tyr139Cys He -4 -1 2 2z -
Ala21Thr He - - - - - - - 1
Ala21Thr/
Tyr139Cys He - 1 - - -

4.2.2 Uticaj VKOR varijante na vreme prezivljavanja

Najkrace vreme prezivljavanja domaceg miSa utvrdeno je kod Leul28Ser jedinki sa
srednjom vredno$¢u od 198 h, dok je najduze vreme prezivljavanja zabelezeno kod
jedinki sa kombinacijom varijanti Leul28Ser/Tyr139Cys. Takode, sliéno vreme
prezivljavanja imale su i Tyrl39Cys jedinke. Oba nosioca Ala21Thr varijante prezivela
su 21 dan testa hranjenja, odnosno 504 h (tabela 27).

Na kraju testa prezivelo je 66,67% jedinki sa Tyr139Cys varijantom i1 63,64%
Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki. Nije bilo prezivelih jedinki sa Leul28Ser varijantom
(grafik 9).
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Tabela 27. Vreme prezivljavanja (Sati) i smrtnost domaceg misa prema tipu VKOR
varijante

. y reme Broj. Broj prezivelih Broj

VKOR varijanta prezivljavanja ] uginulih ] edinki
MS £SD Zenke Muzjaci Zenke Muzjaci J
Leul28Cys 198,0+112,4 3 S) 0 0 8
Tyr139Cys 382,0+183,8 0 4 4 4 12
Leul28Cys/
+154 2 2 1 11
Tyr139Cys 399,3+154,9 6
Ala21Thr 504,0+ - 0 0 0 1 1
Ala21Thr/
+ -
Tyr139Cys 504,0 0 0 1 0 1
Ukupno 5 11 11 6 33
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Grafik 9. Kumulativna proporcija prezivljavanja domaceg miSa za nosioce Leul28Ser (=),
Tyrl39Cys (=) i Leul28Ser/ Tyrl39Cys (==) varijanti

Vreme prezivljavanja jedinki domaceg miSa sa razli¢itim tipom VKOR varijante
statistiCki se znacajno razlikovalo. Izmedu Tyr139Cys i Leul128Cys/Tyr139Cys jedinki
nije bilo statisticki znacajnih razlika, dok se vreme prezivljavanja Leul28Cys jedinki

statisti¢ki znacajno razlikovalo od pomenute dve varijante (tabela 28).
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Tabela 28. StatistiCka znacajnost razlika za vreme prezivljavanja domacéeg misa sa
razli¢itim tipom VKOR varijante prema Log-rank testu

Leul28Cys Tyrl39Cys  Leul28Cys/Tyr139Cys
Leul28Cys - -4,034 -4,589
Tyr139Cys -4,034" - -0,027™
Leu128Cys/Tyr139Cys -4,589 " 0,027™ -

Napomena: ™ Nije znagajno (p<0,05); *Znaéajno (0,01<p<0,05); ” Znagajno (p<0,01)

4.2.3 Uticaj VKOR varijante na konzumaciju mamca

Najniza ukupna konzumacija mamca utvrdena je kod nosioca Leul28Ser varijante (1,49
gg' tm), dok je najveéa konzumacija mamca utvrdena kod Leul28Ser/Tyr139Cys
jedinki (tabela 29 i grafik 10).

Najniza prose¢na konzumacija utvrdena je kod Leul28Ser jedinki (0,17 gg™ tm), dok je
najveca konzumacija utvrdena kod Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki (tabela 29 i grafik
11).

Za razli¢ite tipove varijanti vkorcl gena utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u
ukupnoj konzumaciji izmedu varijanti Leul28Ser/Tyr139Cys, Leul28Ser i Tyr139Cys
(F2,28=5,81; p<0,0080).

Statistickom analizom varijanse utvrdene su znacajne razlike u prose¢noj konzumaciji

izmedu ove tri grupe jedinki (F 25=8,36; p<0,0014).

Grupe Ala21Thr i Ala21Thr/Tyr139Cys bile su iskljuéene iz statisticke obrade zbog
nedovoljnog broja jedinki koji je potreban za statisticku analizu u ovim grupama, ali su
njihovi predstavnici pokazali visok nivo rezistentnosti na bromadiolon na osnovu

vrednosti ukupne konzumacije (tabela 29 i grafik 12).

Uticaj VKOR varijante 1 genotipa na konzumaciju nije mogao biti statisticki analiziran s
obzirom da nije bilo dovoljno jedinki u pojedinim grupama. Utvrdeno je veci nivo
rezistentnosti na bromadiolon, sa srednjom vredno$¢u ukupne konzumacije od 3,35 gg™
tm, kod heterozigotnih u odnosu na homozigotne jedinke (2,6 gg™ tm). Takode, kod
heterozigotnih jedinki utvrden je i ve¢i dnevni unos mamca sa srednjom vrednoscu

proseéne konzumacije od 0,21 gg™* tm u odnosu na homozigotne jedinke (0,19 gg™* tm).
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Izmedu ove dve grupe jedinki nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ukupnoj (t=1,06;

df=31; p<0,2949) i prose¢noj konzumaciji mamca (t=0,88; df=31; p<0,3849).

Tabela 29. Konzumacija mamca (gg™ tm) jedinki domadeg misa prema VKOR varijanti i
genotipu

VKOR varijanta/genotip Ukupna Prose¢na
Leu128Ser 1,49+1,06” 0,17+0,04
Tyrl39Cys 3,30+1,81 0,20+0,03
Leul28Ser/Tyr139Cys 3,95+1,63 0,24+0,03
Ala21Thr 3,64+ - 0,17+ -

Ala21Thr/Tyr139Cys 5,40+ - 0,26+ -

Heterozigoti 3,35+1,73 0,21+0,04
Homozigoti 2,60+2,01 0,19+0,04

Najveca prosecna vrednost ukupne konzumacije utvrdena je kod homozigotnih
Tyr139Cys Zenki (5,00+0,59 gg™ tm). Takode, visoka konzumacija utvrdena je kod
heterozigotnih Zenki sa Tyrl139Cys (4,16+0,47 gg* tm) i Leul28Ser/Tyr139Cys
(4,55+1,30 gg* tm) varijantom. Kod nosioca varijante Leul28Ser, odnosno
homozigotnih muzjaka i heterozigotnih muzjaka i zenki, utvrdena je niska konzumacija
(1,67+0,83 gg'1 tm, 1,81+1,74 gg'l tmi1,81+1,74 gg'1 tm). Kod heterozigotne zenke sa
Ala21Thr/ Tyr139Cys 1 muzjaka sa Ala21Thr varijantom, koji su preziveli test hranjenja
bromadiolon mamcima, zabelezena je visoka konzumacija istog. Utvrdena vrednost
ukupne konzumacije za Ala21Thr/ Tyr139Cys Zenku od 5,4 gg™* tm predstavlja najveéu
vrednost konzumacije mamca kod Zenki, dok utvrdena vrednost od 3,64 gg* tm za

Ala21Thr muzjaka predstavlja najvecu vrednost konzumacije kod muzjaka (grafik 12).

Najveca letalna i neletalna doza utvrdene su kod Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki. Najniza
letalna doza utvrdena je kod Tyr139Cys jedinki. Kod jedinke koja je imala novu
Ala21Thr varijantu utvrdena je manja neletalna doza nego kod jedinke koja je ovu
varijantu imala u kombinaciji sa Tyr139Cys varijantom. Veéa letalna i neletalna doza

utvrdene su kod heterozigotnih u odnosu na homozigotne jedinke (tabela 30).
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Grafik 10.  Ukupna konzumacija mamca (gg™ tm) divljih i jedinki F; generacije
domaceg miSa prema tipu VKOR varijante L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys, L-
Leul28Ser, T- Tyrl39Cys, A/T- Ala21Thr/Tyr139Cys i A- Ala21Thr

=
L
)

b
§ 025 I 2 -
3 : 2 |
2 02 - L T
o
g g5 -
E 0.15 T
g |
g 01
g
p% 005
0 : : , ,
LT L 1k AT A

Grafik 11.  Prose¢na konzumacija mamca (gg™" tm) divljih i jedinki F, generacije
domaceg misa prema tipu VKOR varijante L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys,
L- Leul28Ser, T- Tyrl39Cys, A/T- Ala21Thr/Tyr139Cys i A- Ala21Thr
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Grafik 12.  Srednje vrednosti i standardna devijacija za ukupnu konzumaciju mamca (gg™
tm) od strane domaceg misa sa brojem jedinki u grupama rasporedenim prema
genotipu (Ho- homozigot, He-heterozigot), VKOR varijanti i polu

Tabela 30. Letalna/neletalna doza za domaceg misa prema VKOR varijanti
(L-Leul28Ser; T-Tyrl39Cys; L/T-Leul28Ser/Tyr139Cys; A-Ala21Thr; A/T-
Ala21Thr/Tyr139Cys) i genotipu (He-Heterozigoti; Ho-Homozigoti)

Letalna doza LFP Neletalna doza

VKOR (mg/kg) (mg/kg)
. Ms+Sd min-max Ms Interval Ms+Sd min-max

varijanta
L 74,3+53,2 34,5-191,0 8,2 4-18 - -
T 47,3+23.4 30,5-740 6,3 4-10 221,6+23.4 191,0-262,0
L/T 105,9+42,4 71,0-165,5 9,0 6-15 250,0+36,8 203,0-298,5
A - - - - 182,0+- -
AIT - - - - 270,0+- -
He 87,9+52,1 30,5-191,0 8,8 4-18 235,4+37.0 182,0-298,5
Ho 48,2+13,5 37,5-65,5 6 4-9 231,2+29.8 202,5-262,0

4.2.4 Uticaj VKOR varijante na promenu telesne mase

Kod svih jedinki, osim nekih nosilaca Leul28Ser/Tyr139Cys varijante, utvrden je
gubitak u telesnoj masi tokom testa hranjenja bromadiolon mamcima (grafik 13).

Najmanji gubitak telesne mase tokom testa hranjenja utvrden je kod
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Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki. Najveéi gubitak telesne mase zabelezen je u grupi
Leul28Ser jedinki. Nosioci Ala21Thr varijante, odnosno Ala21Thr i
Ala21Thr/Tyr139Cys, takode su gubili na telesnoj masi tokom trajanja testa (tabela 31).

Tabela 31. Promena telesne mase domaceg misa prema VKOR varijanti

VKOR varijanta 1\/Isﬂcslc31romen'\eiI |(:1/0) " Broj jedinki
Leul28Ser 15,89+8,60 5,36 28,31 8
Tyr139Cys 9524549 1,77 20,47 12
Leul28Ser/ Tyr139Cys 1,97+2.85 -8,27 7,86 11
Ala21Thr 10,13+- - - 1
Ala21Thr /Tyr139Cys 5,38+- - - 1

Tabela 32. Promena telesne mase muzjaka i zenki domaceg misa prema VKOR varijanti

. Promena (%) Broj
VKOR varijanta Pol Ms=Sd Min Max  jedinki
Zenke 16,9149,12 10,34 27,33 3
Leul28Ser
Muzjaci  15,28+9,31 5,36 28,31 5
Zenke 6,40+4,86 1,77 13,12 4
Tyr139Cys

MuZjaci  11,08+5,37 4,37 20,47

Zenke 1,96+6,69 -8,27 7,86 8
Leul28Ser/ Tyri39Cys  \pisiaci 1994381  -234 4,82 3
Zenke - - - 0

Ala21Thr
MuZjaci 10,13+- 10,13 10,13 1
Zenke 5,38+- 5,38 5,38 1
Ala21Thr/ Tyr139Cys Mujaci i i i 0

Utvrden je statisticki znaCajan uticaj VKOR varijante na promenu telesne mase
(H=13,24; p<0,0013). Statisti¢ki znacajne razlike u promeni telesne mase utvrdene su

izmedu nosilaca Leul28Ser i Leul28Ser/Tyr139Cys. Izmedu nosilaca Tyrl39Cys i
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Leul28Ser/Tyr139Cys, kao i Leul28Ser i Tyr139Cys nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike.

Kod Leul28Ser/Tyr139Cys Zenki utvrden je najmanji gubitak telesne mase tokom testa
hranjenja (tabela 32 i grafik 14). Najmanji gubitak telesne mase kod muzjaka utvrden je
kod nosilaca Leul28Ser/Tyr139Cys varijante. Kod nosilaca Tyrl39Cys i
Leul28Ser/Tyr139Cys zenke utvrden je manji gubitak telesne mase u odnosu na

muzjake.

Razlike u promeni telesne mase izmedu pripadnika razli¢itih grupa formiranih prema

polu i VKOR varijanti su potvrdene statistickom analizom (H=15,40; p<0,0088).

Veci gubitak telesne mase zabeleZen je kod homozigotnih u odnosu na heterozigotne
jedinke (tabela 33). Statisti¢ki znacajne razlike u promeni telesne mase izmedu ove dve

grupe jedinki nisu utvrdene (z=1,82; P<0,0689).
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Grafik 13.  Promena telesne mase (%) divljih i jedinki F; generacije domacéeg miSa prema
VKOR varijanti (L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys, L- Leul28Ser, T- Tyrl139Cys,
A/T- Ala21Thr/Tyr139Cys i A- Ala21Thr)

68



40 -

30 -+

§ Lo
8 LA

LTm LTz Lm Lz Tm Tz Am ATz

Promena telesne mase (%ol

Grafik 14. Promena telesne mase (%) divljih i jedinki F; generacije domaceg misa
prema VKOR varijanti i polu (L/Tm- Leul28Ser/Tyr139Cys muzjaci;
L/Tz- Leul28Ser/Tyr139Cys zenke; Lm- Leul28Ser muzjaci; Lz-
Leul28Ser Zenke; Tm- Tyr139Cys muzjaci; TZ- Tyr139Cys zenke; Am-
Ala21Thr muzjak; A/TZ- Ala21Thr/Tyr139Cys Zenka)

Tabela 33. Promena telesne mase (%) domaceg misa prema genotipu

Promena (%)
Genotip Ms=Sd Min Max _Broj
jedinki
Heterozigoti 7,28+8,36 -8,27 27,33 24
Homozigoti 11,74+7,48 1,77 28,31 9

4.3 OSETLJIVOST DOMACEG MISA NA DIFENAKUM

431  Vreme prezivljavanja
Smrtnost jedinki u testu hranjenja difenakum mamcima, koje su prethodno prezivele
testove hranjenja bromadiolon mamcima u trajanju od 21 dan, bila je 100 %. Svih 16
jedinki ¢ije su VKOR varijante bile poznate, kao i 4 jedinke ¢ija sekvenca vkorcl gena
nije bila poznata ali su bile rezistentne na bromadiolon, uginule su tokom testa hranjenja
difenakum mamcima (tabela 34).

Sve jedinke koje su bile ukljuene u test hranjenja difenakumom bile su nosioci

Tyr139Cys varijante. Osam jedinki bile su nosioci samo Tyr139Cys varijante, dok su
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ostale jedinke bile nosioci ove varijante u kombinaciji sa drugim varijantama (Ala21Thr

i Leul28Ser).

Do dvanaestog dana testa je uginulo svih 20 jedinki domadeg misa (grafik 15). Svi

nosioci Leul28Ser/Tyr139Cys varijante uginuli su do osmog dana testa, dok su sve

jedinke sa Tyr139Cys varijantom uginule do dvanaestog dana testa. Jedinke cija

sekvenca vkorcl gena nije bila poznata uginule su do osmog dana testa. Zenka nosilac

kombinacije varijanti, Ala21Thr/ Tyr139Cys, uginula je do petog dana testa.

Tabela 34. Osnovni podaci o jedinkama domaceg misa koje su ukljucene u test

hranjenja difenakum mamcima

Poreklo Pol VKOR varijanta Genotip
Divlje jedinke Tyr139Cys heterozigot
Muzjaci Tyr139Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl39Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl39Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl139Cys heterozigot
Jenke Tyr139Cys heterozigot
Ala21Thr/ Tyr139Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl139Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl139Cys heterozigot
F1 generacija Tyr139Cys homozigot
Tyrl39Cys homozigot
- heterozigot
Muzjaci - heterozigot
- heterozigot
- heterozigot
Leul28Ser/ Tyrl39Cys heterozigot
Leul28Ser/ Tyr139Cys heterozigot
7enke Tyr139Cys homozigot
Tyr139Cys homozigot
Tyr139Cys heterozigot

70



o Uginuli + Zivi

©c e r
o © o

© ©
o

©
~

© o
N oW

- I

80 120 160 200 240 280
Vreme (sati)

Kumulativna proporcija prezivljavanja
o
ol

S
[EEN

©
o

I
o

Grafik 15. Kumulativna  proporcija  preZivljavanja domaéeg miSa za  nosioce
Leul28Ser/Tyrl39Cys (==) i Tyrl39Cys (==) varijanti tokom testa hranjenja
difenakum mamcima
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Grafik 16. Kumulativna proporcija prezivljavanja za muZjake (==) i zenke (==) domaceg misa
tokom testa hranjenja difenakum mamcima
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Grafik 17. Kumulativna proporcija prezivljavanja za homozigotne (==) i heterozigotne (=)
jedinke domaceg misa tokom testa hranjenja difenakum mamcima

Za Tyr139Cys jedinke utvrdeno je duze vreme prezivljavanja jedinki domaceg misa u
testu hranjenja difenakum mamcima (132,0+71,4 h) u odnosu na nosioce
Leul28Ser/Tyr139Cys varijante (123,4+32,3 h). Sve testirane jedinke uginule su u roku
od 264 sata (11 dana).

Statisticki znacajne razlike u vremenu prezivljavanja nisu utvrdene izmedu grupa
jedinki prema VKOR varijanti, odnosno smrtnost jedinki bila je ista kod svih pomenutih

grupa nakon testa hranjenja difenakum mamcima (WW=0,432; p<0,7831).

Kod muzjaka je utvrden period prezivljavanja od 3 do 9 dana, dok je kod Zenki bio od 2
do 11 dana. Kod muzjaka je utvrdena nominalno veca prose¢na vrednost vremena

prezivljavanja (128,0+46,5 h) u odnosu na zenke (122,2+57,2 h).

Statisticki zna€ajne razlike u vremenu prezivljavanja izmedu muzjaka i Zenki nisu

utvrdene (WW=-0,335; p<0,8532).

Period prezivljavanja od 2 do 7 dana utvrden je kod heterozigotnih jedinki, dok je

period od 4 do 11 dana utvrden za homozigotne jedinke. Nominalno veée prosecne
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vrednosti vremena prezivljavanja utvrdene su kod homozigotnih jedinki (174,0+£79,3 h)

u odnosu na heterozigotne jedinke (112,0+£32,3 h).

Genotip nije ispoljio uticaj na vreme prezivljavanja jedinki domaceg miSa u testu

hranjenja difenakum mamcem (WW=2,626; p<0,0581).

Kod svih uginulih jedinki autopsijom su potvrdeni simptomi trovanja antikoagulantima.
Pored spoljasnjih simptoma kao §to su krvarenje iz nosa, anusa 1 krvav feces, potvrdeni

su i znaci unutrasnjeg krvarenja u plu¢ima i crevnom traktu.

4.3.2 Konzumacija mamca

Difenakum je ispoljio podjednako dobru efikasnost na sve rezistentne jedinke bez
obzira na VKOR varijantu. Za nosioce kombinacija VKOR varijanti utvrdene su
nominalno veée vrednosti ukupne konzumacije mamca. Kod zenke sa kombinacijom
Ala21Thr/Tyr139Cys zabelezena je najveca vrednost ukupne konzumacije. Jedinke ¢ija
sekvenca vkorcl gena nije bila poznata, konzumirale su mamac sli¢no kao nosioci
Tyr139Cys varijante (tabela 35 i grafik 18).

Izmedu nosilaca Tyr139Cys i Leul28Ser/Tyr139Cys varijanti nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike u ukupnoj konzumaciji mamca (t=0,78; p<0,4479).

Najmanje vrednosti prose¢ne konzumacije utvrdene su kod jedinki sa Tyrl39Cys
varijantom, dok je nominalno najveca vrednost proseéne konzumacije utvrdena kod
zenke sa Ala21Thr/Tyr139Cys varijantom (tabela 35 i grafik 19).

Izmedu nosilaca Tyr139Cys i Leul28Ser/Tyr139Cys varijanti nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u prose¢noj konzumaciji mamka (t=1,83; p<0,0896).

Nominalno vec¢e vrednosti ukupne konzumacije difenakum mamca utvrdene su kod
homozigotnih jedinki (tabela 36). Genotip nije ispoljio uticaj na ukupnu konzumaciju
mamca, odnosno Statistickim analizama nisu utvrdene razlike u konzumaciji mamca kod
ove dve grupe jedinki (t=0,71; p<0,4849).

Kod heterozigotnih jedinki su utvrdene nominalno vece vrednosti prosecne konzumacije
mamca (tabela 36). Statisticke razlike u prosecnoj konzumaciji mamca izmedu ove dve

grupe jedinki nisu utvrdene (t=1,84; p<0,0862).
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Kod Zenki su utvrdene nominalno vece vrednosti ukupne i prosecne konzumacije
(tabela 36). Statisticki znacajne razlike nisu potvrdene u ukupnoj (t=0,54; p<0,5941) i

prosecnoj (t=0,49; p<0,6291) konzumaciji difenakum mamca.

Tabela 35. Konzumacija difenakum mamca (gg™ tm) od strane domaceg
misa prema VKOR varijantama

VKOR varijanta Ukupna Prose¢na
Tyr139Cys 0,63+0,31 0,12+0,03
Leul28Ser/ Tyrl139Cys 0,74+0,23 0,15+0,03
Nepoznat polimorfizam 0,66+0,14 0,15+0,06
Ala21Thr/ Tyr139Cys 0,79+- 0,16+-

Tabela 36. Konzumacija mamca (gg™ tm) od strane domaéeg misa prema polu i genotipu

) Pol Genotip
Parametri y o o
Muzjaci Zenke Heterozigoti Homozigoti
Ukupna 0,65+0,14 0,71+0,31 0,65+0,25 0,77+0,36
Prose¢na 0,13+0,04 0,14+0,03 0,14+0,03 0,11+0,03

Tabela 37. Letalne doze za domac¢eg misa prema VKOR varijanti

Letalna doza
- LFP
VKOR varijanta (mg/kg)
Ms£Sd min-max Ms Interval

Tyr139Cys 31,6+15,7 10,5-63,0 55 2-11
Leul28Ser/Tyrl39Cys  37,2£11,5 22,5-56,0 51 3-7
Ala21Thr/Tyr139Cys 39,5+- - - -
Nepoznata varijanta 33,0+£7,1 28,5-43,5 4,7 3-7

Kod jedinki sa kombinacijom varijanti utvrdena je veca letalna doza u odnosu na
Tyr139Cys jedinke. Jedinke Cija sekvenca vkorcl gena nije bila poznata priblizno su
imale istu letalnu dozu kao i Tyr139Cys jedinke. Letalna doza Ala21Thr/Tyr139Cys

nominalno je bila ve¢a od prosecnih vrednosti za ostale grupe jedinki (tabela 37).

Nominalno vece letalne doze utvrdene su kod zenki. Takode, kod homozigotnih jedinki

je utvrdena nominalno veca letalna doza (tabela 38).
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Ukupnakonzumacija (gg-1 tm)

Grafik 18.

Prosetna konzumacija (gg-1 tm)
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Ukupna konzumacija difenakum mamca (gg™ tm) od strane jedinki domaceg
miSa  koje su nosioci L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys, T- Tyrl39Cys,
AJ/T-Ala21Thr/Tyr139Cys varijanti i jedinki ¢ija sekvenca vkorcl gena nije
bila poznata (N)
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Prose¢na konzumacija difenakum mamca (gg™ tm) od strane jedinki domaceg
misa Kkoje su nosioci L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys, T- Tyrl39Cys,
A/T-Ala21Thr/Tyr139Cys varijanti i jedinki ¢ija sekvenca vkorcl gena nije
bila poznata (N)
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Tabela 38. Letalne doze za domaceg misa prema polu i genotipu

' Letaln;alkdoza LEP
Pol/Genotip (mg/kg)
Ms+Sd min-max Ms Interval
MuZjaci 32,5+6,9 20,5+43,5 5,3 3-9
Zenke 35,6+15,5 10,5+63,0 4,9 3-11
Heterozigoti 33,1+12,1 10,5+£56,0 47 2-7
Homozigoti 38,7+18.0 20,5+63,0 7,2 4-11

4.3.3 Promena telesne mase

Poveéanje telesne mase zabelezeno je jedino kod jedinki ¢ija sekvenca vkorcl gena nije
bila poznata. Kod ostalih jedinki domaéeg misa ili nije bilo promene ili su jedinke

gubile na telesnoj masi tokom testa (tabela 39 i grafik 20).

Jedinke sa Tyrl39Cys varijantom, odnosno nosioci Tyrl39Cys ili Tyrl39Cys
/Leul28Ser varijante ili nisu menjali svoju telesnu masu ili su gubili na telesnoj masi.

Najveci gubitak telesne mase utvrden je kod Tyr139Cys homozigotne Zenke.

Tabela 39. Promena telesne mase jedinki domaceg misa prema VKOR varijanti

VKOR varijanta Promena (%) Broj jedinki
Ms+Sd Min Max

Tyr139Cys 0,07+0,09 0 0,26 8

Leul28Ser/ Tyrl139Cys 0,04+0,04 0 0,12 7

Ala21Thr /Tyr139Cys 0,03+- - - 1

Nepoznata varijanta 0,07£0,06 -0,02 0,14 4

Najmanja prosecna vrednost promene telesne mase utvrdena je kod jedinki sa
kombinacijom Leu128Ser/Tyr139Cys. Kod jedinki sa Tyr139Cys varijantom i jedinki
¢ija varijanta nije bila poznata utvrdene su iste prose¢ne vrednosti promene telesne
mase. Nominalno najmanja vrednost promene telesne mase od 0,03 % utvrdena je kod

zenke sa Ala21Thr/Tyr139Cys varijantom.
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Tabela 40. Promena telesne mase za jedinke domaceg misa prema polu i genotipu

Pol/Genotip Promena (%) Broj jedinki
Ms£Sd Min Max

Muzjaci 0,05+0,06  -0,02 0,15 9

Zenke 0,06+0,08 0 0,26 11

Heterozigoti 0,04+0,04 0 0,12 12

Homozigoti 0,10+0,13 0 0,26 4

Statisticki znacajne razlike u promeni telesne mase izmedu nosilaca Tarl39Cys i

Leul28Ser/Tyr139Cys varijanti nisu utvrdene (z=0,17; p<0,8622).

Kod muzjaka i zenki utvrdena je priblizno ista promena telesne mase. Veéi opseg

variranja telesne mase utvrden je kod muzjaka (tabela 40).

Statisti¢kim analizama je utvrdeno da pol nije imao uticaja na promenu telesne mase
(z=0,15; p<0,88792).
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Grafik 20. Promena telesne mase (%) za nosioce L/T- Leul28Ser/Tyr139Cys,
T- Tyrl39Cys, A/T-Ala21Thr/Tyr139Cys i jedinke domaceg misa Cija
varijanta nije bila poznata (N)
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Broj homozigotnih jedinki ukljucenih u test hranjenja difenakum mamcem je bio
viSestruko manji od broja heterozigotnih jedinki, ali je utvrdena prosecna vrednost
promene telesne mase bila veéa od promene telesne mase heterozigotnih jedinki.
Takode je utvrdeno da na promenu telesne mase tokom testa hranjenja difenakum

mamcem nije imao uticaja ni genotip (z=0,24; p<0,8084).

4.4 OSETLJIVOST DOMACEG MISA NA BRODIFAKUM

Smrtnost jedinki domaceg misa u testu hranjenja brodifakum mamcem pri ekspoziciji
od 24 h bila je 90 %, odnosno jedna jedinka je prezivela period ekspozicije i period

opservacije. Pri ekspoziciji od 48 h smrtnost jedinki u testu bila je 100 % (tabela 41).

Tabela 41. Dnevni unos brodifakum mamca i smrtnost jedinki domaceg misa koje su
izlagane brodifakum mamcima u trajanju od 24 hi 48 h

Unos Unos mamka (g)

Pol mamca (g) Smrtnost 1 dan 2 dan Smrtnost
2,9 3,6 3,6
3,6 4,3 4.4

Zenke 3,1 4/5 4,9 4,7 5/5
4,1 54 55
4.4 51 4,5
3,2 3,3 3,3
3,0 2,9 3,2

Muzjaci 4,2 5/5 2,3 2,7 5/5
4,2 3,4 4,4
3,0 3,9 4,4

Sve uginule jedinke iz testa 24 h ekspozicije uginule su do Sestog dana tokom perioda
opservacije. Kod nekih jedinki spoljaSnji simptomi trovanja (slaba pokretljivost,
krvarenje iz nosa) bili su vidni ve¢ prvog dana perioda opservacije. Kod jedinki iz testa
izlaganja brodifakum mamcima u trajanju od 48 h tokom perioda opservacije
zabeleZena su uginjavanja. Sve Zenke su uginule do sedmog dana, dok su muzjaci
uginuli u periodu od 4. do 18. dana perioda opservacije. Pri obe ekspozicije (24 i 48 h)

kod Zenki je utvrden veci unos brodifakum mamca. Prosecna vrednost konzumacije u
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testu od 48 h ekspozicije bila je manja nego u testu 24 h kod muzjaka, dok je kod Zenki
bila veca (tabela 42).

Kod Zenki je utvrdena nominalno veéa letalna doza u oba testa, odnosno pri ekspoziciji
od 24 i 48 h (tabela 43). Neletalna doza za zenku koja je prezivela ekspoziciju od 24 h i
period opservacije od 21 dan, bila je manja od letalne doze Zenki u istom testu. Svi
muzjaci su uginuli tokom perioda opservacije nakon oba perioda ekspozicije. U oba

testa hranjenja brodifakum mamcem, 24 i 48 h, kod zenki je utvrdena veca letalna doza.

Kod svih uginulih jedinki autopsijom su potvrdeni simptomi trovanja antikoagulantima.
Pored spoljasnjih simptoma kao $to su krvarenje iz nosa, anusa i krvav feces, potvrdeni

su i znaci unutrasnjeg krvarenja u plu¢ima i crevnom traktu.

Tabela 42. Prose¢na koli¢ina konzumiranog brodifakum mamca i uginuée tretiranih
jedinki domaceg misa

Unos mamca (g)

Parametri 24 h 48 h

Muzjaci Zenke Muzjaci Zenke
Ms +Sd 3,52+0,63 3,62+0,64 3,38+0,69 4,60+0,66
Smrtnost 5/5 4/5 5/5 5/5

Tabela 43. Letalna/neletalna doza za domaceg miSa u testovima hranjenja brodifakum
mamcem u periodima ekspozicije od 24 i 48sati

Letalna doza Neletalna doza
Parametri (mg/kg) (mg/kg)
Ms+Sd min-max Ms£Sd min-max
24h
Zenke 12,82+1,29  11,07-14,19 11,15%- -
Muzjaci 10,55+1,78 8,87-12,57 - -
48h
Zenke 29,2242.86  25,71-32,83 - -
MuZjaci 21,19+£3,10  16,67-24,69 - -
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5 DISKUSIJA
51 TEST HRANJENJA BROMADIOLONOM

S obzirom da su sve jedinke domaceg misa zadovoljile preporuke EPPO standarda
(2004b), odnosno da je unos mamka na bazi bromadiolona tokom prvog dana testa veci
od 20 % vrednosti ukupnog unosa placebo mamka tokom ¢etvorodnevnog testa
hranjenja, nijedna jedinka nije iskljucena iz testa hranjenja bromadiolonom. Na osnovu
dnevnog unosa mamka sa sadrzajem bromadiolona u odnosu na prethodni unos placebo
mamka potvrdeno je da su jedinke domaceg misa u naSim ogledima dobro prihvatile
mamak sto je u skladu sa metodom EPPO standarda (2004b). Uginuce jedinki koje su u
testu hranjenja deklarisane kao osetljive ne predstavlja posledicu gladi usled ne
prihvatanja mamka, ve¢ posledicu unosa letalnih doza bromadiolona $to je potvrdeno i

naknadnom autopsijom uginulih jedinki.

Rezistentnost je potvrdena na lokalitetima Sur¢in i Zemun Polje. lako proteklih godina
suzbijanje domaceg miSa uglavnom nije bilo potpuno uspesno i na ostala cetiri
lokaliteta, na kojima je bilo primene bromadiolona, prisustvo rezistentnosti na tim
lokalitetima ipak nije potvrdeno. Prezivljavanje jedinki tokom suzbijanja na ovim
lokalitetima stoga predstavlja posledicu neuno$enja letalnih doza bromadiolona zbog
prisustva alternativnih izvora hrane ili gresaka prilikom suzbijanja. Rowe i Redfern
(1964, 1965) u istrazivanju na jedinkama domaceg misa utvrdili su da na uspes$nost

suzbijanja pored osetljivosti populacije veliki uticaj ima i ponaSanje jedinki.

Intenzivna primena bromadiolona na lokalitetima Sur¢in i Zemun Polje dovela je do
selekcionog pritiska i Sirenja rezistentnosti, $to se moglo ocekivati i na lokalitetu
Smederevska Palanka. Iako na ovom lokalitetu nije bilo prezivelih jedinki, utvrden je
znatno smanjen nivo osetljivosti na bromadiolon u poredenju sa ostalim lokalitetima.
Jedinke sa ovog lokaliteta zivele su i do osamnaestog dana testa hranjenja. Utvrdeno je
da razlika u vremenu prezivljavanja kod jedinki sa ova tri lokaliteta nije bilo. Najveci
nivo osetljivosti utvrden je na lokalitetu Barajevo na kome nikada ranije nije bilo

primene antikoagulanata. Sve jedinke sa ovog lokaliteta uginule su do osmog dana testa.

Da primena bromadiolona dovodi do selekcije rezistentnih jedinki ukazuju i rezultati
Guidobono-a i sar. (2010) koji su testove hranjenja primenjivali na jedinke domaceg

misa izlovljene u podruéju u kojoj se primena bromadiolona vrs$i i do Sest puta godisnje.

80



Rezistentnost domaceg misa potvrdena je u toj argentinskoj oblasti. Osetljive jedinke
zivele su do osamnaestog dana testa kao i osetljive jedinke sa lokaliteta Smederevska
Palanka u naSem istrazivanju. Prosecno vreme prezivljavanja za osetljive divlje jedinke
iz Sur¢ina i Zemun Polja bilo je 12 dana, dok je za ostalih pet lokaliteta, na kojima su
utvrdene samo osetljive jedinke, prose¢no vreme prezivljavanja bilo od pet do devet

dana.

Primena bromadiolona ne dovodi do promene nasledne osnove jedinki domaceg misa
ve¢ iskljucivo vrsi selekcioni pritisak na populaciju. U skladu sa tim su i rezultati
Heiberg-a i sar. (2009) koji su u svom istrazivanju na pacovima utvrdili da program
suzbijanja glodara ne mora biti povezan sa pojavom i stepenom rezistentnosti, s
obzirom da su rezistentne jedinke potvrdene i na lokalitetima gde prethodno dugi niz
godina nije primenjivan nijedan antikoagulant. Medutim, intenzivna primena
antikoagulanta, na koji je rezistentnost ve¢ razvijena, dovodi u prednost rezistentne
jedinke. U vezi sa tim su i prethodno objavljeni rezultati Heiberg i sar. (2003) koji
potvrduju da bromadiolon ne uti¢e na pojavu rezistentnosti kod glodara ve¢ samo

dovodi do Sirenja rezistentnih alela.

Kod jedinki sa lokaliteta na kojima je potvrdena rezistentnost utvrden je veéi broj
prezivelih Zenki u odnosu na muzjake, odnosno 25 % muzjaka i 38,5 % Zenki iz SurCina
i 11,1 % muZzjaka i 47,4 % zenki iz Zemun Polja. Duze vreme prezivljavanja kod
osetljivih jedinki, takode, je utvrdeno kod Zenki. U skladu sa ovim rezultatima su i
rezultati Rowe-a i Redfern-a (1967) koji su kroz tri testirane kategorije (roditelji, F1 i F,
generacija) utvrdili veéu smrtnost muzjaka u svakoj kategoriji u testovima hranjenja
varfarinom. Takode, razdvajanjem jedinki u naSem istrazivanju u kategorije divljih
jedinki i njihovih potomaka u obe kategorije je potvrdena veca smrtnost muzjaka. Kod
jedinki F; generacije sa lokaliteta Zemun Polje nije bilo prezivelih muzjaka dok je
prezivelo pet zenki. Nasuprot tome Gudobono i sar. (2010) nisu utvrdili uticaj pola na

vreme prezivljavanja kod divljih 1 laboratorijskih populacija domaceg misa.

Veca smrtnost muzjaka u testovima hranjenja varfarinom kao i u kratkorocnim
izlaganjima bromadiolonu, utvrdena je i u istrazivanju Prescott-a (1996). Na manju
osetljivost zenki u odnosu na muzjake ukazuju i razlike u efektivnim dozama dobijenim

na osnovu rezultata BCR testa, gde su utvrdene doze vece za Zenke nego za muzjake
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(RRAC, 2003; Grandemange i sar., 2009). Takode, Heiberg i sar. (2003) su utvrdili
vecu Osetljivost muzjaka pacova na promene sadrzaja vitamina K u ishrani, odnosno da
niski nivoi vitamina K u hrani rezultiraju hemoragijama kod muzjaka, dok je za Zenke

utvrdeno da nije bilo odgovora na niske nivoe vitamina K u hrani.

Jedinke domaceg misa ispoljile su razli¢ite nivoe rezistentnosti U zavisnosti od duZine
perioda konzumacije, odnosno ukupne konzumacije mamka bromadiolona. Najveca
ukupna konzumacija utvrdena je kod jedinki iz Suréina i Zemun Polja. Najmanja
konzumacija utvrdena je kod jedinki iz Barajeva, dok razlika u prose¢noj konzumaciji
mamka nije bilo. Jedinke iz Smederevske Palanke imale su najvecu proseénu letalnu
dozu od 100,92 mg/kg dok je najmanja utvrdena kod jedinki iz Barajeva (53,32 mg/kg).
Guidobono i sar. (2010) su priblizno istu vrednost prose¢ne letalne doze od 52,20 mg/kg
utvrdili kod laboratorijske osetljive populacije domaceg misa. Kod osetljivih divljih
jedinki utvrdena je letalna doza od 77,90 mg/kg. Neletalne doze za prezivele iz Suréina i
Zemun Polja od 241,4 mg/kg i 234,3 mg/kg su mnogo vece u poredenju sa neletalnim
dozama u istrazivanju Rowe-a i sar. (1981) u kome je maksimalna neletalna doza u testu
hranjenja bromadiolonom (0,005 %) bila 217 mg/kg, Sto ukazuje na visok nivo

rezistentnosti jedinki iz Sur¢ina i Zemun Polja na bromadiolon.

Rezistentne jedinke konzumirale su tri puta vise mamca od osetljivih jedinki, §to vazi i
za odnos letalnih i neletalnih doza u testu. Delovanje bromadiolona uslovilo je promene
u ponaSanju osetljivih jedinki 1 uticalo na smanjenu konzumaciju, za razliku od
rezistentnih jedinki koje su nastavile sa normalnom konzumacijom do kraja testa. Rowe
i Redfern (1964, 1965) u testu hranjenja varfarinom i Guidobono i sar. (2010) u testu
hranjenja bromadiolonom utvrdili su moguca odstupanja u ishrani rezistentnih jedinki
tokom testa, odnosno utvrden je prekid u konzumaciji mamca uz pojavu simptoma
trovanja a nakon par dana i ponovni oporavak jedinki i nastavak normalne konzumacije.
Utvrden je ujednacen unos mamca tokom 21 dan testa kod rezistentnih jedinki.
Konzumacija bromadiolon mamca tokom prvih sedam dana, kao i dve naredne sedmice
nije se razlikovala kod rezistentnih jedinki. Jedinke nisu prezivele tako §to Su
»izbegavale® konzumaciju mamca ve¢ na osnovu mehanizama rezistentnosti koji ovim

jedinkama omogucavaju da prezive tronedeljno izlaganje mamcima bromadiolona.
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Osim razlika u vremenu prezivljavanja potvrdena je razlika u konzumaciji mamca
izmedu muzjaka i1 Zzenki. U svim kategorijama formiranim prema poreklu i osetljivosti,
kod zenki je zabelezena veéa ukupna konzumacija mamca. Takode, su utvrdene vece i
letalne i neletalne doze kod zenki divljih jedinki i njihovih potomaka. Rezultati
Redfern-a i Gill-a (1980) nisu u skladu sa tim s obzirom da je utvrdena prosecna letalna
doza za muzjake od 63 mg/kg, dok je za Zenke utvrdena letalna doza bila 46 mg/kg.
Letalna doza za divlje muZzjake u naSem istrazivanju bila je priblizno ista kao u
pomenutom istrazivanju i iznosila je 65,39 mg/kg. Medutim, kod divljih Zenki utvrdena

je veca letalna prose¢na doza u odnosu na pomenuto istrazivanje od 71,63 mg/kg.

Telesna masa svih jedinki tokom testa varirala je od -10,65 % do 55,89 %. Kod
osetljivih jedinki je zabelezen veci gubitak telesne mase tokom testa sa prose¢nom
vrednosti od 11,2 % u odnosu na rezistentne jedinke sa prose¢nom promenom telesne
mase od 6,3 %. Interval variranja telesne mase za osetljive jedinke bio je -8,3 % do 55,9
%, dok se promena telesne mase za rezistentne jedinke kretala u intervalu od -10,6 % do
15,4 %. Da je kod osetljivih jedinki vec¢a promena telesne mase potvrdili su Guidobono
i sar. (2010). Medutim, ovi istrazivaci utvrdili su manji gubitak telesne mase muzjaka
tokom testa kod laboratorijske i divlje osetljive i divlje rezistentne populacije domaceg
misa. U skladu sa tim su dobijeni rezultati samo u grupi osetljivih jedinki, dok je u grupi

rezistentnih jedinki manja promena 1 gubitak telesne mase zabeleZen kod zenki.

Grupisanjem jedinki prema pocetnoj telesnoj masi utvrdeno je da telesna masa ne utice
na prezivljavanje jedinki tokom testa. Najveca smrtnost jedinki je utvrdena u grupi sa
najmanjom telesnom masom, medutim u grupi sa najve¢om telesnom masom nije bila
najmanja smrtnost jedinki kao §to je bilo oc¢ekivano. Rowe i Redfern (1964) utvrdili su
da pocetna telesna masa jedinki uti¢e na stopu prezivljavanja jedinki u testu. Najmanja
smrtnost jedinki utvrdena je u grupi sa najvecom telesnom masom. Stopa smrtnosti se

povecavala sa smanjenjem telesne mase, $to nije bio slu¢aj u nasem istrazivanju.

5.2 UTICAJ VKOR VARIJANTE NA NIVO REZISTENTNOSTI

Sekvencioniranjem vkorcl gena potvrdeno je prisustvo VKOR varijanti kod svih
analiziranih uzoraka. VKOR varijante Leul28Ser i Tyrl39Cys, koje se smatraju
uzrocnicima rezistentnosti kod domaceg misa (Pelz 1 sar., 2005; Rost i sar., 2009; Pelz i

sar., 2012), potvrdene su u tre¢em egzonu kod vecine jedinki. Kombinacije ove dve
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varijante su, takode, potvrdene i kod divljih i kod jedinki F; generacije. Pelz i sar.
(2005) utvrdili su Leul28Ser i Tyrl39Cys varijante samo kod rezistentnih jedinki
domaceg misa, dok kod osetljivih jedinki nisu utvrdili promene u sekvenci vkorcl gena.
Rezistentnost ovih jedinki je prethodno utvrdena putem testa hranjenja. Iste varijante
kod domaceg misa potvrdili su Rost i sar. (2009) i Pelz i sar. (2012). Do sada su jedina
potvrda o kombinacijama pomenutih varijanti kod domac¢eg misa rezultati Pelz-a i sar.
(2012). Ovi istrazivaci su, takode, potvrdili i kombinacije ove dve varijante sa Spretus

grupom.

VKOR varijanta Ala21Thr do sada nije utvrdena kod domac¢eg misa. U populacijama
sivog pacova u Koreji i crnog pacova u Japanu, utvrdeno je prisustvo ove promene u
vkorcl genu (Rost i sar., 2009; Tanaka i sar., 2012). Moguce je da je Ala2l jo$ jedna
,vruca tacka“ u vkorcl genu koja je podlozna izmenama kod vise razliCitih vrsta. Ove
promene bi stoga mogle biti povezane sa pojavom rezistentnosti na antikoagulante.
Endepols i sar. (2011) utvrdili su da se kod domaceg misa javljaju alelne varijante
vkorcl gena koje nemaju uticaja na rezistentnost jedinki, kao Sto je u pomenutom
istrazivanju bio slucaj sa Arg58Gly varijantom. Za novu varijantu Ala21Thr za sada je
nemoguce tvrditi da je uzrok pojave rezistentnosti kod jedinki domaceg miSa. U
istrazivanjima Rost-a i sar. (2009) i Tanaka-a i sar. (2012) nije ispitivan uticaj ove
varijante na rezistentnost kod pomenutih vrsta glodara, dok su u naSem istrazivanju oba
nosioca ove varijante prezivela test hranjenja Sto ukazuje na moguci uticaj ove varijante

na rezistentnost domaceg miSa na bromadiolon.

Kod svih analiziranih divljih jedinki utvrdene VKOR varijante bile su u heterozigotnom
stanju. Kod jedinki F; generacije utvrdeno je 37,5 % homozigotnih jedinki. Sve
utvrdene kombinacije varijanti, takode, su bile u heterozigotnom stanju $to je u skladu
sa utvrdenim rezultatima Pelz-a i sar. (2012). S obzirom da su kod divljih jedinki
utvrdena samo heterozigotna stanja koja karakteriSu pocetne stadijume razvoja
rezistentnosti (Greaves, 1994) postoji verovatnoc¢a da je na lokalitetima Sur¢in i Zemun
Polje razvoj rezistentnosti na bromadiolon u pocetnoj fazi. Dobijanje visokog procenta
homozigota ve¢ u prvoj generaciji potomaka ukazuje na potencijalnu brzinu Sirenja

alela u populaciji domaceg misa.
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Testom hranjenja i molekularnim analizama utvrdeno je da su sve rezistentne jedinke
bile nosioci neke od utvrdenih VKOR varijanti. Sve analizirane osetljive jedinke takode
su bile nosioci razli¢itih varijanti vkorcl gena. Neslaganje izmedu fenotipa i genotipa
kod domaceg misa potvrdili su Endepols i sar. (2011, 2013) koji su u terenskim
ispitivanjima utvrdili nisku efikasnost varfarina i difenakuma kod jedinki domaceg misa
koje su bile nosioci divljeg tipa. Takode, Espinosa (2013) nije utvrdio postojanje
promena u sekvenci vkorcl gena na uzorcima jedinki koje su izlovljavane u oblasti gde
su prethodno Guidobono i sar. (2010) kod izlovljenih jedinki domaceg misa testovima
hranjenja utvrdili rezistentnost na bromadiolon. Do sada nema potvrdenih rezultata da
su jedinke domaceg miSa deklarisane kao osetljive, bile takode i nosioci neke od VKOR

varijanti pomenutog gena, $to je bio slucaj u naSem istrazivanju.

U prilog tome da pored polimorfizma vkorcl gena mozda postoje i neki dodatni
mehanizmi, od kojih zavisi rezistentnost glodara, su utvrdeni rezultati u populacijama
sivog pacova (Pelz i sar., 2005; Heiberg i sar., 2009; Endepols i sar., 2012). Pelz i sar.
(2005) su prema BCR metodi 142 jedinke sivog pacova klasifikovali kao BCR-
negativne, odnosno osetljive jedinke. Sekvencioniranjem vkorcl gena utvrdeno je da su
137 jedinki bile nosioci divljeg tipa dok je kod pet jedinki potvrdena Tyr139Cys
varijanta. Ovaj rezultat je tada smatran lazno negativnim BCR rezultatom. Heiberg i sar.
(2009) su kod sivog pacova koji je izlovljavan u podrudju intenzivne primene
bromadiolona, BCR metodom utvrdili prisustvo osetljivih i rezistentnih jedinki.
Medutim, sekvencioniranjem sva tri egzona nisu potvrdene promene u sekvenci vkorcl
gena ni u jednoj grupi jedinki. U istrazivanju Endepols-a i sar. (2012) kod 44 % jedinki
sivog pacova, koje su uginule tokom tretmana bromadiolonom, potvrdena je Tyr139Cys

varijanta dok su ostalih 56 % jedinki bile nosioci divljeg tipa.

Najveca stopa prezivljavanja od 66,7 % utvrdena je u grupi nosilaca Tyrl39Cys
varijante. U grupi nosilaca Leul28Ser/Tyr139Cys kombinacije prezivelo je 63,6 %
jedinki. Kod nosilaca Leul28Ser varijante utvrdena je smrtnost od 100 %. Grupe
Ala21Thr i Ala21Thr/Tyr139Cys ¢inila je po jedna jedinka u svakoj grupi i obe jedinke
su prezivele test hranjenja. Najduze vreme prezivljavanja zabeleZzeno je u grupi
Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki, dok je najkrace vreme zabeleZzeno kod Leul28Ser
jedinki. S obzirom da statistickih razlika u vremenu prezivljavanja izmedu Tyr139Cys i

Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki nije bilo i da obe grupe jedinki imaju Tyrl39Cys
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varijantu, za koju je utvrden Vvisok nivo rezistentnosti, moze se zakljuciti da su obe
grupe jedinki imale sli¢ne stope prezivljavanja i vreme prezivljavanja upravo kao

posledica prisustva Tyr139Cys varijante.

Kod Leul28Ser/Tyr139Cys jedinki utvrdena je najveca letalna i neletalna doza u
odnosu na jedinke sa samo jednom od ove dve varijante. Isti rezultat je utvrden i kod
nosioca nove, Ala21Thr, varijante. Kod jedinke kod koje je ova varijanta utvrdena
zajedno sa Tyr139Cys varijantom utvrdena je veéa neletalna doza od jedinke koja je
bila nosilac samo Ala21Thr varijante. Isti rezultati utvrdeni su i za ukupnu konzumaciju

bromadiolon mamca.

Veéa ukupna konzumacija mamaca kod svih varijanti vkorcl gena utvrdena je kod
zenki. Sve Tyrl39Cys zenke prezivele su test hranjenja. Prosecne vrednosti ukupne
konzumacije bromadiolon mamca u grupama Leul28Ser, Tyrl39Cys I
Leul28Ser/Tyrl39Cys  varijanti, bile su nize od ukupne konzumacije
Ala21Thr/Tyr139Cys Zenke. Takode, kod jedinke sa ovom kombinacijom varijanti

utvrdena je najveca neletalna doza.

Promene u telesnoj masi tokom trajanja testa posledica su destruktivnijeg delovanja
bromadiolona na Leul28Ser u odnosu na Tyr139Cys i Leul28Ser/Tyr139Cys jedinke.
Kod nosilaca kombinacije Leul28Ser/Tyr139Cys utvrden je najmanji gubitak telesne
mase, dok je najveci gubitak zabeleZen kod Leul28Ser jedinki. Tyr139Cys jedinke bile
su prema prosecnim vrednostima izmedu ove dve grupe jedinki. Takode, u grupi
Leu128Ser/Tyr139Cys jedinki utvrdeno je i povecanje telesne mase, dok su jedinke iz
ostale dve grupe isklju¢ivo gubile na telesnoj masi tokom testa. U grupama Tyrl39Cys

i Leu128Ser/Tyr139Cys jedinki utvrden je manji gubitak telesne mase kod Zenki.

Do sada je potvrdeno prisustvo kombinacija VKOR varijanti kod domacéeg misa jedino
u istrazivanju Pelz-a i sar. (2011, 2012). Utvrdene su kombinacije Spretus
grupa/Arg58Gly, Spretus grupa/Leul28Ser, Spretus grupa/Tyr139Cys,
Leul24GIn/Leul28Ser (zamena leucina na 124. kodonu sa glutaminom) i
Leul28Ser/Tyr139Cys. Uticaj kombinacija VKOR varijanti na nivo rezistentnosti kod
glodara na bromadiolon i druge antikoagulante do sada nije ispitivan, kao ni uticaj pola
u kombinaciji sa VKOR varijantom. Utvrdili smo veci nivo rezistentnosti na

bromadiolon kod jedinki sa kombinacijama VKOR varijanti nego §to je to slucaj kada
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se varijante jave samostalno, $to se odnosi i na Zenke u odnosu na muzjake. Kohn i sar.
(2008) u istrazivanju o stepenu kalcifikacije aorte kod sivog pacova primetili su razliku
u stepenu kalcifikacije u odnosu na pol, odnodno ve¢i stepen kalcifikacije kod muzjaka

Sto moze objasniti vecu stopu prezivljavanja Zenki u naSem istrazivanju.

Da su jedinke sa Tyr139Cys varijantom u bioloskoj prednosti u odnosu na Leul28Ser
varijantu dokazuju i drugi istrazivaéi na osnovu rezultata in-vitro istrazivanja. Pelz i sar.
(2005) u ispitivanju aktivnosti VKOR enzima kod jedinki nosilaca divljeg tipa i
razli¢itih VKOR varijati ukazuju da jedinke sa Leul28Ser varijantom pate od veceg
nedostatka vitamina K, odnosno da su jedinke sa Tyr139Cys varijantama u bioloskoj
prednosti u odnosu na ove jedinke. Razlog je manja bazalna VKOR aktivnost, odnosno
aktivnost enzima kod jedinki koje nisu tretirane antikoagulantima i koja je kod
Leul28Ser jedinki bila niza od 17 % u odnosu na aktivnost ovog enzima kod divljeg
tipa. Bazalna aktivnost Tyrl39Cys varijante bila je 48 % u odnosu na divlji tip. U
prisustvu varfarina aktivnost enzima kod Tyr139Cys varijante smanjila se na 25 %, dok
je kod Leul128Ser varijante aktivnost bila ispod minimuma detekcije - manja od 3 %. Da
se bazalna aktivnost enzima procentualno vise smanjuje u prisustvu antikoagulanta kod

Leul28Ser nego kod Tyr139Cys varijante potvrdili su i Rost i sar. (2009).

Od ukupnog broja heterozigotnih jedinki test hranjenja prezivelo je 54,2 %, dok je taj
procenat kod homozigotnih jedinki iznosio 44,4 %. Posmatrajué¢i samo prezivele
jedinke, ¢iji su sekvenca i genotip vkorcl gena bili poznati, 76,5 % bile su heterozigoti
za utvrdene varijante. Kod heterozigotnih jedinki utvrdena je ve¢a ukupna konzumacija
u odnosu na homozigotne jedinke. Takode, kod heterozigotnih jedinki su utvrdene vece

letalne i neletalne doze, kao i manja promena telesne mase.

Na biolosku prednost heterozigotnih jedinki ukazali su Greaves i Cullen-Ayres (1988) u
istrazivanju na sivom pacovu gde je utvrdeno da su potrebe u vitaminu K kod
homozigotnih jedinki ¢ak 20 puta veéi od potreba heterozigotnih jedinki. Heiberg i sar.
(2006) utvrdili su veci stepen reprodukcije kod heterozigotnih nego kod homozigotnih
zenki sivog pacova, koje su bile rezistente na bromadiolon, kao posledica manjiih

potreba u vitaminu K.
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5.3 EFIKASNOST DIFENAKUMA | BRODIFAKUMA

Efikasnost difenakuma u testu hranjenja bila je 100 %. Bez obzira na pol i VKOR
varijantu sve jedinke su uginule do dvanaestog dana izlaganja. Da razlika u vremenu
prezivljavanja nije bilo u odnosu na varijantu vkorcl gena utvrdeno je i statistiCkim
analizama. Nepostojanje razlika u ukupnoj konzumaciji pored vremena prezivljavanja
ukazuje na podjednak nivo osetljivosti svih jedinki u testu. Uticaj na nivo osetljivosti na
difenakum pored VKOR varijante nisu imali ni pol ni genotip. Kod jedinki sa
Leul28Ser/Tyr139Cys kombinacijom utvrdene su nominalno veée letalne i neletalne
doze od Tyr139Cys jedinki. U istrazivanju Buckle-a i sar. (2012a) za Tyr139Cys
jedinke utvrdeni su niski faktori rezistentnosti koji su izra¢unati na osnovu rezultata
BCR metode 1 iznosili su 2,5 Sto je rezultiralo uginuéem veéeg broja nosilaca ove
varijante u populaciji sivog pacova. Efikasnost difenakuma u ovom istrazivanju nije se

razlikovala izmedu homozigotnih i heterozigotnih jedinki.

Hadler i sar. (1975) utvrili su prose¢ne letalne doze difenakuma od 19 mg/kg do 20
mg/kg kod zenki domaceg misa za razli€ite grupe jedinki, dok je kod muzjaka utvrdena
prosecna letalna doza od 18 mg/kg za sve ispitivane grupe. Ove jedinke bile su nosioci
Leul28Ser varijante, $to su potvrdili Pelz i sar. (2005). Utvrdene vrednosti su manje od
dobijenih prose¢nih letalnih doza za nosioce Tyrl39Cys i Leul28Ser/Tyrl39Cys
varijanti u naSem istrazivanju koje su bile vece od 32 mg/kg, ali su u oba istraZivanja

utvrdene vece letalne doze kod zenki.

Podaci o promeni telesne mase iz testa hranjenja difenakumom pokazuju da je kao i u
testu hranjenja bromadiolonom manji gubitak telesne mase utvrden je kod nosilaca

kombinacije varijanti i kod Zenki u odnosu na muzjake.

Jedinke domaceg misa ispoljile su visok stepen osetljivosti na brodifakum (0,005 %) s
obzirom da je smrtnost pri izlaganjima od jedan i dva dana bila 90 % i 100 %. Do
sli¢nih rezultata dosli su i Redfern i sar. (1976) gde je smrtnost Zenki i muZzjaka bila 100
% pri obe ekspozicije. Do sli¢nih rezultata ovi istrazivaéi su dosli i u testovima sa
izborom hrane u trajanju od dva dana, odnosno nije bilo prezivelih jedinki. Letalne doze
pri obe ekspozicije u naSem istrazivanju bile su vece kod Zenki, dok su rezultati u
pomenutom istrazivanju isti samo pri ekspoziciji od jednog dana. Do sli¢nih rezultata

dosli su i Rowe i Bradfield (1976) u testovima hranjenja u trajanju od 21 dan, bez i sa
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izborom hrane. Smrtnost od 100 % postignuta je u testovima bez izbora hrane kao i
testovima sa izborom hrane u kavezima manje povrSine sa grupno postavljenim
jedinkama, dok je smrtnost od 98,4 % postignuta u istom tipu testa ali u kavezima vecée

povrsine.

Prema Lund (1981) brodifakum je imao 100 % efikasnost u testu hranjenja od jedan i
dva dana za varfarin osetljive jedinke, dok je kod varfarin-rezistentnih jedinki smrtnost
od 100 % postignuta nakon tri dana hranjenja. Prosec¢na letalna doza kod varfarin-
rezistentnih jedinki pri ekspoziciji od jedan dan bila je 4,6 mg/kg i 21,2 mg/kg pri
ekspoziciji dva dva dana, $to predstavlja nize letalne doze od dobijenih u nasem

istrazivanju.

Sve jedinke domaceg miSa iz pomenutih istrazivanja Redfern-a i sar. (1976) i Rowe-a i
Bradfield-a (1976) bile su nosioci Leul28Ser varijante. U naSim ogledima ispitivanja
osetljivosti jedinki domaceg miSa na brodifakum VKOR varijanta nije bila poznata.
Domac¢i mi$ je ispolji najve¢i nivo osetljivosti na brodifakum, a najmanji na
bromadiolon, §to je u skladu sa rezultatima in-vitro istrazivanja enzimske aktivnosti
Lasseur-a i sar. (2007) za nosioce razli¢itih aminokiselinskih zamena tirozina na 139.
kodonu kod sivog pacova. Isti rezultati su zabelezeni i u skorijem istrazivanju Buckle-a
i sar. (2012b) u kome su nosioci Tyrl39Cys varijante u populaciji sivog pacova
pokazali najvecu osetljivost na brodifakum, a najmanju na bromadiolon, dok je nivo
osetljivosti na difenakum bio izmedu ova dva antikoagulanta tokom suzbijanja ovih

jedinki na terenu.

Nosioci Tyr139Cys 1 Leul28Ser/Tyr139Cys varijante ispoljili su vecu osetljivost na
difenakum nego na bromadiolon. Razlika u prose¢noj konzumaciji za nosioce
Tyr139Cys varijante u testovima hranjenja bromadiolonom i difenakumom nije bilo, §to
vazi 1 za nosioce Leul28Ser/Tyr139Cys varijante. Medutim, srednja vrednost ukupne
konzumacije za Tyr139Cys jedinke u testu sa bromadiolonom bila je 3,30 gg™ tm, dok
je srednja vrednost konzumacije iz testa sa difenakumom bila 0,63 gg™ tm. Srednja
vrednost ukupne konzumacije Leul28Ser/Tyr139Cys jedinke u testu hranjenja
bromadiolonom bila je 3,95 gg* tm, dok je srednja vrednost u testu hranjenja

difenakumom bila 0,74 gg™* tm. Nosioci Leu128Ser/Tyr139Cys kombinacije imali su
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vecu neletalnu i letalnu dozu u odnosu na Tyr139Cys nosioce u testovima hranjenja

bromadiolon i difenakum mamcima.

U svim testovima, odnosno testovima hranjenja bronadiolon mamcima i difenakum
mamcima u trajanju od 21 dan i kratkoro¢nim ekspozicijama od 24 i 48 sati brodifakum
mamcima, zenke su imale vecu letalnu dozu u odnosu na muzjake. Takode, u testu

hranjenja bromadiolon mamcima veca neletalna doza utvrdena je kod zenki.

Period izmedu tretmana bromadiolonom i sa druga dva antikoagulanta u svim testovima
tokom naseg istrazivanja bio je sedam meseci ¢ime su stvoreni uslovi sli¢ni onima u
praksi suzbijanja glodara gde se deratizacija izvodi najces¢e dva puta godiSnje.
Neophodan period izmedu dva tretiranja antikoagulantima prema metodi EPPO (2004b)
standarda je 21 dan koji je dovoljan da se uspostavi normalna koagulacija krvi. Nasi
rezultati ukazuju na dobru efikasnost difenakuma i brodifakuma na bromadiolon
rezistentne jedinke. Nije utvrdeno da li je do uginu¢a dovela samo primena difenakuma
1 brodifakuma ili se radi o sinergi¢nom dejstvu primenjivanih antikoagulanata sa
prethodno primenjivanim bromadiolonom. Bez obzira na to koji od dva moguéa puta
dovodi do uginuc¢a jedinki domaceg miSa rezistentnih na bromadiolon svakako da se
radi o znacCajnom doprinosu u praksi kada je re¢ o suzbijanju ovakvih jedinki na

lokalitetima gde to primenom bromadiolona vise nije moguce.
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6 ZAKLJUCAK

Na osnovu analize dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

R/
L X4

X/
°

R/
L X4

K/

Rezistentnost na bromadiolon potvrdena je u divljim populacijama domaceg
misa na lokalitetaima Sur€in i Zemun Polje. Takode, rezistentnost je potvrdena
kod 36,5% potomaka rezistentnih roditelja sa oba lokaliteta.

Najveca osetljivost domaceg misa na bromadiolon utvrdena je kod izlovljenih
jedinki sa lokaliteta Barajevo na kome nije bilo prethodne primene
bromadiolona. Kod ovih jedinki utvrdena je najmanja dok je kod jedinki iz
Smederevske Palanke utvrdena najveca letalna doza. Zbog utvrdenog smanjenog
nivoa osetljivosti u populaciji domaceg misa iz Smederevske Palanke moze se
oc¢ekivati pojava rezistentnosti i na ovom lokalitetu.

Manja osetljivost zenki utvrdena je u sva tri testa hranjenja. Testove hranjenja
bromadiolonom preZiveo je veéi broj zenki nego muzjaka i kod divljih i kod
jedinki F; generacije. Osetljive Zenke imale su duze vreme preZivljavanja u
odnosu na osetljive muzjake. U svim testovima hranjenja vece neletalne i letalne
doze utvrdene su za zenke..

Prisustvo promena u sekvenci vkorcl gena potvrdeno kod svih analiziranih
divljih 1 jedinki F; generacije. U egzonu 1 vkorcl gena utvrdena je nova
varijanta, Ala21Thr, kod jedne divlje jedinke i jednog njenog potomka. Promene
u sekvenci vkorcl gena nisu utvrdene u egzonu 2. U egzonu 3 vkorcl gena
potvrdeno je prisustvo Leul28Ser i Tyrl39Cys varijante. U istom egzonu
potvrdeno je istovremeno javljanje Leul28Ser 1 Tyr139Cys varijanti.

Sve analizirane divlje jedinke bile su heterozigoti za sve utvrdene varijante, dok
je kod jedinki F; generacije utvrdeno 37,5% homozigota. Najveci broj prezivelih
jedinki, 76,47%, bile su heterozigoti za sve utvrdene VKOR varijante. Sve
utvrdene kombinacije varijanti (Leul28Ser/Tyr139Cys 1 Ala21Thr/Tyr139Cys)
bile su u heterozigotnom stanju.

Varijanta Leul28Ser utvrdena je samo kod osetljivih jedinki tj. kod jedinki koje
nisu prezivele testove hranjenja bromadiolonom. Nova varijanta Ala21Thr

utvrdena je samo kod dve rezistentne jedinke. Varijanta Tyr139Cys, kao i
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kombinacija varijanti Leul28Ser/Tyr139Cys utvrdene su kod osetljivih i
rezistentnih jedinki.

Utvrdena je manja osetljivost nosilaca kombinacije varijanti u odnosu na nosioce
samo jedne varijante. U testu hranjenja bromadiolonom, duzi period
prezivljavanja, vece srednje vrednosti ukupne komzumacije i letalnih neletanih
doza utvrdene su za nosioce Leul28Ser/Tyrl39Cys u odnosu na nosioce samo
jedne od ove dve varijante.

Pol i VKOR varijanta su ispoljili uticaj na osetljivost domacéeg misa. Utvrdena je
manja osetljivost zenki kod svih tipova varijanti.

Delovanje bromadiolona uslovilo je promene u ponasanju osetljivih jedinki $to
je uticalo na smanjenu konzumaciju, za razliku od rezistentnih jedinki kod kojih
nisu utvrdene promene u konzumaciji mamca bromadiolona tokom 21 dan testa
hranjenja. Takode veéi gubitak i variranje u telesnoj masi utvrdeno je kod
osetljivih jedinki. Utvrdeno je da pocetna telesna masa domaceg misa nije imala
uticaja na osetljivost jedinki u testu hranjenja bromadiolonom. Vece variranje i
gubitak u telesnoj masi utvrden je kod muzjaka. Takode, najveci gubitak u
telesnoj masi utvrden je kod Leul28Ser jedinki, a najmanji kod
Leul28Ser/Tyr139Cys.

Difenakumom je ispoljio dobru efikasnost na nosioce Tyrl39Cys i
Leul28Ser/Tyr139Cys varijante. Manji gubitak telesne mase u testu hranjenja
difenakumom zabelezen je kod jedinki nosioca Leul28Ser/Tyr139Cys
kombinacije.

Jedinke domaceg misa ispoljile su najveéi nivo osetljivosti na brodifakum a
najmanji na bromadiolon. U testovima hranjenja brodifakumom u trajanju od
jedan i dva dana efikasnost ovog antikoagulanta bila je 90 % i 100 %.
Kombinovanjem metode test hranjenja i molekularnih metoda utvrdeno je da se
promene u sekvenci vkorcl gena ne mogu smatrati jedinim uzrokom pojave
rezistentnosti na antikoagulante kod domacéeg misa. Rezultati ovog istrazivanja
ukazuju da VKOR varijanta u kombinaciji sa polom ispoljava veliki uticaj na

osetljivost domaceg miSa na antikoagulante.
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< Na osnovu dobijenih rezultata iz testova hranjenja bromadiolon mamcima moze
se zakljuciti da se ovaj antikoagulant moZe primenjivati u suzbijanju nosioca
Leul28Ser varijante.

% Na osnovu rezultata efikasnosti difenakuma 1 brodifakuma moze se zakljuciti da
se ovi antikoagulanti mogu primenjivati za suzbijanje populacija domaceg miSa
koje su rezistentne na bromadiolon i da se najbolja efikasnost postize primenom
brodifakuma.

Buduca istrazivanja usmerena na praéenje promena u vkorcl genu kod domaceg misa,
njihov uticaj na ispoljavanje rezistentnosti, kao i pracenje fenotipskog izraza zajedno sa
istrazivanjima na terenu, omogucic¢e prognozu o opravdanosti primene antikoagulanata

u prakti¢nim uslovima primene.
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Ipnor 1.

WUsjaBa o ayTopcTBY

Ilotnucanu-a Tama IlThemoBuh

Bpoj nnzekca wim npHjase JOKTOpcke aucepranuje 11/16

H3sjaBbyjem

Ja je JOKTOpCKa AucepTalija 10/ HaCIOBOM:

OcetspuBocT pomaher muma (Mus musculus L.) Ha GpoMafioNoH 1 MOTYhHOCT HBeroBor

cy3bujama

e DE3yJNTaT COIICTBEHOT UCTPaXKUBAYKOI paaa,

® Ja mpeioXKeHa TOKTOpCKa JHUCepTaluja y LeJMHH HH y JelloBHMa Huje Ouna
npe/UIokeHa 3a Jobujame OWI0 Koje JUIUIOMe MpeMa CTYAUjCKHM IporpamMuMa
JIPYTHX BUCOKOMIKOJICKHX YCTaHOBA,

e JIa Cy pe3yiTarTd KOPEKTHO HaBE/JICHU N

® @ HHCaM KpIIMO/JIa ayToOpCKa MpaBa M KOPHCTHO/NMAa WHTENEKTYalHy CBOjHHY
JPYTHX JIHIIA.

ITornuc JoKTOpaHIa

V¥ Beorpany, 08.10.2015.

(uﬁ UJU@JJ\ ﬂL,ch«
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IIpuor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTaAMMNaHe uU eNeKTPoHCKe
Bep3uje AOKTOPCKe AucepTanyje

Wme n nipe3ume aytopa Tama [IThenosuh
Bpoj uHaekca uim npujase JokTopcke aucepranuje 11/16
Crynujcku nporpam  ITossonpuBpe/He Hayke, MOIYT: (GPUTOMEINIIHHA

Hacnos noxropeke nucepraunje  OcersbuBocT foMaher muma (Mus musculus L.) Ha
6poMamHoNOH B MOTYRHOCT HeroBor cy30ujama

Mentop IlIpod. ap Ilerap Bykma

Tlornucanwn/a Tama [IThenopuh

UzjaBipyjeM Jja je INTamMmaHa Bep3Wja MoOje JIOKTOpCKe JucepTaldje HCTOBETHA
€JIEKTPOHCKOj BEP3UjH KOjy caM mpejiao/nia 3a o0jaBibuBare Ha nopraiy Juraraisnor
peno3uTopujymMa YHuBep3uTera y Beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce o0jaBe MOjH JIMYHH IOJAlY Be3aHH 3a J00Hjame akaleMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MMe M Mpe3nMe, TOJWHA U MecTo pohema 1 gatym oabpaHe
paja.

OBW JIMYHA MOJJALM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEKHUM CTpaHUIaMa JUruTaiHe OuOImoTeke,
y eITeKTPOHCKOM KaTaJlory M y myOnmkanujama YHuBep3uTera y beorpamy.

IMornuc foKTOpana

Y Beorpaxy, 08.10.2015. e )
(WHhegobuh  [lloube
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IIpumor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

OpnamhyjeM YruBepsutercky 6ubmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh“ na y JlurutanHu
penosuToprjyM YHHBep3uTeTa y Beorpaxy yHece Mojy HOKTOPCKY IHUCEPTalHjy IIOX

HaCJIOBOM:

OcetspuBocT nomaher mumma (Mus musculus L.) Ha 6GpoMafnoIOH # MOTYhHOCT E€r0BOT

cy3bujama

Koja je Moje ayTOpCKo JAelo.

Jucepranyjy ca cBEM IPHUIO3UMa Ipefao/ia caM y eleKTPOHCKOM (opMaTy MOTOTHOM
3a TPAjHO apXUBHPAKHE.

Mojy HOKTOpCKY JUCepTalijy HoXpameHy Y JUTHTaIHN PeO3UTOPHjyM Y HHABEP3UTETA
y Bbeorpany Mory na KopucTe CBH KOjH IOIITYjy oApende caapkaHe y oJabpaHOM THILY
munenne Kpearusae 3ajennune (Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0JTydro/na.

1. AytopcTBo
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaITHO
@Ay'ropcnso — HeKoMeplIHjalHo — Oe3 mpepajie
4. AyTopcTBO — HEKOMEPIMJAJTHO — NEJUTH I10J{ UCTHM YCIIOBHMA
5. AytopcTtBo — Ge3 pepaze
6. AyTOpCTBO — JIETIUTH TOJT HCTHM yCIIOBHMaA

(MonuMo Jia 3a0KpYIXKUTE CaMo jeIHy O INeCT MOHYHeHNX JINIEHIU, KPaTaK OIHC
JIMIEHIH J1aT je Ha Kpajy).

Ilornuc goKTOpaHIa

V beorpany, 08.10.2015.

Ubesld Tlouec
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1. AyropcTBo - [lo3BOJBaBaTe YMHOXKaBame, MUCTPUOYIIM]Y M jaBHO CAONIITABAE
nena, ¥ mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o7 cTpaHe ayTropa Win
JlaBaolia JUIEHIIe, Yak M y KomepuujanHe cBpxe. OBO je Hajcino0omHMja O]l CBHX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKOMepIHjarHo. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U JABHO
caomIiTaBame Jeja, U mpepaje, ako ce HaBele MME ayropa Ha HauyuH oapeheH o
CTpaHe ayTopa WM JaBaona JjuieHie. OBa JMIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIUjAIHY
yrnotpeOy nena.

3. AyTopcTBO - HEKoMepHujasiHo — 0e3 mpepazae. Jlo3BosbaBaTte yMHOXKaBambe,
JUCTPUOYIIM]Y W jaBHO CaollITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, NPEOOMKOBama WIH
yrnoTpebe aena y CBOM Jely, aKo ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ofjpeleH of cTpaHe
ayTopa win fgaBaona juneHine. OBa JIMIEHNIa He 03BOJbaBa KOMEPIHUjAIHY YyHoTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHnuaBa Hajehu oOum
npaBa Kopuihema jiena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLHUJATHO — JEIUTH I0J HCTUM YycioBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, JUCTPHOYINjy U jaBHO CAOIIITABAmKE JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHILE M aKo ce
npepaga AUCTpUOyHpa IO HMCTOM WIM CIMYHOM JHieHnoM. OBa JHIEHIAa He
JI03B0OJbAaBa KOMEPIHjaIHy yroTpeOy Aeia U mpepaja.

5. AytopctBo — 0e3 mpepame. /[o3BospaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
caormITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, MpPeodIMKOBama WIH YIOTpeOe Jena y CBOM JIely,
aKo ce HaBeJIe MME ayTopa Ha Ha4uMH oJipeh)eH 01 cTpaHe ayTopa MU J1aBaolla JIUIICHIIE.
Oga nuIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTopcTBO - [IeIUTH TIOJl WCTUM ycloBuMa. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe,
JUCTpUOYLIM]Yy U JaBHO CAONIITaBaWkE JeNa, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha
HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayropa WIM JaBaola JIMIEHIIE M aKo ce Ipepaja
qucTpuOynpa IOJ HCTOM WIM CIMYHOM JHueHnoM. OBa JHMIEHLIA J03BOJbaBa
KoMepLHjanHy ynoTpedy nena u mpepana. CiauuyHa je co(TBEpPCKMM JIUIEHLIaMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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