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РЕЗИМЕ 

 

Евалуација генотоксичних ефеката и патоморфолошких промена код 

пацова након апликације тулатромицина 

 

Примена антибиотика у хуманој и ветеринарској медицини праћена је појавом 

резистенције бактерија, због чега се непрекидно ради на развоју нових 

антимикробних лекова. Неопходно је да антибиотици, поред тога што имају 

одговарајући спектар дејства, не испољавају значајније токсичне и генотоксичне 

ефекте.  

Циљеви овог истраживања били су да се испитају генотоксични ефекати 

тулатромицина на изолованим лимфоцитима пацова применом in vitro Комет теста, 

као и проучавање карактера и степена патоморфолошких промена у органима (јетра, 

бубрег, срце, тестиси и плућа) након супкутане (s.c.) апликације лека пацовима соја 

Wistar. 

У комет тесту се користило седам експерименталних концентрација 

тулатромицина (у распону од 1-100 μМ), при чему је утврђено да највише 

концентрације (50 μM и 100 μM) тулатромицина доводе до генотоксичних ефеката 

тако што значајно повећавају ниво ДНК оштећења у поређењу са негативном 

контролом. 

Са циљем испитивања способности ћелија да поправе оштећења ДНК настала 

дејством тулатромицина, изведен је ко-третман са два ДНК инхибитора репарације: 

хидроксиуреа (HU) и цитозин арабинозид (AraC). Утврђено је да нема значајне 

разлике између ефеката третмана са самим тулатромицином и третмана са 

инхибиторима, што значи да тулатромицин у лимфоцитима пацова не изазива 

оштећења ДНК молекула која се могу поправити ћелијским механизмима 

репарације. 

Као додатак, изведен је ко-третман са каталазом са циљем да се утврди да ли је 

OH• индуковао оштећења ДНК молекула. Утврђено је да каталаза не редукује 

оштећења ДНК настала дејством тулатромицина, што указује на то да каталаза не 

испољава  протективни ефекат у овом случају. 



Ради утврђивања степена и карактера патоморфолошких промена у органима 

(јетра, бубрег, срце, тестиси и плућа), спроведено је истраживање на пацовима који 

су свакодневно током десет дана добијали тулатромицин s.c. у различитим дозама: 

терапијској дози (2,5 mg/kg) – група Е1, дозама које су три (7,5 mg/kg) – група Е2, 

десет (25 mg/kg) – група Е3 и тридесет (75 mg/kg) – група Е4 пута веће од терапијске. 

Десетог дана огледа и 14 дана након завршетка огледа, извршена је обдукција 

животиња, детаљан макроскопски преглед унутрашњих органа и узети су узорци 

ткива поменутих органа ради патохистолошког прегледа.  

Утврђено је да  тулатромицин примењен у највишој дози (75 mg/kg) субкутано 

током десет дана доводи до значајних некротичних промена на кожи пацова. Такође 

је утврђено да тулатромицин примењен у испитиваним дозама (2,5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 

25 mg/kg и 75 mg/kg) доводи до едема, вакуоларне дегенерагације и некрозе ћелија, 

хиперемије крвних судова, хијалинизације и вакуолизације зида крвних судова, 

хеморагија по интерстицијуму на унутрашњим органима (јетра, бубрези, срце, плућа 

и тестиси) код пацова. Резултати нашег истраживања указују на то да 

хистопатолошке промене на унутрашњим органима (јетра, бубрези, срце, плућа и 

тестиси) остају и две недеље након апликације, односно да не долази до процеса 

репарације у том периоду. 

Кључне речи: тулатромицин, генотоксичност, комет тест, инхибитори репарације, 

каталаза, патохистолошке промене 
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АBSTRACT 

 

Еvaluation of genotoxic effects and pathomorphological changes in rats after 

application of  tulathromycin 

 

The use of antibiotics in human and veterinary medicine is accompanied by the 

emergence of bacterial resistance, which is constantly working on the development of new 

antimicrobial drugs. It is essential that antibiotics, in addition to having the appropriate 

range of effects, do not show significant toxic and genotoxic effects. 

The objectives of this study were to investigate the genotoxic effects of 

tulathromycin in isolated rat lymphocytes using in vitro Comet assay, as well as the 

character and degree of pathological changes in the organs (liver, kidney, heart, lung, and 

testes) after subcutaneous (s.c.) application of the drug to rats Wistar strain. 

The Comet assay is used seven experimental concentration of tulathromycin (ranging 

from 1-100 μМ), and it was found that the highest concentrations (50 μМ  and 100 μМ) of 

tulathromycin cause genotoxic effects by significantly increasing the level of DNA damage 

in comparison with the negative control. 

To test the ability of cells to repair DNA damage caused tulatromycin fact, we 

performed co-treatment with two inhibitors of DNA reparation: hydroxyurea (HU) and 

cytosine arabinoside (AraC). It has been found that there is no significant difference 

between the effects of treatment with a treatment with tulathromycin and inhibitors, which 

means that in lymphocytes of rats tulatromycin does not cause damage to the DNA 

molecules that can be fixed by the cell reparation mechanisms. 

In addition, we performed co-treatment with catalase, in order to determine whether 

the OH• induced damage to DNA molecules. It was found that catalase did not reduce the 

effect of DNA damage caused by tulathromycin, which indicates that catalase does not 

exhibit a protective effect in this case. 

In order to determine character and degree of pathological changes in the organs 

(liver, kidney, heart, lung, and testes), we performed the investigation on rats that received 

daily tulatromycin s.c. during ten days in different doses: therapeutic dose (2.5 mg / kg) - 



group E1, three times doses (7.5 mg / kg) - a group of E2, ten (25 mg / kg) - a group E3, 

and thirty (75 mg / kg) - group E4 times exceeding therapeutic. On the tenth day of the trial 

and 14 days after the end of the experiment, we performed the autopsy of animals, detailed 

macroscopic examination of internal organs and tissue samples were taken in order to do 

histological examination. 

It was found that tulatromycin applied in the highest dose (75 mg / kg) 

subcutaneously over the ten days leading to significant necrotic areas on the skin of rats. It 

was also found that tulatromycin applied at tested doses (2.5 mg / kg, 7.5 mg / kg, 25 mg / 

kg and 75 mg / kg) leads to edema, vacuolar degeneration of the cells and necrosis, 

hyperemia of blood vessel, hyalinization and vacuolation of the wall of blood vessels, 

interstitial hemorrhage at the internal organs (liver, kidneys, heart, lungs and testes) in rats. 

The results of our study suggest that the histopathological changes in internal organs (liver, 

kidneys, heart, lungs and testes) remain and two weeks after the application, or that there is 

no process of repair in this period. 

Keywords:tulathromycin, genotoxicity, Comet assay, inhibitor of DNA repair, catalase, 

histopathological changes. 
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1. УВОД 

 

           Здравствена заштита животиња представља корак у борби против болести 

са којима се суочавамо у хуманој медицини. Она обухвата ерадикацију и 

контролу зооноза, развој и контролу хигијене намирница, научни рад и едукацију 

становништва. Постоји више од сто до сада индентификованих зоонотских 

болести, a aдекватна употреба антибиотика у терапији животиња, ограничиће 

ризик преносa резистентних бактерија и код људи (Lathers, 2001). Задатак, између 

осталог,  јесте и да се обезбеди квалитет производа анималног порекла (јаја, 

млеко, месо), односно да се обезбеде производи без присуства резидуа лекова који 

су коришћени у терапији (Muhammad и сар., 2009).  

           У циљу заштите и унапређења здравља људи донете су регулативе којима 

су прописани максимални ниви резидуа лекова примењених код животиња у 

производима анималног порекла (енгл. maximum residue level - MRL), затим 

нивои концентрације лекова при којима се не опажају нежељени ефекти код 

одређене врсте животиња (енгл. no observed adverse effect level - NOAEL), као и 

њихов прихватљиви дневни унос (енгл. acceptable daily intake - ADI). ADI 

представља максималну количину лека (изражену у mg/kg телесне масе) коју 

човек може да конзумира току дана, а да не доводи до нежељених реакција. 

Одређивање ADI укључује утврђивање ризика екстраполацијом са токсиколошких 

истраживања на лабораторијским животињама (Muhammad и сар., 2009). 

Међутим, због значајних разлика у резултатима микробиолошких и 

токсиколошких студија, за поједине антибиотике тешко је утврдити ADI (WHO, 

2009).  

         Економски најзначајније болести код говеда, нарочито млађег узраста, јесу 

инфекције респираторног система, односно хронично респираторно обољење 

(Griffin, 1997; Taylor и сар., 2010). Лек првог избора против овог обољења је 

тулатромицин, релативно нов макролидни антибиотик (Wellman и сар., 2007). 

NOAEL за пса је 5 mg/kg, а токсиколошка ADI за конзументе производа пореклом 

од третираних животиња износи 0,05 mg/kg. Каренца за тулатромицин у Европи 

износи 49 дана за говеда и 33 дана за свиње (ЕМЕА, 2005).  



2 

 

         Имајући у виду да тулатромицин налази широку примену у ветеринарској 

пракси у нашој земљи, и како није ретка појава кршења прописа којима се уређује 

област хигијене намирница и поштовање каренце примењених лекова, али и 

недостатак литературе о генотоксичном потенцијалу и патолошким променама 

након примене високих доза тулатромицина, сматрали смо значајним да 

извршимо истраживање са овог аспекта на пацовима као експерименталним 

животињама.  
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2. ПРЕГЛЕД ЛИТЕРАТУРЕ 

 

2.1. Макролидни антибиотици 

 

         Макролидни антибиотици су једна од најчешће коришћених фамилија 

антибиотика за третман болести животиња чији се производи користе у исхрани 

људи. Сврставају се у веома значајне лекове за ветеринарску медицину (ОIE, 

2007). Термин „макролиди“ користи се за опис лекова који у својој структури 

садрже лактонски макроциклични прстен који се састоји од 12 или више атома 

(Маzzei и сар., 1993). У ову класу једињења спадају различити биоактивни агенси, 

укључујући антибиотике, антимикотике, прокинетике и имуносупресивне лекове. 

Макролиди које се састоје од 14-, 15- и 16- атома чине фамилију антибиотика који 

имају широку употребу у хуманој и ветеринарској медицини (Bearden и сар., 

1999). Јединствена структура макролида олакшава им брз прелазак из плазме у 

ткиво плућа, што их чини веома ефикасним у терапији респираторних обољења 

бактеријске етиологије (Amsden, 2001; Williams и Sefton, 1993).  

         Класификација. - Први макролидни антибиотик, еритромицин, изолован је 

1952. године из продуката Streptomyces erythreus, док се прва генерација 

полусинтетских макролида, деривата еритромицина, азитромицин и 

кларитромицин, појавила на тржишту 1991. године (Alvarez-Elcoro и Enzler, 1999; 

Evans, 2005). У земљама чланицама Европске уније следећи макролидни 

антибиотици су одобрени за употребу у ветеринарској медицини: еритромицин 

(14-очлани прстен), гамитромицин и тулатромицин (15-очлани), спирамицин, 

тилдипирозин, тилмикозин, тилозин и тилвалозин (16-очлани) (ЕМЕА, 2011). 

Тулатромицин, регистрован за употребу код говеда и свиња, јесте полусинтетски 

макролид са три амино групе, чија структура представља смешу двају изомера од 

којих један садржи тринаесточлани, а други петнаесточлани прстен. 

         Механизам и спектар дејства. - Макролиди се везују за  V домен молекула 

23S рибозомске РНК у 50S рибозомској субјединици осетљивих микроорганизама 

инхибирајући биосинтезу протеина. На тај начин, доводе до одвајања транспортне 

РНК од рибозома током транслокације (Alvarez-Elcoro и Enzler, 1999; Benchaoui и 

сар., 2004; Evans, 2005). Макролиди имају бактериостатско дејство, углавном 
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временски зависно (Giguère, 2006а), али и у одређеним концентрацијама и 

бактериоцидно против неких бактеријских врста (Seral и сар., 2003). 

         Индикације. - Макролиди делују на узрочнике значајних инфекција људи и 

животиња, и то углавном на грам позитивне бактерије (Streptococcus, 

Staphylococcus, Enterococcus и Arcanobacterium pyogenes), грам негативне 

бактерије (Actinobacillus pleuropneumoniae, Histophilus somni, Mannheimia 

haemolytica, Pasteurella multocida и Campylobacter), анаеробне бактерије 

(Brachyspira, Fusobacterium, Bacteroides и Clostridium врсте) и неке друге 

микроорганизме (Lawsonia, Mycoplasma, Chlamydia, Bordetella, Moraxella, 

Leptospira и Spirochаeta) (Bryskier и сар., 2003). 

         Макролидни антибиотици испољавају антиинфламаторне ефекте, тако што 

инхибирају синтезу медијатора запаљења и цитокина (Ianaro и сар., 2000). 

Активација неутрофилних гранулоцита у акутним стањима подстакнута 

макролидима, може да олакша убијање микроорганизама, док супресија хроничне 

инфламације, такође подстакнута макролидима, може ограничити оштећење 

респираторних путева. Једно истраживање је показало да макролиди иницијално 

повећавају производњу проинфламаторних цитокина, а затим убрзано 

нормализују њихову количину имуномодулаторним ефектом (Parnham и сар., 

2005). Показано је да у ћелијама сисара, макролиди утичу на интрацелуларне 

митогеном активиране протеинске киназе (МАРК), нарочито на  ектрацелуларне 

сигнал-регулисане киназе (ERK1/2) и NF-ĸB низводни пут ERK. Како су ови 

путеви укључени у многобројне ћелијске функције, као што су пролиферација 

ћелија, производња инфламаторних цитокина и секреција муцина, ефекат на 

ERK1/2 и NF-ĸB може објаснити већину имуномодулаторних ефеката макролида 

показаних до сада (Soichiro и сар., 2010).  Реактивне кисеоничне врсте (ROS) 

препознате су као медијатори запаљења ћелија и ткива. Макролидни антибиотици 

су способни да инхибирају стварање ROS од стране неутрофилних гранулоцита 

(Cochrane, 1991) и овај ефекат зависи од времена инкубације (Levert, 1998). 

Истраживања показују да макролиди могу изазвати апоптозу акивираних 

неутрофила (Aoshiba и сар., 1995; Inamura и сар., 2000). 

         Код људи, макролиди се углавно примењују у терапији респираторних 

инфекција, инфекција коже или инфекција гениталног тракта (Gilbert и сар., 2009). 
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Заједно са флуорохинолонима, третман су избора за лечење кампилобактериозе 

(Moss, 2003). Макролиди имају ограничену примену у лечењу инфекција 

изазваних врстама рода Legionella и мулти-резистентним врстама рода Salmonella 

bongori и Salmonella enterica (WHO, 2007). 

         Код животиња, макролидни антибиотици налазе широку примену у лечењу 

најчешћих обољења животиња чији се производи користе за људску употребу. 

Први макролид одобрен за примену код животиња био је спирамицин (раних 

1960-их година), затим еритромицин и тилозин (раних 1970-их), па тулатромицин 

(2003), гамитромицин (2008) и тилдипирозин (2011). У већини земаља, свиње су 

идентификоване као основне циљне животиње за примену макролида. Главне 

индикације за њихову примену код свиња су пнеумоније, ентеритис и артритис, а 

код говеда инфекције респираторног и гениталног тракта, повреде папака и 

маститиси, док је код живине њихова примена индикована за респираторне 

инфекције и некротични ентеритис (EMEA, 2011). 

         Фармакокинетика. - Макролидни антибиотици се добро распоређују по 

свим телесним течностима и ткивима. Хемијски представљају изразито 

липофилне слабе базе. Њихова активност значајно зависи од pH средине у којој се 

налазе (Bryskier, 2003), при чему оптималну активност испољавају у срединама 

чији је pH виши од 7. Најчешће се акумулирају у фагоцитима (Zhanel и сар., 2001; 

Evans, 2005; Kilgore и сар., 2005). Макролиди се не апсорбују у потпуности након 

оралне примене. Елиминишу се углавном преко јетре, делом у облику изворне 

супстанце, а делом у виду метаболита. Макролиди подлежу ентеро-хепатичном 

кружењу и имај дуго полувреме елиминације. Било да се примењују орално или 

парентерално, макролиди испољавају своје дејство и на микроорганизме у 

цревима (Giguère, 2006). Новооткривени полусинтетски макролиди имају веома 

низак клиренс. Тако полувреме елиминације тулатромицина код говеда и свиња 

око 4 дана, док је за гамитромицин код говеда око 2 дана. Макролиди се веома 

добро апсорбују са инјекционог места, и биолошка расположивост им је већа од 

90 % (ЕМЕА, 2011). 

         Резистеницја. - Природну резистенцију на макролидне антибиотике 

поседују бактерије које их и саме продукују - Streptomyces, као и друге бактерије 

које су природно резистентне на макролиде - Mycobacterium tuberculosis комплекс 
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(Andini и Nash, 2006), и неколико брзо-растућих микобактерија које носе 

јединствене erm гене (Nash и сар., 2006). Ентеробактерије, као што су E. coli, 

салмонеле и друге грам негативне бактерије, генерално су слабо осетљиве на 

макролиде (Vaara, 1993). 

         Стечена резистенција утврђена је код  Staphylococcus spp. (Roberts, 2008; 

Zhanel и сар., 2001). 

         Бројни су радови који потврђују резистенцију разних врста бактерија рода 

Brachyspira на тилозин (Vyt и сар., 2006; Hidalgo и сар., 2009), као и резистенцију 

бактерија из фамилије Pasteurellacae на тилозин, тилмикозин, спирамицин и 

еритромицин (Catry и сар., 2005; Gutierrez-Martin и сар., 2006; Kaspar и сар., 2007; 

AFFSA, 2009). 

         Веома је значајно поменути појаву резистенције зоонотских патогена, као 

што је Campylobacter spp., изолованих из животиња које се користе за исхрану 

људи. Међутим, сумњиви су резултати испитивања ризика утицаја Campylobacter 

spp. резистентних на макролиде на здравље људи. Код људи се макролидни 

антибиотици најчешће користе у третману инфекција узрокованих бактеријама 

које се не преносе храном. Међутим, резитенција на макролиде може се развити и 

код других бактерија које не потичу из хране анималног порекла, трансфером гена 

за резистенцију са једне на другу врсту бактерија (ЕМЕА, 2011). 

 

2.1.1. Тулатромицин 

 

         Тулатромицин је једини припадник нове класе макролидна, триамилида, 

намењен искључиво за употребу у ветеринарској медицини. Ова група макролида 

развијена је са циљем да се побољша пенетрација лека у грам-негативне 

бактерије, чиме се повећава потенцијал његовог дејства.  

                 Структура. - Тулатромицин је макролид чији прстен чине 15 атома и 

чија се једиствена хемијска структура одликује присуством три амино групе 

(слика 1). Свака амино група може постати позитивно наелектрисана, тако да 

молекул тулатромицина у раствору може носити до три позитивна наелектрисања. 

Молекуларна формула тулатромицина је С41Н79N3O12. Структурно је сличан 

еритромицину, који је монобазан, и азитромицину, који је двобазан (Evans, 2005). 
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Активна форма тулатромицна у раствору је стабилна, уравнотежена смеса два 

макроциклина у односу 9:1, 15-чланог прстена азалида и 13-чланог  прстена 

азалида, који се разликују по лактонским везама на С11 и С13 атомима 

(Nowakowski и сар., 2004; Benchaoui и сар., 2004).  

 

 

Слика 1. Хемијска структура тулатромицина 

(преузето са http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.26001683.html) 

 

         Механизам и спектар дејства. - Упркос јединственој структури 

тулатромицина, његов механизам дејства против бактерија не разликује се од 

других макролида, и испољава се директном инхибицијом биосинтезе протеина 

након везивања за 50S рибозомску субјединицу и стимулацију раздвајања 

пептидил t-РНК од рибозома током транслокације, што доводи до инхибиције 

деобе ћелије и њене смрти (Kilgore и сар., 2005; Venner и сар., 2007; Wellman и 

сар., 2007). Тулатромицин се акумулира у полиморфонуклеарним леукоцитима и 

алвеоларним макрофагима, који учествују у имуном одговору на инфекцију у 

плућима и полако се отпушта у екстрацелуларни простор где директно делује на 

узрочнике респираторних инфекција (Evans, 2005; Kilgore и сар., 2005; Zhanel и 

сар., 2001). Познато је да макролидни антибиотици мењају функцију имунских 

ћелија, тако што утичу на инфилтрацију неутрофилних гранулоцита и ометају 

њихову способност секреције цитотоксичних једињења и проинфламаторних 

цитокина. Тулатромицин поспешује апоптозу неутрофилних гранулоцита 

активацијом каспазе-3 и смањује акумулацију леукотриена B4 у плућима 

инфицираних животиња (Fischer и сар., 2011). Он такође инхибира секрецију 

CXCL-8 и индукује каспаза-3-зависну апоптозу неутрофилних гранулоцита, које 



8 

 

фагоцитују макрофаги говеда, што даље доводи до потпуне резолуције оштећеног 

ткива и спречавања развоја хроничног запаљења (Fischer и сар., 2013).  

        У Европској унији, тулатромицин је регистрован за лечење респираторних 

обољења говеда (BRD) изазваних следећим врстама Mannheimia (Pasteurella) 

haemolitica, Pasteurella multocida, Histophilus somni (Histophilus somnus) и 

Mycoplasma bovis. Код свиња је регистрован за лечење респираторне болести 

свиња (SRD) у чијој етиологији учествују Actinobacillus pleuropneumoniae, 

Pasteurella multocida и Mycoplasma hyiopneumoniae осетљиве на тулатромицин 

(Evans, 2005). 

         Терапијска примена. - Тулатромицин је индикован и регистрован за лечење 

бактеријских респираторних обољења говеда и свиња. Даје се једнократно у дози 

од 2,5 mg/kg, супкутано код говеда, а интрамускуларно код свиња (Nowakowski и 

сар., 2004; Evans, 2005; Kilgore и сар., 2005; Nutsch и сар., 2005). Доказана је и 

његова ефикасност у лечењу ждребади са апсцесом плућа (Venner и сар., 2007; 

Scheuch и сар., 2007), као и респираторних болести коза (Washburn и сар., 2007; 

Young и сар., 2010; Clothier и сар., 2011; Romanet и сар., 2012) и кунића (Abo-El-

Sooud и сар., 2012). 

         Фармакокинетика. - Постоји доста литературних података о 

фармакокинетици тулатромицина након супкутане примене код говеда (Evans, 

2005; Gáler и сар., 2004; Nowakowski и сар., 2004) и интрамускуларне примене код 

свиња (Benchaoui и сар., 2004; Gáler и сар., 2004; Huang и сар., 2012; Wang и сар., 

2012). Недавно су спроведена истраживања о ефикасности примене 

тулатромицина код коза (Young и сар., 2010; Clothier и сар., 2011; Romanet и сар., 

2012) и ждребади (Scheuch и сар., 2007; Venner и сар., 2007). Показано је да се 

тулатромицин брзо апсорбује, и брзо и веома добро дистрибуира по ткивима, а 

затим акумулира у плућима у много вишој концентрацији него у плазми (Evans, 

2005; Gáler и сар., 2004; Nowakowski и сар., 2004; Young и сар., 2010; Clothier и 

сар., 2011; Romanet и сар., 2012). Након супкутане примене код говеда, споро се 

елиминише из плућа, а полувреме елиминицаје износи осам дана (Nowakowski и 

сар., 2004). Биорасположивост тулатромицина код говеда већа је од 90% 

(Nowakowski и сар., 2004; ЕМЕА, 2005), а код свиња од 80%. Елиминише се 

готово непромењен, билијарном екскрецијом (Evans, 2005; ЕМЕА, 2005). 
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        Каренца за тулатромицин која је одређена у Европи је 49 дана за говеда и 33 

дана за свиње (ЕМЕА, 2005), док је у САД много краћа.  

 

2.2. Нежељена дејства макролидних антибиотика 

 

        Антибиотици спадају у лекове који се најчешће примењују у ветеринарској 

медицини. Нажалост, могу да имају веома различите нежељене ефекте. Генерално 

се сматра да нежељени ефекти на биохемијском нивоу представљају индикаторе 

ефеката на патоморфолошком нивоу (Yazar и сар., 2004). Са аспекта бактеријске 

резистенције на антимикробне супстанце веома је занимљиво утврдити 

токсичност антибиотика на ћелије животињског организма. Сматра се да 

повећање резистенције делимично настаје услед повећања примењене дозе. Битно 

је истаћи да је дозу могуће повећати само до одређене границе, јер више дозе 

доводе до токсичних ефеката. Међутим, ако токсичност лека није велика, са 

повећањем дозе може доћи до појаве бактеријске резистенције (Giguére и сар., 

2006).  

         Макролидни антибиотици се релативно добро подносе, али могу имати и 

значајне нежељене ефекте. Најчешће су описани поремећаји функције 

гастроинестиналног тракта (мучнина, повраћање, бол у трбуху, дијареја). Код 

људи, као нежељени ефекти након примене азитромицина у највећем броју 

случајева јављају се дијареја, бол у трбуху, мучнина, главобоља или вртоглавица 

и пролазни пораст активности трансаминаза у плазми (Hopkins, 1991). Приликом 

интравенске примене азитромицина забележен је бол на месту инјекције и 

локално запаљење (Garey и сар., 1999). Слични нежељени ефекти забележени су и 

након примене кларитромицина (Guay и сар., 2001). Поремећена функција јетре и 

леукоцитопенија ретко је забележена након примене кларитромицина (Eisenberg и 

сар., 1994). Након примене телитромицина код људи, као нежељени ефекти 

најчешће су запажени промећаји функције гастроинтестиналног тракта (дијареја, 

мучнина, повраћање, абдоминални бол), док клиничке студије са телитромицином 

указују на благо продужење QT- интервала, али не и код здравих одраслих особа 

(Demolis и сар., 2003). 
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         Нешто ређи, али веома озбиљни, нежељени ефекти макролида су 

хепатотоксичност (Er и сар., 2011), ототоксичност и кардиотоксичност (Anadon и 

сар., 1999; Аbu-Gharbieh и сар., 2004; Er и сар., 2011). Кардиотоксични лекови 

директно реагују са јонским каналима у срцу и на тај начин продужавају QT- 

интервал или доводе до појаве аритмија. Неки макролидни антибиотици 

(еритромицин, кларитромицин, азитромицин, телитромицин) понекад могу 

довести до продужења QT- интервала (Daihong и сар., 2010). Кардиотоксичност је 

често запажана приликом прекомерне примене одређених лекова као и код 

третмана пацијената са већ поремећеном кардиоваскуларном функцијом (О’Brien, 

2008). Фактори ризика за испољавање овог нежељеног ефекта макролидних 

антибиотика су: велика старост и присуство обољења срца код пацијента, затим 

висина дозе и брзина апликације лека (Daihong и сар., 2010).  

          Није у потпуности објашњено на који начин макролидни антибиотици 

доводе до оштећења јетре. Сматра се да настаје услед цитотоксичног дејства 

макролида и хиперсензитивности организма на ову групу лекова (Periti и сар., 

1993). Способност макролидних антибиотика да доведу до оштећења ћелијске 

мембране и последично наруше њену функцију, сматра се основним механизмом 

хепатоцелуларног оштећења (Dujovne, 1978). Хидрофобни макролиди садрже N-

диметиламино групу која може да се метаболише до нитрозоалкана, који су даље 

способни да се ковалентно вежу за сулфидрил групу протеина и доведу до 

оштећења јетре (Periti и сар., 1992; Periti и сар., 1993). Поред тога, стварање 

нитрозоалкана, метаболита пореклом од макролида, изгледа да је повезано са 

њиховим хепатотоксичним потенцијалом (Pessayre и сар.,, 1985; Franklin, 1991; 

Periti и сар., 1993). Показано је да азитромицин у дози од 5,6 mg/kg код пацова 

доводи до благе перипорталне инфилтрације мононуклеарним ћелијама, док у 

дози од 11,2 mg/kg до хиперемије синусоидних капилара и крвних судова 

порталних подручја са благом инфилтрацијом мононуклеарним ћелијама 

(Olayinka и сар., 2013).  У истом истраживању установљене су протеинске 

формације у лумену тубула бубрега након примене азитромицина у дози од 5,6 

mg/kg код пацова, док је доза од 11,2 mg/kg довела до изражене конгестије и 

хеморагија у кортексу бубрега, као и образовања протеинских формација у 

лумену тубула (Olayinka и сар., 2013).   
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        Резултати истраживања Xiugong и сарадника (2011) указују на могућност 

појаве нежељених ефеката макролидних антибиотика на респираторни систем ако 

се примењују у високим дозама током дужег временског периода. Наиме, долази 

до повећаног стварања ексудата у трахеи, некрозе епитела и инфилтрације 

неутрофилних гранулоцита.  

         Цитотоксичност макролидних антибиотика испитивана је у истраживању на 

хуманој ћелијској линији јетре – Chang liver cell line (CCL 13) уз помоћ МТТ теста 

(колориметријски тест за одређивање вијабилности ћелија). Процена 

цитотоксичних ефеката вршена је на основу способности ћелија да редукују МТТ. 

Eритромицин се показао као најтоксичнији, затим рокситромицин и 

кларитромицин, а као најмање токсичан азитромицин (Viluksela и сар., 1996). 

Ранија истраживања су потврдила да је цитотоксичност макролида дозно-зависна 

(Otoguro и сар., 1991). Fülöpová и сарадници спровели су истраживање са циљем 

да се утврди цитотоксичност тилмикозина, тилозина и спирамицина на различите 

ћелијске културе (VERO ћелије - ћелије бубрега Macacus rhesus, FE ћелије - 

ембрионалне ћелије мачака и BHK 21 ћелијска линија пореклом од бубрега 

младих хрчака) in vitro. Утврђено је да су BHK 21 ћелије најосетљивије на 

поменуте лекове, примењене у нижим концетрацијама, док се значајно смањење 

виталности  VERO ћелија запажено тек при вишим концентрацијама. 

Микроскопским прегледом потврђено је да у вишим концентацијама макролиди 

доводе до промене морфологије  и деструкције ћелија (Fülöpová и сар., 2012). 

        Познато је да макролидни антибиотици могу довести до оксидативног стреса 

(Yazar и сар., 2004; Kumar и сар., 2008). Оксидативни стрес, предстaвља статус 

дисбаланса организма, када оксидативни процеси успеју да надвладају 

антиоксидатине механизме заштите. Ово стање може бити један од главних 

фактора у патогенези разних обољења респираторног тракта. Реактиве 

кисеоничне врсте јесу нестабилни молекули који садрже кисеоник и способни су 

да реагују са другим молекулима као акцептори електрона или водоника. Они 

настају као производ нормалног метаболизма ћелије и имају значајну улогу у 

преношењу ћелијских сигнала и хомеостази (Park и сар., 2009). Резултат 

прекомерне производње реактивних кисеоничних врста доводи до оксидативног 

стреса. Овај статус диcбаласна оксиданата и антиоксиданата може проузроковати 
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поремећај оксидације протеина, ДНК и липида. Плућа су нарочито осетљива на 

оксидивни стрес. Оксидативни стрес може довести до запаљења респираторних 

путева (активацијом транскрипционих фактора - нуклеарни фактор-капа В и 

активног протеина-1) што доводи до даљег развоја оксидативног стреса (Olveira и 

сар., 2013).  

        Малондиалдехид (MDA) настаје оксидативном разградњом, као производ 

реактивних кисеоничних врста и представља индикатор липидне пероксидације 

(Neilsen и сар., 1997). Глутатион пероксидаза катализује глутатион зависну 

редукцију водоник пероксида или липидне пероксиде (Chan и сар., 1994). 

Тилмикозин смањује активност или синтезу срчане супероксид дизмутазе и 

глутатион пероксидазе и не доводи до липидне пероксидације у срцу (Yazar и 

сар., 2002). Међутим, у једном истраживању, показано је да при вишим дозама, 

тилмикозин статистички значајно повећава концентрацију малондиалдехида и 

глутатиона у јетри. С обзиром да се макролидни антибиотици метаболишу у 

јетри, постоји могућност да је током спровођења овог огледа, тилмикозин 

достигао високе концентрације у јетри, изазвао одређена оштећења и довео до 

пораста наведених ензима (Yazar и сар., 2004). Недавно истраживање са 

азитромицином указује да азитромицин у дози од 5,6 mg/kg и 11,2 mg/kg значајно 

смањује активност супероксид дисмутазе и каталазе, као и активност глутатион-S-

трансферазе у јетри пацова. Том приликом забележен је значајан пораст 

концентрације малондиалдехида јетре, продукта липидне пероксидације, као и 

смањење концентрације глутатиона, важног антиоксиданта у организму (Olayinka 

и сар., 2013).  

 

2.2.1. Нежељена дејства тулатромицина 

 

        Поред антимикробног дејства, тулатромицин поседује и антиинфламаторне и 

имуномодулаторне особине. Он поспешује апоптозу неутрофилних гранулоцита 

активацијом каспазе-3 и смањује акумулацију леукотријена B4 у плућима 

инфицираних животиња (Fischer и сар., 2011). Резултати истраживања указују да 

тулатромицин инхибира секрецију CXCL-8 и индукује каспаза-3-зависну 

апоптозу неутрофилних гранулоцита и њихову фагоцитозу од стране макрофага 
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код говеда, што даље доводи до потпуне резолуције оштећеног ткива и 

спречавања развоја хроничног запаљења (Fischer и сар., 2013).   

        Токсичност тулатромицин је умерена, јер он може да доводе до умерених 

гастроинтестиналних поремећаја и одређених патоморфолошких промена на 

унутрашњим органима циљних врста, свиња и говеда (ЕМЕА, 2005).  

        Ређи нежељени ефекти макролида су хепатотоксичност, ототоксичност и 

кардиотоксичност (Anadon и сар., 1999; Аbu-Gharbieh и сар., 2004). 

Кардиотоксичност је доказана и приликом примене тулатромицина у дозама које 

су више пута веће од терапијске. Тако тулатромицин апликован у дозама 5 и 6 

пута већим од терапијске доводи до мултифокалних дегенаративних промена на 

миокарду. Подаци указују да дозе веће од 10 mg/kg телесне масе доводе до 

значајног повећања креатин фосфокиназе и лактат дехидрогеназе код телади 

(ЕМЕА, 2004). Такође је показано да доза од 10 mg/kg телесне масе доводи до 

значајног повећања концентрације серумског тропонина I (ТnI) и изоензимске 

форме креатин киназе (CK-MB), специфичних маркера оштећења срца код кунића 

(Er и сар., 2011), док доза од 12,5 mg/kg и 25 mg/kg доводи до значајног повећања 

концентрације креатин киназе код коза (Washburn и сар., 2007; Clothier и сар., 

2010). Кардиотоксичност тулатромицина вероватно настаје услед блокаде К+ 

канала у срцу (Er и сар., 2011). 

         Утврђено је да тулатромицин доводи до иритиса, реверзибилног 

конјуктивитиса и непрозирности рожњаче код кунића, па се сматра окуларним 

иритантом код ове врсте животиња (ЕМЕА, 2004). 

         Показано је да оброци у које је додат тулатромицин у дозама 2, 6 и 10 већим 

од терапијске, доводе до значајног повећања концентрације аспартат 

аминотрансферазе, алкалне аминотрансферазе, алкалне фосфатазе, гама-глутамил 

трансферазе, албумина, уреје, натријума и фосфора у крви код прасади. Како се 

вредности наведених параметара враћају на нормалне две недеље након третмана, 

закључено је да тулатромицин примењен у наведеним дозама доводи до благог 

оштећења функције јетре. Наведене дозе такође су довеле до повећања телесне 

масе и телесне температуре третираних животиња (Zhihui Hao и сар., 2012). 

Токсиколошка истраживања на пацовима показала су да тулатромицин примењен 
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у високим дозама доводи до значаног смањења уноса хране, прираста и телесне 

масе (ЕМЕА, 2004). 

         Тулатромицин може да изазове оксидативни  стрес и поремећајe 

коагулације, јер доводи до повећања малондиалдехида, оксида нитрата, 

супероксид дисмутазе и креатин киназе (CK-MB), али и до смањења 

концентрације  антитромбина III (AT) код кунића, у дози која је четири пута већа 

од терапијске (Er и сар., 2011). 

        Генотоксични потенцијал тулатромицина испитиван је различитим in vivo 

(микронуклеус тест на пацовима) и in vitro тестовима (Ејмсов тест, тест генских 

мутација на HGPRT локусу CHO ћелија, тест хромозомских аберација на хуманим 

лимфоцитима). Резулати досадашњих анализа углавном указују да тулатромицин 

није генотоксичан (ЕМЕА, 2004). Међутим, праћењем садржаја ДНК у ћелијама, 

применом проточне цитометрије ради евалуације генотоксичности, Washburn и 

сар. (2007) показали су да тулатромицин апликован у дози 10 пута већој од 

терапијске код коза доводи до одређених оштећења ДНК. Резултати до којих се 

дошло указују да би тулатромицин могао да има евентуалне генотоксичне 

ефеката. 

 

2.3. Значај тестирања лекова на генотоксичност 

 

         Широм света одговарајуће организације за безбедност лекова и медицинских 

средстава прописале су процедуре о начину регистрације лекова, којима је 

обухваћена и испитивања како њиховог генотоксичног потенцијала, тако и 

њихових метаболита. Преклиничка испитивања спроводе се ради добијања 

основних сазнања о токсиколошком профилу нових лекова. Токсиколошки 

подаци користе се за оцену безбедности нових лекова пре изласка на тржиште, 

како би се предвидели потенцијални ризици њихове примене (Jеna и сар., 2002). 

Данас није могуће регистровати нови лек без података о њиховој мутагености 

(Cartwright и сар., 1994).  

         Континуирано се спроводе бројне токсиколошке евалуације како би се 

утврдила безбедност присутних резидуа ветеринарских лекова у храни за људе, 

које укључују и утврђивање могуће опасности од генотоксичног дејства лекова. 
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Многи, мада не сви, канцерогени су истовремено и мутагени, док се сви мутагени 

агенси могу сматрати канцерогеним обзиром да делују на нивоу промоције 

канцерогенезе. Многе супстанце које доводе до токсичних ефеката или изазивају 

репродуктивне поремећаје, такође испољавају генотоксичне ефекте (ЕМЕА, 

2013). 

        Према водичима за оцену генотоксичног потенцијала лекова који се користе 

у ветеринарској медицини, препоручује се употреба три врсте тестова: (1) тест 

реверзних мутација на бактеријама, (2) цитогенетички тестови којима се утврђују 

оштећења хромозома (in vitro на лимфоцитима сисара или in vitro микронуклеус 

тест на пацовима) или in vitro тест генских мутација tk локуса на ћелијама миша и 

(3) in vivo цитогенетички тест на ћелијама костне сржи глодара (ЕМЕА, 2013). У 

већини случајева, предложени тестови су адекватни за оцену генотоксичности 

нових лекова. Међутим, у ретким случајевима, ови тестови нису довољни па се 

јавља потреба за даљим истраживањима. Водичи за оцену генотоксичног 

потенцијала лекова не искључују употребу нових метода и охрабрују развој нових 

система и њихову употребу када снажни научни докази подржавају налазе (Jеna и 

сар., 2002). Коришћење нових метода довешће до повећања осетљивости и 

специфичности постојећих тест протокола. 

        Комет тест (гел електрофореза појединачних ћелија) представља релативно 

нову,  једноставу и осетљиву методу за детекцију и евалуацију оштећења ДНК 

(Speit и Rothfuss, 2012). Ова метода, има одређене предности у одноду на друге 

генотоксиколошке методе: веома је осетљив јер омогућава детекцију ниског 

степена оштећења ДНК, захтева мали број ћелија по узорку и малу количину тест 

супстанце, флексибилна је, релативно јефтина, лака за извођење и релативно брза 

(Tice и сар., 2000). Комет тест спада у индикатор тестове (насупрот тестовима на 

мутагеност), јер детектује  оштећења ДНК која могу даље довести до мутација 

(Brendler-Schwaab и сар., 2005).  

         Kao што је раније поменуто, евалуација генотоксичног потенцијала 

тулатромицина испитивана је различитим тестовима и резултати  су показали  да 

он није генотоксичан (ЕМЕА, 2004). Међутим, како су Washburn и сар. показали 

да тулатромицин примењен у дози 10 пута већој од терапијске код коза доводи до 

одређених оштећења ДНК, и како је потврђено да тулатромицин може изазвати 
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оксидативни стрес (Er и сар., 2011) сматрали смо да би било значајно његово 

тестирање на генотоксичност применом алкалне верзије комет теста (Singh и сар., 

1988; Speit и Rothfuss, 2012). Тиме би се стекао увид у могућност стварања 

примарних оштећења ДНК.  

 

2.4. Реактивне кисеоничне врсте, оксидативна оштећења ДНК и могуће 

последице 

 

        Оксидативни стрес се сматра узроком старења и патолошке смрти ћелије 

(Covarrubias и сар., 2008). Оксидативни стрес, предстaвља дисбаланс у организму, 

при чему оксидативни процеси успевају да надвладају антиоксидативне 

механизме заштите. Ово стање може бити један од главних фактора у патогенези 

разних обољења. Реактивне кисеоничне врсте настају као производ нормалног 

метаболизма ћелије и имају значајну улогу у преношењу ћелијских сигнала и 

хомеостази (Park и сар., 2009). Резултат прекомерне производње реактивних 

кисеоничних врста доводи до оксидативног стреса. Овај статус диcбаласна 

оксиданата и антиоксиданата, може проузроковати поремећај оксидације 

протеина, ДНК и липида (Olveira и сар., 2013).   

         Назив реактивне кисеоничне врсте (ROS - Reactive oxygen species) односи се 

на све молекуле и слободне радикале који воде порекло од молекулског 

кисеоника. Редукцијом кисеоника настају релативно стабилни молекули. Од 

једног редукционог електрона настаје супероксид-анјон који је прекурсор веће 

реактивних врста кисеоника. Осим супероксида, водоник-пероксида и 

хидроксилног радикала, постоје и нарочите реактивне кисеоничне врсте са 

биолошким ефектима. Такав је на пример азот-оксид, кратко-живећи молекул са 

три електрона, који регулише бројне физиолошке функције (Kuzin и сар., 1996; 

Regulski и сар., 2004). 

         Научници су одавнина били заинтересовани за улогу реактивних 

кисеоничних врста у процесу оштећења ткива. Познато је да ова једињења могу да 

оштете ДНК, ензиме и структурне протеине, јер могу да реагују директно са 

њиховим сулфхидрилним групама, али такође могу да подстакну неконтролисани 

ланац реакција, као што је пероксидација липида или реакције аутооксидације 
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(Herington, 1986; Halliwell и сар., 1994; Bijlani, 1995; Kamagai и сар., 1997). 

Пероксидација липида мембране доводи до нарушавања њеног интегритета (Vliet 

и сар., 1992). 

         Реактивне кисеоничне врсте настају као неизбежни споредни производи 

аеробног дисања и различитих катаболичких и анаболичких процеса (Halliwell, 

1991).  

 

 

 
Слика 2. Местa у ћелији где настају реактивни кисеоничне врсте 

(преузето од Covarrubias и сар., 2008) 
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        Реактивне кисеоничне врсте настају у митохондријама, ендоплазматском 

ретикулуму и пероксизомима, директно из кисеоника, посредством ензима 

NADPH–оксидазе (слика 2), главне фамилије ензима чија је каталитичка 

субјединица кодирана Nox1-5 и Duox1–2 генима. Мада је ова активност 

иницијално утврђена током фагоцитозе, сада се зна да су ови ензими широко 

распрострањени у бројним ткивима (Lambeth, 2004). 

         Ниво реактивних кисеоничних врста није само одређен количином и 

брзином њихове продукције, већ и степеном деградације или инактивације. 

Ензимски и неензимски антиоксиданси су одговор ћелије на ефекте реактивних 

кисеоничних врста (Covarrubias и сар., 2008). Ензимски антиоксиданси су 

супероксид-дисмутазе, које преводе супероксидни радикал до водоник пероксида 

и кисеоника (Maier и сар., 2002), као и каталаза и пероксидазе, које преводе 

водоник пероксид у воду (O’Brien, 2000: Kirkman и сар., 2007). Најпознатији 

неензимски антиоксиданси у организу су глутатион и тиоредоксин (Wu и сар., 

2004; Holmgren и сар., 2005). Редукцијом тиола протеина, смањује се 

интрецелуларно редокс стање у ћелијама сисара (Nakamura, 2005). 

        Извршен је велики број истаживања механиза оксидативног оштећења ДНК. 

Степен ових оштећења у највећој мери зависи од тога која реактивна кисеонична 

врста је укључена, од места њеног настанка и присуства јона метала. Показало се 

да је хидроксил радикал (•OH), као најреактивнија врста, најзначајнији оксидант 

одговоран за оштећења ДНК. Он регује са ДНК везујући се за двоструку везу ДНК 

база или одузимањем једног атома водоника из метил групе тимина и сваке C-H 

везе 2'-деоксирибозе (Cooke и сар., 2003). Реакцијама пуриских и пиримидинских 

база настају бројни  продукти ДНК, и ове модификоване базе установљене су in 

vitro експериментима на ДНК сисарских ћелија након излагања реактивним 

врстама кисеоника (Dizdaroglu, 1998). Поред наведених оксидативних оштећења, 
•OH може реаговати са шећерно-фосфатном окосницом молекула ДНК и довести 

до настанка апуринских места као последица уклањања базе. На овај начин 

настају једночлани и двочлани прекиди ДНК молекула. Једночлани прекиди могу 

се показати мутагеним, али и смртоносним за ћелију (Friedberg и сар., 1995) Од 

нарочите важности је механизам уклањања оксидативних оштећења ДНК који 

подразумева исецање модификованих база, укључујући уклањање појединачних 
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оштећења гликозилазним дејством, и уклањање оштећених олигонуклеотида, 

исецањем нуклеотида (Cooke и сар., 2003).  

         Једна од најважнијих последица оксидативног оштећења ДНК је настанак 

мутација, односно наследних промена молекула ДНК које представљају почетни 

корак у процесу канцерогенезе. Повећан ниво оксидативних оштећења ДНК 

забележен је у бројним туморима.  

         Оксидативна оштећења ДНК доводе се у везу не само са канцером већ и са 

другим обољењима. Тако у патогенези неуродегенеративних стања код људи, као 

што су Алцхајмерова и Паркинсонова болест, важну улогу има оксидативни стрес 

у својој патогенези, тј. пораст оксидације липида и протеина, а у нешто мањем 

степену и пораст нивоа оксидативних оштећења ДНК (Mecocci и сар., 1998; Smith 

и сар., 2000).  Тренутно најактивна теорија као разлог старења истиче акумулацију 

оштећења у молекулима ДНК и смањен капацитет репарације тих оштећења, а као 

резултат тих процеса губитак фунционалности ћелије што може даље евентуално 

довести до њене смрти. Настанак реактивних кисеоничних врста и њихов циљани 

ефекат на ДНК, који подразумева њено оштећење, уско је повезан са стрењем и 

поремећајима који су везани за овај процес (Kalluri, 2009). 

         Постоје бројни докази о вези између запаљењских процеса и оксидативног 

стреса (Cooke и сар., 2003), а забележена је и веза између кардиоваскуларних 

болести и оксидативних оштећења ДНК (Collins и сар., 1998). 

        Очекује се да утврђивање тачне улоге оксидативних оштећења ДНК у 

патогенези одређених болести, омогући проналазак механизма исправке тих 

оштећења, што би помогло у превенцији и терапији обољења.  

 

2.5. Улога комет теста у детекцији и евалуацији оштећења ДНК 

 

        Комет тест (гел електрофореза појединачних ћелија) представља,  једноставу, 

осетљиву, квантитативну технику за детекцију и евалуацију оштећења ДНК 

(Collins, 2004; Speit и Rothfuss, 2012). Основни принцип комет теста је откривање 

и кантификација оштећења ДНК праћењем миграције денатурисаних ДНК 

фрагмената кроз агарозни гел ка аноди током електрофорезе (Collins, 2004). Комет 

тест су развили Ostling и Johason 1984. године, као тест за евалуацију ДНК 
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оштећења на нивоу појединачних ћелија. Singh и сарадници су 1988. године 

модификовали првобитну методу, увођењем алкалних услова (pH > 13)  током 

процеса електрофорезе. При овим условима, повећање миграције ДНК је у вези са 

порастом једноланчаних прекида, а што се опет доводи у везу са некомлетним 

исецањем делова који су за поправку и алкално лабилним местима. Алкални 

комет тест омогућава детекцију како једноланчаних, тако и дволанчаних прекида 

ДНК,  алкално лабилних места, ДНК-ДНК/ДНК-протеин укрштених веза и ДНК 

прекида који су у вези са некомплетним местима поправке (Błasiak, 2001; Liao и 

сар., 2009; Kang и сар., 2013).   

         Као што је већ поменуто, принцип комет тестa заснован је на праћењу 

миграције ДНК фрагмената кроз агарозни гел. Ћелије које су претходно изложене 

супстанци која се испитује, мешају се са 1 % раствором агарозе са ниском тачком 

топљења и наносе на предметне плочице препокривене слојем 1% агарозе са 

нормалном тачком топљења. Плочице се затим потапају у хладни алкални 

лизирајући раствор са високом концентрацијом соли и детерџената како би се 

дезинтегрисале биолошке мембране и ослободила једарна ДНК. Лизирање се 

врши најчешће током целе ноћи. Након лизирања плочице се смештају у кадицу 

за хоризонталну гел електрофорезу и потапају у хладни пуфер (pH > 13), да би се 

извршила денатурација ДНК, односно одмотавање ланаца ДНК (енгл. DNA 

unwinding). После денатурације обавља се електрофореза (најчешће на 25 V и 300 

mA). Временско трајање електрофорезе варира у зависности од типа ћелија, 

обично износи 20-30 мин. По завршетку електрофорезе врши се неутрализација 

алкалија и на крају бојење флуоресцентном бојом (нпр. етидијум бромид, Syber 

green итд.) ради визуелизације комета. Евалуација оштећења ДНК врши се 

прегледом плочица на флуоресцентном микроскопу. Степен оштећења ДНК 

директно је пропорционалан  величини репа комете, односно количини фрагмента 

ДНК у репу, а обрнуто пропорционалан степену настанка ДНК укрштених веза 

(Singh и сар., 1988; Ashby и сра., 1995; Collins, 2004; Kang и сар., 2013). 
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2.5.1. Примена антиоксиданаса у комет тесту 

 

         У циљу бољег размевања механизма генотоксичности различитих супстанце 

и са циљем повећања специфичности самог теста, приликом извођења комет теста 

може се применити котретман ћелија са антиоксидансима (Vincy и сар., 2005; 

Radakovic и сар., 2013). На овај начин, може се утврдити да ли оштећења ДНК, 

након третмана са одређеном супстанцом, настају услед оксидативног стреса, 

односно услед стварања реактивних кисеоничних и азотових врста и њихове 

реакције са ДНК молекулом. Антиоксиданси изазивају дозно-зависну редукцију 

оксидативних оштећења ДНК (Noroozi и сар., 1998). 

       У овом истраживању као антиоксиданс коришћена је каталаза. Каталаза је 

ензим присутан у свим организмима и органима, а њена активност се обично 

региструје у митохондријама, лизозомима и пероксизомима (Alberts и сар., 2002; 

Chelikani и сар., 2004). Каталаза у ћелији има улогу да  разлаже водоник пероксид, 

штетан споредни производ нормалих метаболичких процеса, до молекула воде и 

кисеоника, и на тај начин превенира стварање веома реактивног хидроксил 

радикала (Gaetani и сар., 1996). Као последица недовољне функције може доћи до 

формирања ковалентно модификованих база у ДНК (ДНК адукти), као што је 8-

хидроски-2’-деоксигуанозин (8-OНdG) и повећања производње водоник 

пероксида који може да изазве апоптозу (Zunino и сар., 2001; Bai и Cederbaum 

2003; Saadatzadeh и сар., 2004). Бројна истраживања показала су да каталаза 

својим антиоксидативним дејством доприноси смањењу оксидативних оштећења 

ДНК (Djelić и Anderson, 2003; Diaz-Llera и сар., 2002 Hook и сар., 2004; Radakovic 

и сар., 2013; Al-Jumaily и Al-Safar, 2014) 

         Како је показано да тулатромицин може да изазове оксидативни  стрес, 

самим тим и потенцијална оксидативна оштећења ДНК, у овом испитивању је 

ензим каталаза примењен као антиоксиданс за боље разумевање механизма 

претпостављеног генотоксичног дејства овог лека. 
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2.5.2. Примена инхибитора репарације приликом извођења комет теста 

 

         Карактеристика комет теста да може да детектује веома низак степен 

оштећења ДНК може бити знатно побољшана увођењем инхибитора репарације 

ДНК, као што су хидроксиуреа (HU) и цитозин арабинозид (Ara C). Хидроксиуреа 

смањује стварање дезоксирибонуклеотида преко инхибиције рибонуклеотид 

редуктазе (Ho и сар., 2006), док је цитозин арабинозид антиметаболит који омета 

синтезу ДНК услед инхибиције ДНК полимеразе, РНК полимеразе и нуклеотид 

редуктазе. На овај начин значајно се повећава осетљивост комет теста. Увођењем 

инхибитора омогућава се откривање ширег опсега генетичких оштећења и 

потенцијала различитих супстанци да изазову оваква оштећења (Andreoli и сар., 

1999; Horvathova и сар., 1999; Speit и сар., 2008; Kawaquchi и сар., 2010).  

         Репликацију ДНК омогућава ензим ДНК полимераза. Ara C је аналог 

цитозина. Он се од њега разликује присуством једне хидроксилне групе на 2’ 

позицији. Ara C је специфични инхибитор синтезе ДНК. Блокира репарацију 

њених оштећених молекула тако што инхибира РНК полимеразе, нуклеотид 

редуктазе и активност ДНК полимеразе у еукариотским ћелијама. ДНК 

полимераза иначе попуњава празнину насталу исецањем нуклеотида или база, али 

је и реверзибилни инхибитор унутар једарне репликације ДНК у еукариотским 

ћелијама. Ara C такође може деловати и индиректно, инсерцијом у регион 

поправке молекула ДНК, што га чини нестабилним за даље деловање ензима 

одговорних за репликацију  (Мihailović, 2000; Speit и сар., 2008). Ефикасност Ara 

C се повећава у присуству HU (Martin и сар., 1999). Показано је да Ara C и HU 

инхибирају ћелијски циклус V79 ћелијске линије, што доводи до заустављања 

ћелија у S фази. Овај ефекат зависио је од времена и концентрације (Speit и сар., 

2008).  

        С обзиом да употреба инхибитора репарације молекула ДНК у комет тесту 

између осталог повећава генотоксични ефекат алкалних једињења (Frankfurt и 

сар., 1993), те да је тулатромицин по својој природи слаба база, налазимо да је 

примена наведених инхибитора у евалуацији генотоксичних ефеката овог лека 

оправдана.  

 



23 

 

2.6. Значај патохистолошког налаза у евалуацији безбедности примене лека 

 

        Евалуација патохистолошких промена насталих применом нових лекова на 

лабораторијским животињама, један је од корака у процесу утврђивања њихове 

безбедности и обавезно се процењује пре прве примене код циљних врста. 

Прелиминарни налази, засновани на хистопатолошкој дијагнози, умногоме 

доприносе развоју нових третмана болести (Greaves и сар., 2004).  

         Током токсиколошких истраживања врши се мониторинг према 

стандардизованој листи хематолошких и биохемијских параметара, са циљем 

утврђивања потенцијалних токсичних ефекта лекова на одређеним органима. 

Потврда било које биолошки и токсиколошки значајне променe између контролне 

и експерименталне групе, узима се у перспективи у разматрање. Мада је некада 

тешко успоставити везу између клиничких и патохистолошких налаза, 

патохистолошке промене су пресудне уколико се подаци правилно процењују 

(James, 1993). 

       Нежељени ефекти подразумевају промене у морфологији, физиологији, расту, 

развоју, репродукцији и животном веку ћелије, организма или система, што даље 

доводи до функционалног оштећења, оштећења способности ћелије да компензује 

додатни стрес или повећања осетљивости на друге утицаје (Keller и сар. 2012). 

        Патохистолошке промене настале дејством неког лека могу бити 

реверзибилне или иреверзибилне. Уколико неклиничка истраживања покажу да су 

промене реверзибилне, даље се испитује која би то највећа доза лека могла 

обезбедити његову безбедну клиничку примену (Rosenfeldt и сар. 2010). Уколико 

истраживања, спроведена на животињским врстама које нису крајњи корисници 

лека, покажу да су промене иреверзибилне, онда се мора повећати почетна доза у 

клиничком испитивању леку на циљној врсти (FDA, 2005).  

        Истраживањима на лабораторијским животињама не могу се утврдити сва 

нежељена дејства лекова (Olsen и сар., 2000). Поклапања варирају за различита 

ткива и органе, па се свака патолошка промена настала услед примене лека код 

лабораторијских животиња, анализира као посебан случај у погледу њене 

повезаности са клиничком применом тог лека. Ипак, патохистолошки налаз је од 

изузетне важности и сматра се најосетљивијом техником при процени нежељених 
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ефеката лекова на појединим органим и органским системима (Takayama и сар., 

1995). 

         Пре пуштања у промет хуманих и ветеринарских лекова примењују се исти 

принципи у циљу утврђивања безбедности њихове примене код циљне 

животињске врсте. Такође се врше истраживања утицаја лека на околину и 

истраживања безбедности ветеринарског лека по људе као крајње конзументе 

производа анималног порекла. Пошто се налаз патохистолошких промена 

насталих услед деловања лека на лабораторијске животиње мора екстраполирати 

на бројне животињске врсте, истраживања често морају бити допуњена и 

патохистолошким налазом након примене вишеструких терапијских доза код 

циљних животиња (Woodward KN., 2005).   
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3. ЦИЉ И ЗАДАЦИ  

 

          С обзиром да постоје експериментални налази који указују да тулатромицин 

може да изазове оксидативни стрес, циљ овог истраживања је да се укаже на 

могућност настанка примарних оштећења ДНК под његовим дејством применом 

алкалне верзије комет теста. Имајући у виду високу сензитивност комет теста, 

било би значајно упоредити добијене резултате са до сада обављеним 

генотоксиколошким испитивањима тулатромицина.  

            Због већ описаних кардиотоксичних и хепатотоксичних ефекта 

тулатромицина и недовољно података из литературе, други циљ истраживања је 

да се испитају потенцијалне патоморфолошке промене на унутрашњим органима 

(јетра, бубрези, плућа, срце и тестиси). 

         Задаци ове докторске дисертације дефинисани су на следећи начин: 

 евалуација степена оштећења ДНК на изолованим лимфоцитима пацова 

третираних тулатромицином у распону концентрација од 1 μМ  до100 μМ 

применом in vitro комет теста, 

 индиректно утврђивање механизма потенцијалних генотоксичних ефеката 

тулатромицина применом антиоксиданса (каталаза), 

 утврђивање могућег повећаног испољавања оштећења ДНК у присуству 

инхибитора   репарације (хидроксиуреа и цитозин арабинозид), 

 утврђивање карактера и степена патоморфолошких промена у органима 

(јетра, бубрег, срце, тестиси и плућа) након свакодневне s.c. апликације 

лека током 10 дана у терапијској дози (2,5 mg/ kg) и дозама које су три (7,5 

mg/ kg), десет (25 mg/kg) и тридесет (75 mg/kg) пута веће од терапијске. 
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4. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

        Истраживања су спроведена у два огледа. Први је имао за циљ евалуацију 

генотоксичних ефеката тулатромицина применом in vitro комет теста, док је други 

део истраживања имао за циљ евалуацију патоморфолошких промена након 

свакодневне s.c. примене тулатромицина током 10 дана.  

 

4.1. Генотоксиколошка испитивања 

 

         Генотоксиколошка испитивања oбављена су у Лабораторији за генетику 

животиња, Катедре за биологију, Факултета ветеринарске медицине Универзитета 

у Београду. 

 

4.1.1. Материјал 

 

         Приликом евалуације генотоксичних ефеката, као тест супстанца, коришћен 

је лек тулатромицин (Draxxin®, Pfizer Animal Healh, Kikland, QC). Као позитивна 

контрола коришћен је водоник пероксид (Galafarm, Скопље, Македонија), а 

негативна контрола је био раствор PBS (Торлак, Београд, Србија). 

         За изолацију лимфоцита коришћен је: RPMI 1640 медијум са додатком L-  

глутамата и HEPES-а (PAA Laboratories GmbH), Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healtcare 

Biosciences AB, Шведска) и натријум-хлорид (Галеника, Београд, Србија). 

         За комет тест коришћене су следеће хемикалије: агароза нормалне тачке 

топљења (NMPA) (CAS no 9012-36-6), агароза ниске тачке топљења (LMPA) (CAS 

No 39346-81-1), EDTA (CAS No 6381-92-6), натријум-хлорид (CAS No 7647-14-5), 

Tris (хирдоксиметил-аминометан) (CAS No 77-86-1), каталаза из говеђе јетре 

(CAS No 9001-05-2), хидроксиуреа (CAS No 127-07-1) и цитозин-арабинозид (CAS 

No 147- 94-4). Све наведене хемикалије су од произвођача Sigma Chemical Co., St. 

Louis, САД. Такође су коришћени: диметил-сулфоксид (DMSO) и натријум-

хидрокид (Merck KGaA, Darmstadt, Немачка), triton X–100 Plus One (Amersham 

Biosciences, Шведска), и етидијум-бромид за визуелизацију комета (20 μg/mL) 

(Serva, Heidelberg, Немачка). 
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4.1.2. Изолација лимфоцита пацова и третман 

 

        За потребе истраживања коришћена је периферна венска крв Wistar пацова. 

Животиње су уведене у општу анестезију (интраперитонеално 0.5 mg/kg 

медетомидин + 60-70 mg кетамина) за чије време је праћено њихово опште стање, 

а затим су узети узорци крви у количини од 4 mL по животињи. За потребе 

истраживања коришћена су укупно 11 пацова, по 4 за истраживање са 

тулатромицином и експеримент са и без инибитора репарације и 3 пацова за 

експеримент са каталазом. Из узорака хепаринизоване крви лимфоцити су 

изоловани на следећи начин: раслојавање фикола (Ficoll-PaqueTM Plus), 

центрифугирање на 1900 rpm током 15 минута, затим формирање лимфоцитног 

прстена, прикупљање ћелија и њихово ресуспендовање два пута у RPMI 1640 

медијуму. Између испирања обављено је центрифугирање на 1800 rpm током 10 

минута. На крају, супернатант је пажљиво уклоњен, а талог ресуспендован у 

RPMI 1640 медијуму. 

        При евалуацији степена оштећења ДНК под утицајем тулатромицина 

коришћено је седам експерименталних концентрација у распону од 1 μМ до 100 

μМ. Три концентрације тулатромицина (5, 20 и 50 μМ) при којима се јавља 

вијабилност ћелија преко 90% употребљене су за даља испитивања. Да би се 

повећа сензитивност комет теста, изоловани лимфоцити пацова инкубирани су на 

37°С током 30 минута са одабраним концентрацијама тулатромицина 5, 20 и 50 

μМ и инхибиторима репарације цитозин арабинозом (AraC) у концентрацији од 40 

μМ  и хидроксиуреом (HU) у концентрацији од 4000 μМ. Овим је обављен 

заједнички третман лимфоцита са појединачним концентрацијама тулатромицина 

и инхибиторима репарације.  

        Такође је испитиван ефекат тулатромицина у концентрацији од 100 μМ у 

присуству антиоксиданса каталазе (CAT) примењене у две различите 

концентрације (100 IU/mL и 500 IU/mL). Изоловани лимфоцити третирани су 

одабраном концентрацијама тулатромицина и каталазе на 37°С током 30 минута. 
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4.1.3. Одређивање броја и вијабилности ћелија 

 

        Процена вијабилности ћелија и бројање ћелија обављени су „Trypan Blue“ у 

хемоцитометру. Ћелијска суспензија запремине 20 µL помешана је са 20 µL 0.4% 

боје трипан плаво и инкубирана на собној температури током 5 минута. Овом 

обојеном суспензијом ћелија (10 µL) попуњена је Нојбауерова комора (Neubauer). 

Бројање ћелија обављено је под светлосним микроскопом (Olympus, CX-21 - 

Olympus Corporation, Јапан) на увећању 40X. Да би се избегли цитотоксични 

артефакти у тесту, неопходно је да најмање 70% ћелија буде вијабилно како би 

комет тест био валидан (Henderson и сар., 1998). 

 

4.1.4. In vitro комет тест 

 

            У овом испитивању урађен је базни комет тест (Singh и сар, 1988; Tice и 

сар., 2000) уз незнатне модификације. Микроскопске плочице су премазане 1% 

агарозом нормалне тачке топљења и остављене на собној температури 48 сати да 

се осуше. Суспензије лимфоцита пацова инкубиране су у раствору PBS са 

различитим концентрацијама тест супстанци (табела 1). По третману ћелија 

прешли смо у тамну просторију како би се спречили додатно оштећење ДНК под 

утицајем UV зрачења.  Суспензије ћелија центрифугиране су на 2000 rpm током 5 

минута, чиме је добијен ћелијски талог који је даље измешан са једнаком 

количином 1% агарозе ниске тачке топљења и наношен на претходно 

припремљене плочице. Плочице су затим  остављене 4°С током 5 минута, да би 

агарозни слој очврснуо, након чега је наношен трећи слој агарозе (0.5% агароза 

ниске тачке топљења). Након полимеризације гела, плочице су потапане у 

лизирајући раствор (2.5 М NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton  X-100, 

10% DMSO, pH 10) и остављене преко ноћи на температури од 4°С. Сутрадан, 

плочице су слагане у кадицу за хоризонталну гел електрофорезу и потапају у 

хладни алкални (pH ≥ 13) електрофоретски пуфер (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) 

да би се омогућила денатурација ДНК у трајању од 30 мин. Електрофореза је 

обављана у трајању од 30 минута, при напону од 25 V и јачини струје од 300 mA. 

По завршетку електрофорезе плочице су испиране три пута по 5 минута са 
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неутралишућим раствором (0,4 M Tris база, pH 7.5). Затим су дехидратисане у 

ледено хладном метанолу, осушене у трајању од 20 мин. на температури од 55 до 

60°С и одлагане на суво место до анализе комета. Ради визуелизације ћелија, 

осушене плочице су потапане у ледено хладну дестиловану воду током 15 минута, 

а затим обојене са 50 µL етидијум-бромидом (20 μg/mL по плочици).  

 

Табела 1. Тестиране концетрације тулатромицина и одговарајуће дозе  

Супстанце Концентрације 
(µΜ) 

Концентрације 
(mg/kg) 

У односу на 
терапијску дозу 
(која износи 2.5 

mg/kg ТМ)  
 

Негативна контрола,  PBS / / / 

Тулатромицин 1 0.806 0.3224 

 2 1.61 0.644 

 5 4.03 1.612 

 10 8.06 3.224 

 20 16.12 6.448 

 50 40.3 16.12 

 100 80.6 32.24 

 

4.1.5. Анализа података 

 

        Евалуација оштећења молекула ДНК обављена је мануелно, под светлосним 

микроскопом (Zeiss AXIO Imager.M1 - Carl Zeiss Hamburg, Немачка) на увећању 

400×, коришћењем флуоресцентне светлости. За узорак сваког пацова и за сваку 

појединачну концентрацију анализирано је по 100 насумично одабраних ћелија. 

         Вредновање оштећења ДНК обављено је према Collins-у 2002. Ћелије су 

сврставане визуелно у пет класа (слика 3.) у складу са степеном оштећења ДНК, 

односно величином репа комете: (А) без миграције тј. оштећења, <5%, (В) слаба 

миграција тј. низак ниво оштећења, 5–20%, (С) средња миграција тј. средњи ниво 

оштећења, 20–40%, (D) висока миграција тј. висок ниво оштећења, 40-95% и (Е) 

опсежна миграција тј. потпуно оштећење, >95%. Да би се олакшала даља 
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манипулација и сама обрада података, вредност ДНК оштећења израчуната је и 

изражена као TCS (енг. total comet scores), при чему је  

 

TCS = 0 × A + 1 × B + 2 × C + 3 × D + 4 × E. 

 

Према томе, као што се види из ове формуле нумеричка вредност TCS креће 

се у распону 0 < TCS < 400. 

 

 
Слика 3. Различити степени ДНК оштећења на лифоцитима пацова у комет тесту 

а. ћелије без оштећења, b. слабо оштећене ћелије, c. средње оштећење, d. високо 

оштећене ћелије, е. тотално оштећене ћелије  

 

4.1.6. Статистичка обрада података комет теста 

 

        Хипотезе о једнакости ефеката различитих третмана на TCS добијених у 

комет тесту провераване су поређењем средњих вредности. Између 

алтерантивних метода за испитивање разлика просечних вредности изршен је 

избор у складу са вредностима коефицијента варијације. Као групни тест, у 

случају хомогених података у узорцима (cv<30%) коришћен је параметријски 

модел, метода анализа варијансе, а у случају хетерогених података (cv >30%) 

непараметријски Kruskal Wallis-oв тест. Тестирање разлике две средње вредности 
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у случају хомогених података у узорцима (cv <30%) извршено је Tukey-евим 

тестом, док је у случају хетерогених подата (cv >30%)  примењен Mann-Whitney-

eв U-тест. Статистичка анализа резулата добијених извођењем комет теста 

спроведена је употребом статистичког софтвера STATISTICA v.6. 

 

4.2. Животиње и експериментални дизајн 

 

        Истраживање је спроведено на 60 пацова мушког пола, соја Wistar (пореклом 

са фарме експерименталних животиња Војно-медицинске академије), старости 2-3 

месеца, телесне масе 200-300 г. Могући токсични ефекти тулатромицина 

(Draxxin®, Pfizer Animal Healh, Kikland, QC) испитивани су на основу 

патоморфолошких промена на унутрашњим органима (јетра, плућа, тестиси, 

бубрези, срце) третираних животиња. Пацови су били подељени у 6 група са по 10 

јединки и држани у кавезном групном систему Лабораторије за смештај 

животиња, Катедре за фармакологију и токсикологију, Факултета ветеринарске 

медицине, под сталним надзором дипломираног ветеринара. Животиње су 

боравиле у виваријуму са природном светлошћу, температуром од 18º до 24ºС и 

релативном влагом ваздуха 50% - 70 %. Четири експерименталне групе животиња 

добијале су свакодневно током десет дана тулатромицин s.c. у различитим дозама: 

терапијској дози  од 2,5 mg/kg – група Е1, дози од 7,5 mg/kg – група Е2, дози од 25 

mg/kg – група Е3 и дози од 75 mg/kg – група Е4. Пета група је контролна 

експериментална група која је примала растварач лека (пропилен гликол) у дози 

од  2,5 mg/kg – група Ке, а шеста група је била нетретирана, апсолутна контролна 

група - Ка. Након десет дана свакодневне апликације лека, половина животиња из 

сваке групе била је хумано жртвована (i.v. 100-150 mg пентобарбитона). 

Четрнаест дана након завршетка огледа жртвоване су преостале животиње, за које 

време се очекивало да ће доћи до евентуалних репарација могућих оштећења на 

унутрашњим органима који су испитивани. Током целог огледа, животињама био 

омогућен слободан приступ храни и води (ad libitum).  
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4.3. Патохистолошка анализа 

 

        Десетог дана огледа, и 14 дана након завршетка огледа, извршена је 

обдукција и детаљан макроскопски преглед унутрашњих органа жртвованих 

животиња у обдукционој сали Катедре за патолошку морфологију Факултета 

ветеринарске медицине. Узети су узорци ткива срца, јетре, плућа, тестиса и 

бубрега узети су за патохистолошки преглед и фиксирани у 10% пуферизованом 

формалину у трајању од 48 до 72 сата. Даље су процесовани стандардним 

проступком у аутоматском ткивном процесору (дехидрација у серији алкохола, 

просветљавање у ксилолу и импрегнација парафином) и уклопљени у парафинске 

блокове у Лабораторији за патологију исте катедре. Парафински исечци органа 

дебљине 3-5 µм бојени су хематоксилин-еозином (ХE). 

        Евалуација микроскопских промена извршена је светлосним микроскопом 

(Оlympus, BX-51 – Olympus Corporation, Јапан) уз употребу уобичајених 

увеличања објектива (20×, 40×, 100×, 200×, 400×, 600×). 
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                             5. РЕЗУЛТАТИ 

 

5.1. Ефекат тулатромицина на оштећења ДНК у комет тесту 

 

         Утврђена вијабилност лимфоцита третираних тулатромицином била је преко 

90%, чиме су се стекли услови за даља истраживања. Применом комет теста 

извршена је евалуација оштећења ДНК молекула на изолованим лимфоцитима 

пацова који су били изложени широком спректру концентрација тулатромицина 

(1 до 100 µМ). За испитивање осетљивости теста употребљен је водоник пероксид 

(H2O2) у концентрацији од 100 µМ као позитивна контрола, која је при свим 

третманима показала статистички врло значајно оштећење ДНК молекула у 

односу на негативну контролу (PBS). Оштећења ДНК молекула изражена су преко 

TCS вредности.  

        Основни статистички параметри приказани су у табели 2. Вредности TCS 

кретале су се од 1 у негативној контролној групи и ћелијама третираним са 1 µМ и 

10 µМ тулатромицина, до 332 у позитивној контролној групи. Применом 

позитивне контроле, добијене су хомогене вредности TCS (cv=11.13%), док су 

применом осталих третмана вредности TCS биле хетерогене (односно, 

коефицијент варијације кретао се од 33,64 % при третману са тулатромицином у 

концентрацији од 100 µМ до 92,88 % при третману са 20 µМ тулатромицина). С 

обзиром на то, медијана је адекватна средња вредност, па се може закључити да је 

просечна вредност TCS варирала од 5,5 при примени 2 µМ тулатромицина до  

279,5 при примени позитивне контроле. 

            Пошто су резултати добијени у овом експерименту били хетерогени, 

користили смо непраметријски тест. Резултати Kruskal-Wallis-овог теста (H= 

20.73, p= 0.008) показали су да третмани имају статистички врло значајан 

различит ефекат на просечну вредност TCS. Као што показују резултати Mann-

Whitney-евог U теста, то је последица  значајне разлике у ефекту позитивне 

контроле у односу на ефекат негативне контроле и ефекте свих примењених 

концентрација тулатромицина, као и ефекта третмана ћелија са 100 μM 

тулатромицина у односу на негативну контролу и третмана са 5 μM 
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тулатромицина, и значајне разлике између ефеката третмана ћелија са 50 μM 

тулатромицина у односу на негативну контролу (табела 3, графикон 1 и слика 4.).  

Tабела 2. Основни статистички параметри TCS вредности у експерименту са 
различитим концентрацијама тулатромицина (n=4)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Табела 3. Нивои значајности разлика TCS вредности у контролама и третманима 

различитим концентрацијама тулатромицина, на бази Mann-Whitney-евог U теста 

 

Третман 
Tул 
1µM 

Tул 
2µM 

Tул 
5µM 

Tул 
10µM 

Tул 
20µM 

Tул 
50µM 

Tул 
100µM K+ 

K- 0.589 0.476 0.266  0.589 0.471 0.032 0.032 0.032 
T 1µM  0.663 0.384  0.663 0.561 0.059 0.021 0.021 
T 2µM   0.465  0.564 0.767 0.083 0.021 0.021 
T 5µM    ≈1.000 0.766 0.081 0.038 0.020 

T 10µM     0.661 0.083 0.059 0.021 
T 20µM      0.245 0.146 0.020 
T 50µM       0.468 0.021 
T 100µM        0.021 

Третман Медијана Мин.-Макс. 
Доњи 

квартил 
Горњи 

квартил 
Коефицијент 

варијације 

Негативна 
контрола (K-) 

6.00 1.00-6.00 1.00 6.00 66.62 

Ту
ла

тр
ом

иц
ин

 

1 µM 6.00 1.00-8.00 3.00 7.50 58.97 

2 µM 5.50 2.00-9.00 2.50 8.50 63.85 

5 µM 8.50 2.00-11.00 4.00 11.00 58.12 

10 µM                         7.50 1.00-12.00 2.50 11.50 76.49 

20 µM                         7.00 2.00-18.00 2.00 15.00 92.88 

50 µM 16.00 7.00-19.00 11.00 18.00 36.28 

100 µM 18.50 11.00-24.00 13.00 23.00 33.64 

Позитивна 
контрола (K+)  

279.50 257.00-332.00 266.50 307.50 11.13 
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Графикон 1. Ефекат различитих концентрација тулатромицина на прочишћене 
лимфоците пацова као резултат Kruskal-Wallis-ове анализе варијансе и Mann-
Whitney-евог U теста 

K-
T 1µM

T 2µM
T 5µM

T 10µM
T 20µM

T 50µM
T 100µM

K+

Tretmani

1

3
5
8

25
50
75

250

TC
S

Medijana  25%-75%  Min-Max

H=20.733;  p=0.008

a a b a b a b a b c
a b c b c c

d

 

Негативна контрола: 0 μM тулатромицина – K-; позитивна контрола: 100 μM H2O2 – K+. Истим 
словима су обележени третмани који се статистички значајно не разликују према резулатима 
Mann-Whitney-евог U теста.  
Дијаграм је полулогаримаски. 

 

 

Слика 4. Комете са значајним оштећењем ДНК након третмана са 
тулатромицином у концентрацијом од 100 μM 
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5.2. Ефекат тулатромицина на оштећења ДНК у присуству инхибитора 

репарације  

 

        Са циљем евалуације могућих оштећења ДНК деловањем тулатромицина, а 
ради детекције потенцијалних оштећења ДНК молекула која су веома ниског 
степена, спровели смо експеримент са инхибиторима репарације ДНК, 
хидроксиуреом (HU) и цитозин арабинозидом (Ara C). Тестирали смо три 
концентрације тулатромицина (5, 20 и 50 μM) без присуства инхибитора, као и 
исте концентрације тулатромицина у присуству инхибитора репарације у 
концентрацији од 40 μM AraC и 4000 μM HU. 
         У овом експерименту, вредности TCS кретале су се од 6 у негативној 
контролној групи и ћелијама третираним са 5 µM тулатромицина до 328 у 
позитивној контролној групи (табела 4). Применом пет третмана добијене су 
хетерогене вредности TCS (cv>30%), па су као просечне вредности коришћене 
медијане, чије су се вредности кретале од 7,5 у негативној контролној групи са 
инхибиторима и у третману са тулатромицином у концентрацији од 20 μM и 5 
μM, до 321,5 у позитивној контролној групи. 
          На основу резултата Kruskal-Wallis-овог теста (H= 15.27, p= 0.054) 
анализирана група узорака није се статистички значајно разликовала по 
просечним вредностима TCS, односно није било статистички значајне разлике 
између третмана. Међутим, како је вредност p веома близу круцијалне вредности 
од 0,05, примењен је-Whitney-ев U тест. Као што је и очекивано, резултати су 
показали да постоји статистички значајна разлика између ефеката негативне 
контроле и свих осталих третмана са тулатромицином и тулатромицином са 
инхибирторима репарације. Резултати Mann-Whitney-евог U теста указују на то да 
нема статистички значајне разлике у ефектима третмана са тулатромицином и 
третмана са тулатромицином и инхибиторима (табела 5 и графикон 2). 
         Добијени резултати наводе на закључак да што је већа употребљена 
концентрација тулатромицина то је слабији ефекат инхибитора (више су грешке 
прве врсте односно нивои значајности). Третман са тулатромицином у 
концентрацији од 50 µM има јачи ефекат у односу на третмане са 20 µM i 5 µM 
тулатромицина, него третман са тулатромицином у концентрацији од 20 µM 
према третману са 5 µM тулатромицина.  
          Применом третмана при којима су различитим концентрацијама 
тулатромицина додати инхибитори репарације, добијене су просечне вредности 
TCS које се статистички још мање разликују, на шта указују резултати Kruskal-
Wallis-овог теста (H=0,262, p=0,877). При томе, ефекат третмана са 
тулатромицином у концентрацији од 50µM са инхибиторима, сличнији је ефекту 
третмана са 5 µM тулатромицина са инхибиторима, него ефекат третмана са 20 
µM тулатромицина са инхибиторима и третман са 5 µM тулатромицина са 
инхибиторима. 
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Tабела 4. Основни статистички параметри TCS вредности у експерименту са 
различитим концентрацијама тулатромицина и различитим концентрацијама 
тулатромицина са инхибиторима репарације (n=4) 
 

Третман Медијана Мин.-Макс. 
Доњи 

квартил 
Горњи 

квартил 
Коефицијент 

варијације 

Негативна контрола 
(K-) 

8.00 6.00-10.00 6.50 9.50 22.82 

K- + инхибитори 7.50 6.00-8.00 6.50 8.00 13.21 

Тулатромицин 5µM 7.50 6.00-16.00 6.50 12.00 49.44 

Тулатромицин 5µM 
+ инхибитори 

12.50 6.00-19.00 7.00 18.00 51.64 

Тулатромицин 20µM 7.50 7.00-22.00 7.00 15.00 66.80 

Тулатромицин 20µM 
+ инхибитори  

9.00 7.00-14.00 8.00 11.50 30.63 

Тулатромицин 50µM 9.50 8.00-20.00 8.00 15.50 48.33 

Тулатромицин 50µM 
+ инхибитори  

10.00 8.00-11.00 9.00 10.50 12.91 

Позитивна контрола 
(K+) 

321.50 306.00-328.00 312.50 326.00 3.00 

 
Табела 5. Нивои значајности разлика TCS вредности у контролама и третманима 
различитим концентрацијама тулатромицина и третманима са различитим 
концентрацијама тулатромицина са инхибиторима репарације, на бази Mann-
Whitney-евог U теста 
 

Третман K- K- 

+инх 50 µM 50 µM 
+инх 20 µM 20 µM 

+инх 5 µM 5 µM 
+инх 

K+ 0.021 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020 0.021 0.021 
K-  0.557 0.245 0.139 0.767 0.457 ≈1.000 0.468 
K- +инх   0.065 0.037 0.544 0.106 0.765 0.297 
50µM    0.881 0.372 0.770 0.237 0.767 
50µM+инх     0.304 0.559 0.306 0.884 
20µM      0.552 0.655 0.884 
20µM+инх       0.465 0.772 
5µM        0.381 
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Графикон 2. Ефекат различитих концентрација тулатромицина и тулатромицина 
са инхибиторима репарације ДНК на прочишћене лимфоците пацова као резултат 
Kruskal-Wallis-ове анализе варијансе и Mann-Whitney-евог U теста.  

K-
K-+inh

T5µM
T5µM+inh

T20µM
T20µM+inh

T50µM
T50µM+inh

K+

Tretmani

4
6
8

20

40
60
80

200

400
TC

S 

Medijana  25%-75%  Min-Max 

H=15.274  p=0.054

c

a

a b
a b a b a b

b
a b

a b

 

Негативна контрола: 0 μM тулатромицина – K-; позитивна контрола: 100 μM H2O2 – K+. Истим 
словима су обележени третмани који се статистички значајно не разликују према резултатима 
Mann-Whitney-евог U теста.  
Дијаграм је полулогаримаски. 
 

5.3. Утицај тулатромицина на оштећења ДНК у присуству каталазе 

 

         У циљу бољег разумевања механизма генотоксичног ефекта тулатромицина 
и могућег учешћа реактивних кисеоничних врста у испољавању генотоксичног 
ефекта тулатромицина, у комет тест смо увели антиоксидант, каталазу. Том 
приликом, одабрали смо концентацију тулатромицина од 100 μM која је значајно 
индуковала оштећења ДНК молекулам у лимфоцитима пацова и пратили њен 
ефекат без присуства каталазе, као и у присуству каталазе у концентрацијама од 
100 IU/mL  или 500 IU/mL.  
         У овом експерименту, просечна вредности TCS кретала се од 4,0 при 
третману са каталазом у концентрацији од 500 IU/ml до 307,0 у позитивној 
контролној групи (табела 6). Како су подаци у свим узорцима били хомогени 
(cv<30%), за просечне вредности биле су адекватне аритметичке средине, које су 
се кретале од 5,0 при третману са каталазом у концентрацији од 500 IU/ml до 297 
у позитивној контролној групи.  
         С обзиром на вредности коефицијента варијације (cv<30%), даље тестирање 
спроведено је применом параметријског теста. Резултати анализе варијансе 
(F=440.379, p < 0.001) указују да се просечне вредности TCS остварене под 
дејством испитиваних третмана статистички врло значајно разликују. Према 
резултатима Tukey-евог теста, разлика групног тестирања последица је 
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статистички врло значајне разлике између ефеката позитивне контроле и 
позитивне контроле са каталазом у концентрацији од 500 IU/ml у односу на све 
остале третмане (тулатромицин, тулатромицин са каталазом у концентрацији од 
500 IU/ml, тулатромицин са каталазом у концентрацији од 100 IU/ml и негативна 
контрола). Резултати указују да нема статистички значајне разлике у ефекту 
третмана са тулатромицином у односу на третман са тулатромицином у 
котретману са каталазом (слика 5.), као и да не постоји статистички значајна 
разлика између ефеката третмана са тулатромицином у котретману са каталазом у 
концентацији од 100 IU/ml у односу на третман са тулатромицином и каталазом у 
концентрацији од 500 IU/ml.   
 

 
Слика 5. Комете без оштећења ДНК након тремана каталазом (500 IU/ml) 

 
Према томе, каталаза у обе испитиване концентрације не редукује оштећења ДНК 
молекула настала дејством тулатромицина. Такође, не постоји статистички 
значајна разлика између ефекта третмана са каталазом у концентрацији од 500 
IU/ml и ефекта негативне контроле, па закључујемо да каталаза није индуковала 
оштећења ДНК молекула што потврђује њен протективни ефекат. Резултати су 
приказани у табели 7 и графикону 3. 
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Tабела 6. Основни статистички параметри TCS вредности у експерименту са 
тулатромицином у котретману са антиоксидансом, каталазом (n=3) 
 

Третман Медијана Мин.-Макс. 
Доњи 

квартил 
Горњи 

квартил 
Коефицијент 

варијације 

Негативна контрола 
(K-) 

5.50 5.00-6.00 5.00 6.00 9.09 

Тулатромицин  

100 µМ  
17.00 16.00-18.00 16.00 18.00 5.88 

Тул. + CAT 100IU/ml 8.50 8.00-9.00 8.00 9.00 5.88 

Tул. + CAT 500IU/ml 7.50 7.00-8.00 7.00 8.00 6.67 

CAT 500IU/ml 5.00 4.00-6.00 4.00 6.00 20.00 

CAT 500IU/ml + K+ 58.00 49.00-67.00 49.00 67.00 15.52 

Позитивна контрола 
(K+) 

297.00 287.00-307.00 287.00 307.00 3.37 

 
 
Табела 7. Нивои значајности разлика TCS вредности у контролама и третманима 
са тулатромицином у котретману са антиоксидансом каталазом, на бази Tukey-
евог теста 

Третман 

T 
+CAT 500 

IU/ml 

T 
+CAT 100 

IU/ml 

CAT  
500 

IU/ml CAT+K+ K+ K- 

T 0.829 0.885 0.659 0.008 <0.001   0.695 
T+CAT 500 IU/ml                            ≈1.000 ≈1.000 0.002 <0.001 ≈1.000 
T+CAT 100 IU/ml  0.998 0.003 <0.001   0.999 
CAT 500 IU/ml   0.002 <0.001 ≈1.000 
CAT+K+     <0.001   0.002 
K+        0.001 
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Графикон 3. Ефекат тулатромицина (100 µМ), каталазе (100 IU/ml и 500 IU/ml), 
негативне и позитивне контроле на редукцију оштећења ДНК  
 
 

K-
T

T+Cat100IU
T+Cat500IU

Cat500IU
Cat500IU+K+

K+

Tretmani

4
6
8

20

40
60
80

200

400
TC

S

      

F=1321.137  p<0.001

a

a

a a
a

b
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Негативна контрола: 0 μM тулатромицина – K-; позитивна контрола: 100 μM H2O2 – K+. Истим 
словима су обележени третмани који се статистички значајно не разликују према резултатима 
Tukey-евог теста. 

 : аритметичка средина, : стандардна грешка средине, : стандардна девијација 

Дијаграм је полулогаримаски. 
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5.4. Резултати макроскопског прегледа органа  и патохистолошког прегледа 

узорака ткива унутрашњих органа 

 

5.4.1. Макроскопски налаз на унутрашњим огранима 

 

        Приликом макроскопског прегледа нису утврђене видљиве патоморфолошке 

промене на унутрашњим органима животиња из огледа.  

        У групи животиња која је примала највишу дозу тулатромицина Е4 током 

десетодневног огледа уочене су промене на кожи, на месту апликације лека. На 

месту апликације присутна су влажна некротична подручја, неправилног облика, 

сланинастог изгледа, чврсте конзистенције, величине 1 до 3 cm (слика 6 и слика 

7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 6. Кожа пацова Е4 групе десет дана 
након третмана, некротичне промене на 
месту апликације лека 

Слика 7. Кожа пацова Е4 групе, промене 

на месту апликације лека  
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5.4.2. Патохистолошки налаз 

 

А) Резултати патохистолошког прегледа узорака ткива унутрашњих органа након 

десетодневног огледа 

 

Јетра. У испитаним узорцима јетре пацова групе Ка не уочавају се патолошке 

промене. Хепатоцити су правилног облика, са хомогеном, светлоружичастом 

цитоплазмом и нормохроматичним једром. Хепатоцити су поређени у Ремакове 

гредице. У центру класичног јетриног режњића налази се централна вена. У 

портним подучјима се налазе жучни канал и огранци артерије и вене. Синусоидни 

капилари су испуњени мањим бројем еритроцита и Купферовим ћелијама 

округлог облика. 

        Узорци јетре пацова којима је апликован растварач тулатромицина (Ке) 

немају изражене патолошке промене и по морфологији одговарају узроцима јетре 

пацова који нису примали ништа. 

        У јетри пацова Е1 групе уочава се интрацелуларни едем хепатоцита. 

Хепатоцити су отечени, са замућеном цитоплазмом и маскираним једром. Ретки 

хепатоцити су захаћени вакуоларном дегенерацијом са централно постављеном 

вакуолом у цитоплазми услед чега је једро померено на периферију ћелије. Због 

отока хепатоцита синусоидни капилари су сужени и испуњени Купферовим 

ћелијама. У портним просторима се запажа умерено присуство мононуклеарног 

инфилтрата састављеног од лимфоцита, макрофага и плазма ћелија. У два узорка 

јетре уочавају се фокална некротична огњишта хепатоцита која су окружена 

Купферовим ћелијама као и хеморагична подручја. 

        У узорцима јетре Е2 групе уочава се интрацелуларни едем хепатоцита. 

Синусоидни капилари су хиперемични, испуњени еритроцитима, 

мононуклеарним ћелијама и ретким еозинофилним гранулоцитима. Портни 

простори су инфилтровани малим бројем еозинофилних гранулоцита (слика 8). 

         Најизраженије промене у узорцима јетре Е3 групе су хиперемија крвних 

судова и портна фиброза. У портним подручјима се запажа повећана количина 

везивног ткива састављеног од фибробласта и колагених влакана (слика 9).  
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         Хепатоцити у јетри пацова Е4 групе су местимично вакуолизовани услед 

вакуоларне дегенерације, а местимично са замућеном, фино зрнастом 

цитоплазмом и маскираним једром (слика 10). Поједини хепатоцити су 

некротизовани са изразито црвеном цитоплазмом, без једра или са једром које је 

захваћено пикнотичним променама. Сви крвни судови су изразито хиперемични, 

препуњени крвљу. У узорцима јетре из ове групе уочава се и местимична реакција 

Купферових ћелија које добијају троугласт, четвороугласт или овалан облик шта 

указује да су у различитим фазама активације. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

 

 

Слика 8. Јетра пацова Е2 групе десет 

дана после третмана, портни простори 

инфилтровани еозинофилним 

гранулоцитима и ретким лимфоцитима, 

хепатоцити захваћени интрацелуларним 

едемом (ХE, 200X). 

Слика 9. Јетра пацова E3 групе десет 

дана после третмана, умножавање 

везивног ткива у порталним просторима 

(ХE, 200X). 

Слика 10. Jетра пацова Е4 групе десет 

дана после третмана, хепатоцити са 

просветљеном, замућеном и местимично 

вакуолизованом цитоплазмом (ХE, 400X). 
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                             Бубрези. У узорцима бубрега пацова Ka групе запажа се веома блага хиперемија 

крвних судова гломерула. Бовманова капсула је уобичајеног изгледа, без 

видљивих промена. Тубулоцити су правилног облика, са хомогеном цитоплазмом 

у којој се јасно уочава једро. Лумен тубула је празан. Крвни судови 

интерстицијума су умерено пуњени крвљу. 

       У узорцима бубрега пацова Ке групе примећује се јака хиперемија крвних 

судова гломерула и интерстицијума. У појединим деловима интерстицијума 

уочавају се хеморагична подручја. Тубулоцити имају просветљену цитоплазму. 

        Бубрези пацова Е1 групе имају изражене хеморагичне промене у 

интерстицијуму као и хиперемију крвних судова гломерула и интерстицијума. У 

интерстицијуму се местимично запажа периваскуларни едем. Тубулоцити су 

захваћени интрацелуларним едемом, са замућеном цитоплазмом. Због отока 

тубулоцита сужен је лумен тубула. У цитоплазми епителних ћелија 

субкортикалних тубула уочава  се вакуолизација слабог интензитета. 

         У крвним судовима интерстицијума и гломерула бубрега пацова Е2 групе 

изражена је хиперемија (слика 11). Такође је изражена вакуолизација епителних 

ћелија тубула смештених у субкортексу са тенденцијом ширења ка кортикалним 

тубулима. У лумену кортикалних тубула запажају се неорганизовани цилиндри 

хомогеног изгледа (слика 11), док се на епителним ћелијама ових тубула не 

уочавају патолошке промене. Епителне ћелије појединих проксималних тубула су 

отечене, са замућеном цитоплазмом и нејасном међућелијском границом. 

        Изразита хиперемија крвних судова интерстицијума и гломерула су основна 

промена и у бубрезима пацова Е3 групе. Периваскуларни простори су 

едемизирани и просветљени. Поред тога примећује се и вакуолизација цитоплазме 

епителних ћелија субкортикалних тубула, док је лумен тубула који се налазе на 

граници коре и сржи испуњен еритроцитима. У кори се налазе цистична 

проширења различите величине која су испуњена еритроцитима и одговарају 

хемоцистама. 

        Промене на бубрезима пацова Е4 групе су сличне променама које су описане 

на бубрезима пацова Е3 групе. Изражена је хиперемија крвних судова гломерула 

и интерстицијума (слика 12), са видљивим периваскуларним едемом. Тубулоцити 

су захваћени вакуоларном дегенерацијом. 
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Тестиси. У тестисима Ка групе, пацови који нису примали ништа, уочава се 

нормална хистолошка грађа. Јасно се запажају семени каналићи са 

герминативним епителом који належе на базалну мембрану. Лумен семених 

каналића је испуњен умереним бројем сперматозоида. У интерстицијуму се 

запажају везивно-ткивна влакна и интерстицијалне Лајдигове ћелије. 

        Базална мембрана семених каналића у тестисима пацова Ке групе је очувана. 

У лумену појединих семених каналића код пацова из ове групе уочавају се ретки 

фокуси дегенерисаних ћелија као и присуство џиновских ћелија. Сертолијеве 

ћелије појединих семених каналића су отечене, са замућеном цитоплазмом. У 

појединим крвним судовима интерстицијума изражена је хијалина дегенерација 

зида, са местимичним накупљањем Лајдигових ћелија око њих. 

        У тестисима пацова Е1 групе интерстицијум је слабо развијен са умноженим 

Лајдиговим ћелијама у њему. Поједини семени каналићи имају изражене 

дегенеративне промене, мутни су и непрозирни, са оштећеном базалном 

мембраном. Сертолијеве ћелије имају местимично изражену вакуолизацију 

цитоплазме. 

        Интерстицијум тестиса пацова Е2 групе је изразито едематозан и у њему се 

примећују крвни судови са задебљалим и хомогенизованим зидом што одговара 

фибриноидној дегенерацији (слика 13). Услед задебљања зида крвних судова 

Слика 11. Бубрег пацова E2 групе десет 

дана после третмана, хиперемија крвних 

судова гломерула и интерстицијума, у 

лумену тубула хомогени неорганизовани 

цилиндри (ХE, 400X) 

Слика 12. Бубрег пацова Е4 групе десет 

дана после третмана, хиперемија крвних 

судова гломерула и интерстицијума (ХE, 

400X) 
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лумен је сужен. На базалној мембрани семених каналића примећују се промене 

различитог степена, од благог оштећења до потпуне деструкције (слика 13). 

Поједини семени каналићи су некротизовани, претворени у хомогену масу у којој 

се не уочавају ћелијске структуре. Сертолијеве ћелије су местимично 

вакуолизоване, а могу се уочити и некротичне промене. 

        Крвни судови интерстицијума у тестисима пацова Е3 групе су захваћени 

фибриноидном дегенерацијом и промене одговарају оним који су описаним код 

тестиса пацова Е2 групе. У семеним каналићима запажа се да појединачне 

Сертолијеве ћелије имају вакуолизовану цитоплазму, а спорадично се уочава и 

присуство двоједарних ћелија. 

         У тестисима пацова Е4 групе изражена је фибриноидна дегенерација и 

некроза крвних судова интерстицијума. Интерстицијум је рашчијан, са мноштвом 

лимфоцита и макрофага (слика 14) и фокалним крварењима. Лајдигове ћелије су 

едематозне. Сертолијеве ћелије су захваћене некротичним променама, претворене 

у беструктурну масу, а на једрима се уочавају некротичне промене. У појединим 

семеним каналићима се запажа присуство мултиједарних ћелија. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 13. Tестис пацова E2 групе десет 

дана после третмана, дегенерација 

герминативног епитела, зид крвних судова 

захваћен фибриноидном дегенерацијом 

(ХE, 400X). 

Слика 14. Teстис пацова E4 групе десет 

дана након третмана, дегенеративне 

промене герминативног епитела, 

интерстицијум тестиса инфилтрован 

лимфоцитима и макрофагима (ХE, 400X). 
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        Срце. У узорцима ткива срца нетретираних пацова (Ка група) изражена је 

хиперемија крвних судова који су проширени и испуњени крвљу. Ендомизијум је 

едематозан и просветљен. Мишићне ћелије су правилно поређане једна уз другу и 

у цитоплазми се јасно уочава нормохроматично једро. 

        У узорцима срца пацова Ке групе уочава се да је ендомизијум рашчијан и 

местимично инфилтрован лимфоцитима и макрофагима. Зид крвних судова 

миокарда је задебљан, а око крвних судова уочава се умножено везивно ткиво 

састављено од фибробласта и колагених влакана. У миокарду се запажају 

хеморагична подручја слабог интензитета. 

        У узорцима срца пацова Е1 групе присутна су фокална некротична подручја 

мишићних ћелија око којих се налазе накупине мононуклеарних ћелијских 

елемената (слика 15). Између мишићних ћелија налазе се еритроцити ван крвног 

суда што указује на присутно крварење. Ендомизијум је едематозан, рашчијан и 

тешко уочљив, местимично инфилтрован мононуклеарним ћелијама. Већи крвни 

судови су препуњени крвљу, са израженим периваскуларним едемом. 

        Од промена у срцу пацова Е2 групе уочавају се фокалне накупине масног 

ткива. Присутна су крварења у миокарду умереног интензитета. У поједним 

мишићним ћелијама се не уочава попречна пругавост, јер је саркоплазма 

хомогенизована, замућена и стакласто прозирна (слика 16). Зид крвних судова је 

задебљао и хомогенизован услед фибриноидне дегенерације. 

        Мишићне ћелије у срцу пацова Е3 групе су местимично хијализоване без 

видљиве попречне пругавости. У миокарду се уочавају крварења. Већи крвни 

судови су проширени, испуњени крвљу, са натеченим ендотелним ћелијама. 

        У исечцима ткива срца пацова Е4 групе такође се запажа местимичне 

хијалинизација саркоплазме. Крвни судови су хиперемични. У поједним исечцима 

се запажају везивно ткивна подручја инфилтрована лимфоцитима и макрофагима 

(слика 17). 
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Плућа. У узорцима ткива плућа пацова апсолутне контролне групе видљиво је 

незнатно задебљање интералвеоларних септи и блага инфилтрација 

мононуклеарним ћелијама. Лумен алвеола је празан и у појединима се уочавају 

ретке алвеоларне макрофаге. У интерстицијуму и на крвним судовима се не 

запажају видљиве промене. Бронхије и бронхиоле су празне, са јасно видљивим 

епителом. 

        У плућима пацова контролне експерименталне групе изражен је едем 

интерстицијума. Крвни судови интерстицијума имају задебљао зид који је 

хијалинизован. Задебљање зида крвног суда у појединим доводи и до потупуне 

облитерације лумена. У лумену алвеола запажају се активиране алвеоларне 

макрофаге са панушавом цитоплазмом. 

Слика 15. Mиокард пацова E1 групе десет 

дана након третмана, мање некротично 

подручје миокардиоцита праћено благим 

накупљањем лимфоцита и макрофага (ХE, 

400X). 

Слика 16. Mиокард пацова E2 групе десет 
дана после третмана, хомогенизација 
саркоплазме миокардиоцита услед чега 
они губе попречну пругавост, еритроцити 
између мишићних ћелија, ван крвног суда 
(ХE, 400X). 

Слика 17. Mиокард пацова E4 групе десет 

дана после третмана, везивно-ткивно 

подручје инфилтровано ретким 

лимфоцитима и макрофагима (ХE, 400X). 
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        У узорцима плућа пацова Е1 групе запажају се крварења по интерстицијуму. 

Поред крварења везивно ткиво интерстицијума је едематозно и благо 

инфилтровано еозинофилним гранулоцитима. Зид крвних судова је задебљао, са 

израженом хијалинизацијом и отоком ендотелних ћелија, док је подручје око 

крвних судова захваћено периваскуларним едемом (слика 18). Поред ових 

промена на крвним судовима су изражени знаци васкултитиса и периваскулитиса 

у виду нагомилавања мононуклеарних ћелијских елемената (слика 18). Лумен 

алвеола је испуњен едемском течношћу ружичасте боје. 

         Промене у плућима код пацова Е2 групе по карактеру подсећају на оне 

описане код пацова Е1 групе, али су интензивније. Зид крвних судова је 

некротизован, са израженим перивакуларним едемом и инфилтрацијом 

лимфоцита, макрофага и плазма ћелија у и око зида крвних судова. Везивно 

ткивне септе, а нарочито перибронхијално везивно ткиво, је задебљало због 

инфилтрације мононуклеарним ћелијским елементима и еозинофилним 

гранулоцитима. 

        У плућима пацова Е3 групе најизраженије промене су установљене на 

крвним судовима интерстицијума. Зид крвних судова је некротизован, са 

делимичном хијалинизацијом и умножавањем глатко-мишићних ћелија у услед 

чега су поједини крвни судови потпуно облитерисани. Интерстицијум је 

инфилтрован еозинофилним гранулоцитима и лимфоцитима (слика 19) са 

местимично израженим крварењем, а у лумену алвеола запажају се активирани 

макрофаги са пенушавом цитоплазмом. 

        У узорцима плућа пацова Е4 групе запажају се масивна крварења у 

интерстицијуму и лумену алвеола (слика 20). Бронхиоле су захваћене 

десквамативним бронхиолитисом и њихов лумен је потпуно облитерисан и 

испуњен ћелијским детритусом. 
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Слика 18. Плућа пацова E1 групе десет 

дана после третмана, зид крвних судова 

задебљан, са израженом хијалинизацијом 

и вакуолизацијом, око крвног суда зaпажа 

се периваскуларни едем и местимично 

нагомилавање лимфоцита, макрофага и 

плазма ћелија (ХE, 200X). 

Слика 19. Плућа пацова E3 групе десет 

дана после третмана, задебљање 

интраалвеоларних септи услед 

инфилтрације лимфоцитима и 

еозинофилним гранулоцитима (ХE, 400X). 

Слика 20. Плућа пацова E4 групе десет 

дана после третмана, масивне хеморагије у 

интерстицијуму и лумену алвеола (ХE, 

200X). 
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Б) Резултати патохистолошког прегледа узорака ткива унутрашњих органа 

четрнаест дана након третмана 

 

Јетра. У исечцима јетре пацова контролне групе који нису третирани запажа се 

нормална структура која се не разликује од јетре контролне групе пацова после 

десетодневног третмана. У узроку јетре код једног пацова уочава се блага 

центролобуларна хиперемија. 

        У узорцима јетре пацова Ке групе поједини хепатоцити показују благу 

вакуолизацију цитоплазме. Једра хепатоцита су очувана. Поједини лобулуси 

показују центролобуларну хиперемију. 

        У јетри пацова Е1 групе изражена је хиперемија централне вене, крвних 

судова у портним просторима и синусоидних капилара. Поједини хепатоцити 

имају замућену или ситнозрнасту цитоплазму, а поједини, нарочито они 

постављени центролобуларно, имају изражену вакуолизацију цитоплазме. Портни 

простори су инфилтровани лимфоцитима и макрофагима. 

        Сви крвни судови у јетри пацова Е2 групе су хиперемични, испуњени крвљу. 

Дифузно у јетрином режњићу изражена је вакуолизација цитоплазме хепатоцита 

због чега је једро померено на периферију ћелије (слика 21). У појединим 

исечцима запажају се дисеминована некротична подручја инфилтрована 

лимфоцитима и макрофагима. У једном исечку приметно је умножавање жучних 

каналића у портним просторима. 

        У јетри пацова Е3 групе такође је изражена хиперемија крвних судова. 

Хепатоцити имају замућену или вакуолизовану цитоплазму и маскирано једро. У 

портним просторима се уочава лимфоплазмоцитни инфилтрат благог интензитета. 

        У узорцима јетри пацова Е4 групе примећује се хиперемија крвних судова. 

Хепатоцити су захваћени мутним бубрењем или вакуоларном дегенерацијом. У 

синусоидним капиларима се уочавају бројне Купферове ћелије у различитим 

фазама активације. 
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       Бубрези. У узорцима бубрега Ка групе после четрнаестодневног третмана 

запажа се уобичајена хистолошка грађа која одговара опису бубрега код 

контролних пацова после десетодневног третмана. 

       У бубрезима пацова Ке групе уочава се местимично замућење цитоплазме 

епитела супкортикалних тубула. У осталим структурама бубрега не запажају се 

патолошке промене. 

         Код пацова Е1 групе уочава се вакуолизација цитоплазме епитела 

субкортикално постављених тубула. У интерстицијуму присутна је хиперемија 

крвних судова и периваскуларни едем. Глатко-мишићне ћелије крвних судова 

интерстицијума су умножене са вакуолизованом цитоплазмом. Крвни судови 

гломерула су хиперемични. У појединим узорцима бубрега пацова из ове групе 

јасно се уочавају цистична проширења у кортексу која су испуњена крвљу. 

        У узорцима бубрега пацова Е2 групе такође је присутна вакуолизација 

цитоплазме субкортикалних тубула услед чега је лумен тубула незнатно сужен. 

Интерстицијум је едематозан и местимично инфилтрован лимфоцитима, 

макрофагима и плазма ћелијама. У појединим узорцима се запажа крварење у 

пределу интерстицијума (слика 22). Крвни судови интерстицијума имају задебљао 

зид због умножавања глатко-мишићних ћелија у средишњем слоју (слика 22). 

Поједине глатко-мишићне ћелије имају вакуолизовану цитоплазму. Слично као и 

Слика 21. Jетра пацова E2 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

изражена вакуолизација цитоплазме 

хепатоцита, портални простор благо 

инфилтрован лимфоцитима (ХE, 400X). 
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у узорцима бубрега пацова Е1 групе уочавају се корикалне хемоцисте и 

хиперемија крвних судова гломерула (слика 22). 

          У бубрезима пацова Е3 групе запажају се сличне промене као и оне описане 

у бубрезима пацова Е2 групе, само нешто већег интензитета. Приметна је 

вакуолизација цитоплазме тубулоцита и смањење лумена тубула. Сви крвни 

судови у бубрегу су хиперемични, а крвни судови интерстицијума имају изражен 

периваскуларни едем (слика 23). Крвни судови интерстицијума су задебљали и 

местимично хомогенизовани. У кори се запажају хемоцисте округлог до овалног 

облика, различите величине. 

        У узорцима бубрега пацова Е4 групе примећује се јака хиперемија крвних 

судова интерстицијума и гломерула. Тубулоцити су вакуолизовани. У 

интерстицијуму се запажа задебљање зида крвних судова због умножавања 

глатко-мишићних ћелија, а у везивно-ткивном подручју интерстицијума се 

запажају крварења. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 22. Бубрег пацова E2 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

хеморагије и хиперемија у интерстицијуму, 

задебљање зида крвних судова 

интерстицијума, хиперемија гломерула, 

кортикалне хемоцисте (ХE, 200X). 

Слика 23. Бубрег пацова E3 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

хиперемија крвних судова интерстицијума 

праћена периваскуларним едемом (ХE, 

400X). 
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        Тестиси. У тестисима пацова Ка групе уочава се нормална хистолошка грађа 

без изражених патолошких промена. 

        У тестисима пацова Ке групе видљива су блага крварења у интерстицијуму. 

Семени каналићи су очувани са стабилном базалном мембраном. У лумену се 

уочавају сперматозоиди у различитим фазама зрелости. 

        Тестиси пацова Е1 групе показују нешто интензивнија крварења у 

интерстицијуму. Поред еритроцита и непромењених Леyдигових ћелија у 

интерстицијуму се уочавају и појединачне мултиједарне џиновске ћелије. Крвни 

судови интерстицијума имају задебљао и хомогенизован зид, а појединим је услед 

тога потпуно облитерисан лумен. Периваскуларно ткиво је едематозно. Структура 

семених каналића је очувана, али су поједине Сертолијеве ћелије дегенерисане и 

отечене са замућеном цитоплазмом. У лумену семених каналића се налази 

уобичајен садржај. 

         У узорцима тестиса пацова Е2 групе уочава се дегенерација појединих 

семених каналића. Зид крвних судова интерстицијума је задебљао и 

хијалинизован са бројним глатко-мишићним ћелијама. Лумен појединих семених 

каналића је потпуно празан (слика 24), а на Лајдиговим ћелијама се не запажају 

патолошке промене. 

         У тестисима пацова Е3 групе примећује се едем интерстицијума са налазом 

еритроцита у њему. На појединим семеним каналићима јасно се уочава 

дегенерација и некроза ћелија герминативног епитела и местимичним прекидом 

континуитета базалне мембране. 

         Поједини семени каналићи у тестисима пацова Е4 групе су очувани, док је у 

некима разорена базална мембрана. У лумену неких семених каналића запажа се 

некротични садржај, хомогеног изгледа и црвене боје измешан са задржаним 

сперматозоидима (спермостаза) (слика 25). Крвни судови интерстицијума су 

хиперемични и препуњени еритроцитима. 
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        Срце. У срцу пацова Ка групе уочава се блага хиперемија крвних судова. 

Мишићне ћелије су правилно поређане и на њим, као и на ендомизијуму се не 

уочавају патолошке промене. 

        У узорцима срца пацова Ке групе запажа се блага инфилтрација 

перивакуларних простора лимфоцитима и макрофагима. У миокарду и перикарду 

уочава се налаз еритроцита ван крвног суда. 

        У срцу пацова Е1 групе уочавају се хеморагије у миокарду (слика 26) и 

перикарду благог интензитета. У миокарду мишићне ћелије су местимично 

отечене и губе попречну пругавост. Цитоплазма ових ћелија је хомогена, 

беструктурна и еозинофилна. У периваскуларним просторима се уочавају ретки 

мононуклеарни ћелијски елементи. 

        У миокарду и перикарду пацова Е2 групе се такође уочавају благе 

хеморагије. Између миокардиоцита уочавају се лимфоцити, макрофаги и плазма 

ћелије (слика 27). Крвни судови интерстицијума су хиперемични. 

        Налаз на срцу код пацова Е3 групе у многоме подсећа на налаз на срцу код 

пацова из Е2 групе. Мишићне ћелије су отечене, са местимично хомогенизованом 

цитоплазмом услед чега се не уочава попречна пругавост. Присутне су хеморагије 

по миокарду, док се између мишићних ћелија уочавају инфилтрати 

мононуклеарним ћелијским елементима и хиперемија крвних судова 

интерстицијума. 

Слика 24. Tестис пацова E2 групе 

четрнаест дана након завршетка третмана, 

дегенерација герминативног епитела, 

лумен семених каналића потпуно празан 

(ХE, 200X). 

Слика 25. Tестис пацова E4 групе 

четрнаест дана од звршетка третмана, 

лумен семених каналића испуњен 

некротичним садржајем и 

сперматозоидима (ХE, 400X). 
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        У срцу пацова Е4 групе изражена је местимична хомогенизација саркоплазме 

мишићних ћелија. У миокарду, између мишићних ћелија запажа се мноштво 

еритроцита изашлих из крвних судова. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Плућа. У плућима пацова Ка групе уочава се уобичајена хистолошка грађа 

која се не разликује од оне која је описана код пацова после десетодневног 

третмана. У узорку плућа код једног пацова запажа се хиперемија крвних судова 

интерстицијума и интералвеоларних септи. 

        У узорцима плућа пацова Ке групе присутно је благо задебљање 

интералвеоларних септи због инфилтрације мононуклеарним ћелијским 

елементима. Крвни судови интерстицијума и интералвеоларних септи су 

хиперемични са израженим периваскуларним едемом. 

        Плућа пацова Е1 групе имају изражено задебљање зида крвних судова 

интерстицијума због умножавања глатко-мишићних ћелија. Интералвеоларне 

септе су задебљале и инфилтроване лимфоцитима и макрофагима. Исти 

инфилтрат је присутан и у перивакуларним просторима. У лумену појединих 

алвеола присутна је едемска течност. 

        У плућима пацова Е2 групе зид крвних судова интерстицијума је задебљао и 

у њему се уочава да су глатко-мишићне ћелије умножене са делимично 

Слика 26. Mиокард пацова E1 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

еритроцити између мишићних влакана 

(ХE, 400X). 

Слика 27. Mиокард пацова E2 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

дифузно нагомилавање мононуклеарних 

ћелијских елемената између мишићних 

ћелија (ХE, 400X). 
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вакуолизованом саркоплазмом. У лумену бронхиола и алвеолама се уочава 

едемска течност. 

        Интерстицијум интералвеоларних септи у плућима пацова Е3 групе је обилно 

инфилтрован мононуклеарним ћелијама. У перивакуларним и перибронхијалним 

просторима је приметно повећано присуство везивног ткива које је инфилтровано 

лимфоцитима и макрофагима. Крвни судови интерстицијума су изразито 

задебљали због умножавања глатко-мишићних ћелија тако да је лумен појединих 

крвних судова потпуно облитерисан (слика 28). 

        Плућа пацова Е4 групе имају хиперемичне крвне судова интерстицијума и 

интералвеоларних септи. У зиду крвних судова запажа се хиперплазија глатко-

мишићних ћелија у средишњем слоју као и местимична хијалинизација зида 

крвних судова. Интерстицијум интералвеоларних септи, перивакуларних и 

перибронхијалних простора је инфилтрован мононуклеарним ћелијским 

елементима. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Слика 28. Плућа пацова E3 групе 

четрнаест дана од завршетка третмана, 

облитерација крвног суда интерстицијума 

због умножавања глаткоћмишићних ћелија 

(ХE, 400X). 
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6. ДИСКУСИЈА  

 

        Тулатромицин је први члан триaмилида, релативно нове класе макролидних 

антибиотика, првенствено намењен за третман бактеријских респираторних 

инфекција код говеда и свиња (Benchaoui и сар., 2004; Nowakowski и сар., 2004; 

Evans, 2005). Акумулира се у полиморфонуклеарним леукоцитима и алвеоралним 

макрофагима, укључује у имуни одговор на инфекцију у плућима, и полако 

ослобађа у екстрацелуларни простор где директно утиче на патогене 

микроорганизме, узрочнике респираторних обољења (Zhanel и сар., 2001; Evans, 

2005; Kilgore и сар., 2005). Поред тулатромицина, у ветеринарској медицини, 

следећи макролиди су дозвољени за употребу у Европској унији: еритромицин, 

гамитромицин, спирамицин, тилдипирозин, тилозин, тилмикозин и тилвалозин 

(EMEA, 2011). 

Макролиди су антибиотици који се релативно добро подносе, али могу имати 

и значајне нежељене ефекте. Најчешће су описани поремећаји функције 

гастроинестиналног тракта (мучнина, повраћање, абдоминални бол, дијареја). 

       Бројна истраживања показују да супкутана апликација тулатромицина у 

терапијској дози може да изазиве пролазни бол и оток на месту убризгавања лека 

код говеда, који може перзистирати до 30 дана (ЕМЕА, 2004). Истраживања 

показују да дозе које су 5 и више пута веће од терапијске могу довести до 

конгестије, едема, фиброзе, хеморагија, грануломатозне инфламације, субакутне 

инфламације и васкуларне тромбозе на месту убризгавања лека (Freedom of 

Information Act, 2005). Код свиња доза од 12,5 mg/kg доводи до црвенила на  

месту апликације лека које касније нестаје (Zhao и сар., 2011). Код коза доза од 25 

mg/kg такође изазива пролазни бол на месту убризгавања лека (Washburn и сар., 

2007). У нашем истраживању, доза од 75 mg/kg довела је до промена на месту 

убризгавања лека у виду влажних некротичних подручја, неправилног облика, 

сланинастог изгледа и чврсте конзистенције, величине 1 до 3 cm.  

Претпостављамо да су наведене промене настале због убризгавања велике 

количине лека на једном месту или због чињенице да је тулатромицин слаба база 

при физиолошком pH (Freedom of Information Act, 2005; Washburn и сар., 2007). 
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Веома значајни нежељени ефекти макролида су хепатотоксичност (Eisenberg 

и сар., 1994; Er и сар., 2011; Zhihui Hao и сар., 2012), ототоксичност и 

кардиотоксичност (Anadon и сар., 1999; Аbu-Gharbieh и сар., 2004; Daihong и сар., 

2010; Er и сар., 2011). 

 

6.1. Генотоксични ефекати тулатромицина код пацова  

 

        Подаци о цитотоксичним ефектима макролидних антибиотика, врло су 

оскудни. У једном истраживању, цитотоксични тест је изведен на култури 

хуманих ћелија јетре (Chang ћелије јетре) са три полусинтетска макролидна 

антибиотика (рокситромицин, кларитромицин и азитромицин) и три стара 

макролида (еритромицин карбонат, еритромицин естолат и  еритромицн база). 

Цитотоксичност поменутих лекова, примењеним у клинички релевантним 

концентрацијама, испитивана је МТТ тестом (способност ћелија да редукују МТТ 

- 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид). Резултати указују  

да су макролиди старије генерације цитотоксичнији него полусинтетски 

макролиди (кларитромицин и рокситромицин), док се азитромицин показао као 

једнако или чак мање токсичан од еритромицин базе (Viluksela и сар., 1996).  

        У другом истраживању, изршена је евалуација цитотоксичности 

макролидних антибиотика (тилмикозин, тилозин и спирамицин), примењеним у 

различитим концентрацијама, на различитим културама ћелија in vitro. 

Експеримент је изведен на VERO ћелијама – ћелије бубрега Macacus rhesus, FE 

ћелијама (ембрионалне ћелије мачке) и BHK 21 ћелијској линији бубрега младог 

хрчка. Резултати указују на негативан ефекат макролидних антибиотика на 

вијабилност и услове живота ћелија, као и  да су BHK ћелије најосетљивије од 

тестираних ћелија (Fülöpová и сар., 2012). 

        Генотоксичне супстанце су оне које испољавају свој нежељени ефекат тако 

што  доводе до оштећења молекула ДНК што може да проузрокује мутације, а 

настанак мутација може да води ка малигној трансформацији ћелије (Galloway, 

1994). 

        У овом истраживању, применом in vitro комет теста као релативно нове 

методе за анализу ДНК оштећења и поравки, утврђено је да највише 



61 

 

концентрације (50 μM и 100 μM) тулатромицина доводе до генотоксичних 

ефеката тако што значајно повећавају ниво ДНК оштећења у поређењу са 

негативном контролом. Ови резултати у сагласности су са налазима Washburn и 

сарадника (2007), који су показали да тулатромицин поседује генотоксични 

потенцијал. Оглед је вршен на козама, а тулатромицин је апликован субкутано у 

дози од 25 mg/kg (доза десет пута већа од терапијске). Узорци крви прикупљани 

су седам дана пре почетка огледа, дан пре почетка огледа, дан након апликације 

лека и седам дана након апликације лека. Употребом проточне цитометрије 

праћенa је разлика у садржају ДНК молекула у ћелијама и вршена евалуација 

генотоксичности. Коефицијент варијације коришћен је као главни параметар, јер 

је у доброј колерацији са другим мерама индукције хромозомских аберација. 

Резултати указују на пораст коефицијента варијације садржаја ДНК са сваким 

наредним узорковањем и значајно вишу средњу вредност у поређењу са 

контролом. Њихови резултати сугеришу потребу за даљим генотоксиколошким 

испитивањима овог лека (Washburn и сар., 2007).  

  Неки литературни подаци указују да тулатромицин доводи до оксидатиног 

стреса (Er и сар., 2011). Оксидатини стрес представља стање ћелиије које настаје 

при надвладавању ћелијских одбрамбених механизама производњом реактивних 

кисеоничних врста (ROS). ROS могу изазвати оштећења ДНК молекула, 

есенцијалних ензима и структурних протеина, али и покренути неконтролисани 

ланац реакција (као што је липидна пероксидација или реакције ауто-оксидације) 

(Ejchart, 2001; Covarrubias и сар., 2008). Антиоксидативни ензими имају улогу у 

уклањању различитих ROS (O’Brien, 2000; Maier и сар., 2002; Kirkman и сар., 

2007). Показано је да тулатромицин повећава концентрацију серум 

малондиалдехида, азот оксида и супероксид дисмутазе, као и да смањује 

концентрацију антитромбина III у крви зечева и тиме доводи до поремећаја у 

коагулацији (Er и сар., 2011). 

          Са циљем да се испита способност ћелија да поправе оштећења ДНК 

настала дејством тулатромицина, извели смо ко-третман са два ДНК инхибитора 

репарације: хидроксиуреа (HU) и цитозин арабинозид (AraC). AraC је инхибитор 

ДНК полимеразе која је укључена у процесе поправке ДНК, док је HU инхибитор 

рибонуклеотид редуктазе што даље доводи до пражења нивоа интрацелуларних 
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дезоксирибонуклеотида (Gedik и сар., 1991). Наши резултати сугеришу да нема 

значајне разлике између ефеката третмана са самим тулатромицином и третмана 

са инхибиторима, што значи да тулатромицин у лимфоцитима пацова не изазива 

оштећења ДНК молекула која се могу поправити ћелијским механизмима 

репарације. Сматрамо могућим да инхибиторно дејство HU и AraC опада након 30 

минута или да су ћелије биле способне да компензују ову инхибицију и поправе 

прекиде у ДНК молекулу. Ово се можда догодило захваљујући брзом одговору 

ћелија који су омогућили заштиту путева поправке ДНК молекула од 

оксидатитних оштећења посредованих тулатромицином.  

        У наставку истраживања, изведен је ко-третман са каталазом са циљем да се 

утврди да ли је OH• индуковао оштећења ДНК молекула. Познато је да су каталазе 

ензими који штите ћелију од оштећења узрокованих дејством реактивних 

кисеоникових врста и то деградацијом водоник пероксида. На тај начин каталазе 

превенирају акумулацију ROS и њихово токсично дејство (Ejchart, 2001). 

Показали смо да каталаза не редукује оштећења ДНК настала дејством 

тулатромицина, што указује на то да каталаза не испољава  протективни ефекат у 

овом случају. Међутим, постоји могућност да се водоник пероксид није формирао 

у рекцији тулатромицина и молекула кисеоника, и да је настала нека друга 

реактивна кисеонична врста (на пример супероксид анјон). Предлажемо даља 

истраживања, са неким другим антиоксидативним ензимом као што је супероксид 

дисмутаза, у циљу утврђивања неког другог механизма одговорног за оштећења 

ДНК молекула узрокована дејством тулатромицина. 

        Поређење резултата добијених у овом истраживању са раније објављеним 

подацима је врло тешко, због недовољно података о генотоксичном потенцијалу 

макролидних антибиотика, нарочито тулатромицина. Његов генотоксични ефекат 

установљен на лимфоцитима пацова не омогућава поређење in vitro и in vivo 

eфеката, јер је познато да се супстанце у живим организмима понашају другачије 

него при лабораторијским условима. Очекује се да ће употреба нових метода 

повећати осетљивост и специфичност већ постојећих. 
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6.2. Патоморфолошке промене код пацова након апликације тулатромицина  

 

           До сада је спроведен мали број студија безбедности примене 

тулатромицина на циљним врстама животиња. Код телади је забележена 

кардиотоксичност након једнократне примене тулатромицина у дозама од 12 

mg/kg и 15 mg/kg. Ова кардиотоксичност праћена је мултифокалним 

дегенаративним променама на миокарду (ЕМЕА, 2004). Једно истраживање 

изведено на кунићима, показало је да доза од 10 mg/kg телесне масе доводи до 

значајног повећања концентрације серумског тропонина I (ТnI) и изоензимске 

форме креатин киназе (CK-MB), специфичних маркера оштећења срца. У истом 

истраживању сугерише се да ова кардиотоксичност тулатромицина вероватно 

настаје услед блокаде К+ канала у срцу (Er и сар., 2011). У овом докторату 

установљене хистопатолошке промене на срцу потврђују раније показан 

кардиотоксичан ефекат тулатромицина када се примени у високим дозама. Крвни 

судови срца пацова свих експерименталних група били су изразито хиперемични, 

док је степен оштећења кардиомиоцита растао са порастом примењене дозе лека. 

         Једно истраживање са азитромицином, који је хемијски врло сличан 

тулатромицину (ЕМЕА, 2004), показало је да азитромицин у дози од 5,6 mg/kg 

доводи до благе перипорталне инфилтрације мононуклеарних ћелија, док у дози 

од 11,2 mg/kg доводи до синусоидалне и порталне конгестије са благом 

инфилтрацијом монуклеарних ћелија код пацова (Olayinka и сар., 2013). У нашем 

истраживању, код група које су примала тулатромицин у дози од 2,5 mg/kg  и 7,5 

mg/kg установљен је најнижи степен хистопатолошких промена у виду едема 

хепатоцита уз умерено присуство мононуклеарног инфилтрата и хиперемије 

синусоидних капилара, док је у групи која је примала дозу од 75 mg/kg 

установљен највиши степен промена у виду  вакуоларне дегенерације, па чак  и 

некрозе појединих хепатоцита и изразите хиперемије крвних судова. До сада није 

објашњено на који начин макролидни антибиотици доводе до оштећења јетре. У 

обзир се узимају претпоставке да до оштећења долази услед цитотоксичног 

дејства макролида (Periti и сар., 1993; Fülöpová и сар., 2012) и хиперсензитивне 

реакције организма на ову групу лекова (Periti и сар., 1993). Сматра се да основни 

механизам хепатоцелуларног оштећења представља способност макролида да 
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смање површинску активност и на тај начин доведу до оштећења ћелијске 

мембране (Dujovne, 1978).  

          У истом истраживању Olayinka и сарадници (2013) потврдили су налаз 

протеинских формација у лумену тубула бубрега након примене азитромицина у 

дози од 5,6 mg/kg, док су озбиљна конгестија кортекса и присуство хеморагија као 

и налаз протеинских формација у лумену тубула потврђени након примене 

азитромицина у дози од 11,2 mg/kg код пацова (Olayinka и сар., 2013). Прегледом 

узорака бубрега пацова из нашег огледа установљене су сличне хистопатолошке 

промене. Тако су у групама која је примала тулатромицин у дози од 2,5 mg/kg и 

7,5 mg/kg  установљене хеморагије по интерстицијуму и хиперемија крвних 

судова, интрацелуларни едем епителних ћелије тубула субкортекса са 

тенденцијом ширења ка кортикалним тубулима, док је у групама које су добијале 

лек у дози од 25 mg/kg и 75 mg/kg установљена изразита хиперемија крвних 

судова гломерула и интерстицијума са периваскуларним едемом уз налаз 

цистичних проширења у кори бубрега.            

        Према резултатима истраживања Xiugong и сарадника, као последица 

примене макролидних антибиотика у високим дозама током дужег временског 

периода могу се испољити нежељени ефекти на респираторном систему (Xiugong 

и сар., 2011) праћени повећаном количином ексудата у трахеи, некрозом епитела 

и инфилтрацијом неутрофилних гранулоцита. У нашем истаживању утврђено је 

задебљање крвних судова плућа са изразитом хијалинизацијом и вакуолизацијом 

уз периваскуларни едем и нагомилавање мононуклерног инфилтрата код пацова 

из групе која је добијала 2,5 mg/kg тулатромицина, а у групи која је добијала 25 

mg/kg тулатромицина некроза зида крних судова, задебљање интраалвеоларних 

септи услед инфилтрације еоцинофилним гранулоцитима и лимфоцитима са 

местимичним крварењем. Код групе пацова која је добијала највишу дозу лека (75 

mg/kg) установњене су најдрастичније хистопатолошке промене (масивна 

крварења у интерстицијуму и лумену алвеола и десквамативни бронхиолитис са 

потпуном облитерацијом њиховог лумена). Присуство еозинофилних гранулоцита 

би могле бити последица хиперсензитивне реакције организма на овај лек (Periti и 

сар., 1993). 
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        Хистопатолошке промене на тестисима које смо установили у нашем раду, 

због недостатка литературних података није могуће поредити са резултатима 

других истраживача. Према резултатима до којих смо дошли тулатромицин већ у 

терапијској дози доводи до дегенеративних промена на семеним каналићима 

пацова уз оштећење базалне мембране. Са порастом примењене дозе, утврђен је 

виши степен оштећења герминативног епитела. Сматрамо значајним да се помену 

изражене промене крвних судова интерстицијума тестиса који су код групе 

пацова која је добијала дозу од 25 mg/kg тулатромицина били захваћени 

фибриноидном дегенерацијом, док су код групе која је добијала 75 mg/kg 

тулатромицина били захваћени некрозом. 

          Четрнаест дана након завршетка десетодневног огледа, извршена је 

евалуација потенцијалних процеса репарације на оштећеним органима. 

Установљене хистопатолошке промене код пацова указују да до репарације није 

дошло, већ су се промене  задржале у степену који је био и по самом завршетку 

огледа. Ови резултати у складу су са чињеницом да је концентрација 

тулатромицина у унутрашњим органима и ткивима (јетра, бубрези, мишићи, 

масно ткиво, место апликације лека) код свиња и говеда две недење након 

примене дупло нижа од оне која се постигне пет дана након примене лека (ЕМЕА, 

2004), али је она и даље висока и довољна да доведе до промена које смо 

забележили код пацова.       

        Установљено је да тулатромицин може да изазове оксидативни  стрес и 

поремећај коагулације. Његова примена доводи до повећања малондиалдехида, 

оксида нитрата, супероксид дисмутазе и креатин киназе (CK-MB), као и до 

смањења концентрације  антитромбина III (Er и сар., 2011). На тај начин, може се 

претпоставити да су установљене хистопатолошке промене на испитиваним 

органима последица формирања високо реактивних кисеоникових врста.  

Реактивне кисеоникове врсте нарушиле су нормалну функцију ћелија или дошло 

до нарушавања функција антиоксидативног система. 
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7. ЗАКЉУЧЦИ 

 

        На основу експерименталних резултата евалуације потенцијалних 

генотоксичних ефеката и патоморфолошких промена код пацова након примене 

тулатромицина, можемо извести следеће закључке:  

 

 највише концентрације (50 μM и 100 μM) тулатромицина доводе до 

генотоксичних ефеката након 30 минута тако што значајно повећавају ниво 

ДНК оштећења у лимфоцитима пацова у поређењу са негативном 

контролом; 

 

 с обзиром да инхибитори репарације (хидроксиуреа  и цитозин 

арабинозид) нису повећали степен оштећења ДНК молекула у котретману 

са негативном контролом, инхибитори репарације нису повећали 

сензитивност комет теста у овом релативно кратком (30 мин) временском 

периоду њиховог дејства; 

 

 антиоксиданс (каталаза) не редукује оштећења ДНК настала дејством 

тулатромицина, односно не испољава протективни ефекат; 

 

 тулатромицин примењен у највишој дози (75 mg/kg) субкутано током десет 

дана доводи до значајних некротичних промена на месту апликације; 

 

 тулатромицин примењен у испитиваним дозама (2,5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 25 

mg/kg и 75 mg/kg) доводи до едема, вакуоларне дегенерагације и некрозе 

ћелија, хиперемије крвних судова, хијалинизације и вакуолизације зида 

крвних судова, хеморагија по интерстицијуму на унутрашњим органима 

(јетра, бубрези, срце, плућа и тестиси) код пацова. На основу 

установљених хистопатолошких промена, може се претпоставити да са 

порастом примењене дозе лека расте и степен оштећења на испитиваним 

органима; 
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 хистопатолошке промене на јетра, бубрези, срце, плућа и тестисима указују 

да не долази до репарације након две недеље после апликације 

тулатромицина; 

 
 резултати наших истраживања указују да постоји вероватноћа да до 

оштећења ћелија долази услед цитотоксичног дејства овог лека. 
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Јелена Малетић је завршила основну школу и гиманзију у Лозници. Уписала се на 

Пољопривредни факултет Универзитета у Новом Саду, Департман за 

ветеринарску медицину 2001. године, а дипломирала 18. 9. 2006. године, прва у 

својој генерацији, са просечном оценом 8,31. Докторске студије Факултета 

ветеринарске медицине Универзитета у Београду уписала је школске 2006/07 

године. У наредне три године положила све испите предвиђене наставним планом 

и програмом са просечном оценом 9,40. До сада је објавила као аутор или коаутор 

један рад категорије М23, један рад категорије М51, један рад категорије М63 и 

један рад категорије М64. Током докторских студија обавила је приправнички 
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