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1ZVLECEK
Klju€ne besede:

dobrobit Zivali; kortizol; neinvazivne metode vzorcenja; alpski kozorog (Capra ibex); Zivalski vrt

Lovljenje in invazivne metode vzoréenja za alpske kozoroge — Capra ibex pomenijo velik stres,
ne samo za posamezne Zivali, ampak tudi za celotno skupino. Neinvazivne metode vzorcenja
prispevajo k zmanjsanju stresa pri zivalih, saj jih ob tem ni treba odloviti, prav tako ni potreben
poseg v telo (vbod z iglo), pri tem pa se zmanjsajo tudi nevarnosti poskodb pri Zivalih in
oskrbnikih, ki izvajajo odlov. V preiskavo sta vklju¢eni dve neinvazivni metodi odvzema krvnih
vzorcev: odvzem s krvosesnimi stenicami in odvzem z medicinskimi pijavkami, ter preiskave
iztrebkov, urina, dlake in solz. Primerjali smo koncentracijo kortizola, hematoloske in
biokemié¢ne parametre. Primerjalni rezultati v vzorcih, odvzetih z venepunkcijo in obema
neinvazivnima metodama, so pokazali ve¢jo uporabnost odvzema krvi s pijavkami. Najvisja
povprecna koncentracija kortizola je bila izmerjena v krvi, sledijo dlaka in iztrebki (v katerih
smo ugotavljali fekalne glukokortikoidne metabolite), najniZja povprecna vrednost je bila
ugotovljena v slini. Vzorcenji urina in solz sta zahtevna postopka in zato manj primerna
za dolocanje kortizola. Koncentracija kortizola v solzah se je najbolj priblizala povprecju
koncentracije v slini. V urinu je koncentracija kortizola dosegla celo visje vrednosti kot
v krvnem serumu/plazmi. V vzorcih krvi, pridobljenih z venepunkcijo, smo pri kozorogih,
mlajsih od enajstih mesecev in starejSih od desetih let, ugotovili pomembno statisti¢no razliko
v koncentraciji kortizola. Ugotovljena je bila tudi pomembna razlika v koncentraciji fekalnih
glukokortikoidnih metabolitov v vzorcih iztrebkov pri kozorogih, ki so pripadali skupini, mlajsi
od enajstih mesecev, in skupini, starejSi od desetih let. V slini smo ugotovili statisti¢no
pomembno razliko v koncentraciji kortizola med samci in samicami. Prav tako je bila v dlaki
ugotovljena statisticno pomembna razlika v koncentraciji kortizola med vzorci, zbranimi poleti
in jeseni. V drugem delu raziskave smo ugotavljali korelacijo med kortizolom in invadiranostjo
z notranjimi zajedavci. Z laboratorijskimi preiskavami vzorcev iztrebkov smo potrdili
strongilide, eimerije in v enem primeru kapilarije. Po uspesno izvedeni dehelmintizaciji nismo
ugotovili statisticno pomembnih razlik v koncentraciji kortizola pred zdravljenjem in tri tedne

po njem.
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V tretjem delu raziskave smo ugotavljali korelacijo med kortizolom in spolnimi hormoni.
Testosteron smo sledili v iztrebkih, dlaki in serumu. Estradiol smo sledili le v iztrebkih.
Statisticno pomembne korelacije med koncentracijo kortizola in spolnimi hormoni nismo
ugotovili. Zbrane hematoloske in biokemiéne preiskave krvi in vzorcev dlake, iztrebkov, urina,
solz in sline pri alpskih kozorogih lahko sluZijo kot zanesljiv pripomocek v hitrejsi in ustreznejsi

diagnostiki patoloskih stanj in izpostavljenosti stresu pri tej vrsti.
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ABSTRACT

Keywords:

animal welfare; cortisol; non-invasive sampling methods; alpine ibex (Capra ibex); zoo

Catching Alpine ibex and using invasive sampling methods cause a great deal of stress to both
individual animals and the entire group. Non-invasive sampling methods contribute to
reducing stress in animals because they do not require capture or handling (needle puncture),
which in turn reduces the risk of injury to both the animals and the staff responsible for
catching them. This study included two non-invasive blood sampling methods (i.e., sampling
using bloodsucking bugs and medicinal leeches) and analyses of faeces, urine, hair, and saliva.
Cortisol concentrations were compared along with haematological and biochemical
parameters. The comparative results of samples collected through venipuncture and the two
non-invasive methods showed that blood collection with leeches was more useful. The highest
average cortisol concentration was measured in blood, followed by hair and faeces (in which
glucocorticoid metabolites were measured), and the lowest average value was found in saliva.
Urine and tear sampling is a complex procedure and hence less suitable for determining
cortisol. The concentration of cortisol in tears came closest to the average value found in
saliva. The cortisol concentration in urine reached even higher values than in the blood
serum/plasma. In blood samples collected through venipuncture, a statistically significant
difference in cortisol concentration was established between ibex younger than 11 months
and those older than 10 years. A significant difference between the same age groups was also
established in the concentration of faecal glucocorticoid metabolites. In saliva, a statistically
significant difference in cortisol concentration was found between males and females. In hair,
a statistically significant difference in cortisol concentration was found between samples
collected in summer and those taken in autumn. The second part of the study focused on
establishing the correlation between cortisol levels and infestation with internal parasites.
Strongylida, Eimeria, and, in one case, Capillaria were confirmed by laboratory analyses of
faecal samples. After successful deworming, no statistically significant differences in cortisol

concentration were found before and 3 weeks after treatment.
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The third part of the study investigated the correlation between cortisol and sex hormones.
Testosterone was detected in faeces, hair, and serum. Estradiol was only found in faeces.
No statistically significant correlations were established between cortisol levels and sex
hormones. The haematological and biochemical analyses of the blood, hair, faecal, urine, tear,
and saliva samples collected from Alpine ibex can serve as a reliable tool for faster and more

accurate diagnosis of pathological conditions and stress exposure in this species.
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LC-MS

LH
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RIA

WAZA

adenokortikotropni hormon (Adrenocorticotropic Hormone)
kortikotropin sproscujoci hormon (Corticotropin Releasing Hormone)

Evropska zveza Zivalskih vrtov in akvarijev
(European Association of Zoos and Aquaria)

encimsko-imunski test (Enzyme Immunoassay)

encimsko vezani imuno-absorpcijski test
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Stevilo jaj¢ec na gram iztrebka (Eggs Per Gram)

fekalni glukokortikoidni metabolit (Faecal Glucocorticoid Metabolite)
folikel stimulirajo¢i hormon (Follicle Stimulating Hormone)
hipotalamus-hipofizno-adrenalna os (Hypothalamo-Pituitary Adrenal Axis)
kortizol

tekocinska kromatografija — masna spektrometrija
(Liquid Cromatography — Mass Spectrometry)

luteinizirajoCi hormon (Luteinizing Hormone)
Stevilo oocist na gram iztrebka (Oocysts Per Gram)
radio-imunski test (Radio Immuno Assay)

Svetovna zveza zivalskih vrtov (World Association of Zoos and Aquariums)
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1 uvoD

Skrb za dobrobit Zivali v Zivalskih vrtovih predstavlja eno od najpomembnejsih podrocij dela
z zivalmi, kar je povezano Ze z nacrtovanjem njihovih bivalis¢. Polnopravno ¢lanstvo v Evropski
zvezi zivalskih vrtov in akvarijev (EAZA) in Svetovni zvezi Zivalskih vrtov (WAZA) zato
omogocata sodelovanje z drugimi Zivalskimi vrtovi in s tem prenos znanja za izboljSanje

dobrobiti Zivali [1], ki se ji v zadnjem €asu strokovnjaki Se posebej posvecajo [2].

Leta 2015 so Kagan in sod. [3] predlagali univerzalni okvir za dobrobit Zivali v Zivalskih vrtovih.
Avtorji navajajo Stiri glavne komponente, ki skupaj zagotavljajo dobrobit Zivali. Klju¢nega
pomena so filozofija ustanove, njena politika in programska struktura izboljSave. Jones in sod.
[4] poudarjajo, da samo upostevanje standardov o primerni oskrbi Zivali Se ne vodi v optimalno
dobrobit posameznih vrst. Obvezno je vkljuciti tudi sledenje spremembam, ki se kazejo
pri Zivalih in so posledica opravljenih izboljSav v nadrtovanju, izvedbi in obogatitvi ograd,
nacinu rokovanja z Zivalmi, hranjenja, ustrezne spolne in vrsti primerne strukture Zivali, redne
konzultacije, odgovornost zaposlenih in predanost delu. Zvisanje dobrobiti se pri Zivalih
pokaZe v boljSem zdravstvenem stanju, zmanjsanju stereotipij in uspesni reprodukciji. Sodobni
Zivalski vrtovi so ustanove, v katerih se pri oskrbi Zivali uveljavlja najnovejSa znanstvena
spoznanja v povezavi z izkusnjami dobre prakse ob doslednem upostevanju dobrobiti, o cemer
govori tudi WAZA [1]. To strategijo izvaja vse ve¢ Zivalskih vrtov, med njimi tudi Zivalski vrt

Ljubljana.

Eno od pomembnih orodij za zagotavljanje dobrobiti pri divjih Zivalih je ugotavljanje stresa
na osnovi merjenja stresnih hormonov, pri ¢emer proucujemo odnos med stresnim
odgovorom in stresnimi hormoni [5]. Metode vzorcenja za dokaz stresnih hormonov so lahko
razli¢no invazivne, odvisno od vrste medija, v katerem vzoréimo. Koncentracija stresnega
hormona kortizola (KORT) v razliénih medijih/vzorcih je razlicna in s tem je posamezna metoda
odvzema vzorcev bolj ali manj uporabna. Najprimernejsi medij za ugotavljanje koncentracije
hormonov je krvni serum, hkrati je odvzem krvi tudi ena bolj stresnih oziroma invazivnih

metod odvzema.
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Ob odvzemu vzorcev pri divjih Zivalih moramo razlikovati med invazivnimi in neinvazivnimi
metodami ter med invazivnim in neinvazivnim pristopom ob vzorcenju. Invazivha metoda je
jemanje krviiz krvne Zile (venepunkcija), ker je vbod z iglo tisti dejavnik, ki louje obe kategoriji.
Van Herck s sodelavci je ugotovil, da jemanje krvi pri laboratorijskih podganah povzrodi
bolecino in stres [6], medtem ko so Meyer in sod. pri jemanju krvi ugotavljali tudi povisan
kortikosteron v krvi in spremembe v mimiki obraza, znacilne za boleéino [7]. Merjenje

hormonov v iztrebkih, slini, dlaki, perju, urinu in mleku torej spada med neinvazivnhe metode.

O invazivnem pristopu govorimo, kadar moramo Zivali predhodno odloviti in fiksirati,
v nekaterih primerih tudi sedirati, kar jim povzroca dodaten stres. Ta je po navadi Se vedji,
kot je na primer sam vbod z iglo. Alternativni odvzemi krvi s krvosesnimi stenicami in
medicinskimi pijavkami spadajo med neinvazivne metode in pristope, za ta namen pa mora
biti izdelano posebno leZis¢e, na katerem so v posodah namescene krvosesne stenice in
medicinske pijavke. Ko Zivali na takem leZis¢u pocivajo, stenice in pijavke sesajo kri in tako
pridobimo vzorec na neinvaziven nacin z neinvazivnim pristopom. Pri Zivalih v Zivalskih vrtovih
se krvosesne stenice lahko aplicira na Zival tudi s pomocjo kozarca z mreZzico ali pa se krvosesno

stenico preprosto polozi na zival [8].

Koncentracija KORT v krvnih vzorcih kaZze trenutno stanje tega hormona in s tem tudi raven
stresa v krajSem ¢asovnem obdobju. Pri presoji rezultatov moramo upostevati, da se vrednosti
zelo hitro zvisajo Ze ob sami manipulaciji z Zivaljo [7]. Pri treniranih Zivalih in Zivalih,
ki so navajene rokovanja, je dejavnik stresa ob tem postopku veliko manjsi kot pri divjih Zivalih,
pri katerih je za odvzem vzorca potreben odlov, kar vodi do spremembe vrednosti KORT in
popacenja slike trenutnega stanja. Ta nacin vzoréenja predstavlja tudi tveganje poskodb
pri zivalih in sodelujo¢em osebju. Tudi odvzem vzorcev sline, dlake in urina, sicer neinvazivnih
metod vzorcenja, pri divjih Zivali navadno zahteva invazivni pristop, ker je treba Zivali prej
odloviti, razen v primeru zbiranja vzorcev, ki jih Zivali pustijo [2], kar je najuporabnejse
priiztrebkih, urinu na primerni podlagi, ali dlaki na ograjah in drevesih po praskanju. V raziskavi
smo razvijali neinvazivni pristop k jemanju krvi na posebnem lezZis¢u, s katerim Zivali

ne vznemirjamo.
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Na lezis¢e smo namestili posodice s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami,
ki se hranijo, ko Zivali na njem pocivajo. Omenjena metoda bo zelo uporabna pri odvzemu

vzorcev tudi pri drugih Zivalih, predvsem zvereh, s katerimi je tezko rokovati brez anestezije.

V raziskavi smo proucevali alpske kozoroge, vrsto divje koze, ki Zivi v evropskih Alpah.
Zaradi lova so bili v 19. stoletju skoraj iztrebljeni, ohranili so se samo v narodnem parku Gran
Paradiso v severozahodnih italijanskih Alpah [9]. Ukrepi za zasCito populacije alpskih
kozorogov so bili uvedeni ze v 19. stoletju, vendar kljub prizadevanjem niso ustavili upada
populacije [10]. Uspesno so jih znova naselili v zacetku 20. stoletja v Alpah na obmocjih
sedanje Avstrije, Francije, Nemc¢ije, Italije, Slovenije in Svice na nadmorskih vi$inah od 1600 in
3200 metrov [9]. Leta 1906 se je zacel obseien ohranitveni program, ki je omogocil,
da so se alpski kozorogi znova naselili na svoje prvotno obmocje razsirjenosti; v prvotnem
popisu so presteli priblizno 100 Zivali, v najnovejSem popisu leta 2017 pa 50.000. Ukrepi
za zasScito alpskih kozorogov predstavljajo enega najuspesnejSih ohranitvenih projektov,
saj je vnovi¢na naselitev vrst, katerih naravne populacije upadajo, na prvotno obmodcje
razsirjenosti kljuéna za njihovo prezZivetje [11]. Naselitev alpskih kozorogov predstavlja

uspesen model vnovi¢ne naselitve ogrozene Zivalske vrste v njeno naravno okolje [10, 12].

V Zivalskem vrtu Ljubljana ¢reda kozorogov predstavlja najveéjo skupino Zivali, v kateri smo
lahko proucevali samce, samice in mladice. Pri njih so bile izvedene razli¢ne metode odvzema
vzorcev: odvzem krvi z venepunkcijo, s krvosesnimi stenicami — Rhodnius prolixus (R. prolixus)
in medicinskimi pijavkami — Hirudo medicinalis (H. medicinalis), odvzem sline, dlake, iztrebkov,
urina in solz. Opravljene so bile biokemiéne in hematoloske preiskave krvi in endokrinoloske

preiskave sline, dlake, iztrebkov, urina in solz.

Koncentracijo KORT in njegovih metabolitov smo ugotavljali v krvi, iztrebkih, dlaki, slini, solzah
in urinu ob razli¢nih stresnih dejavnikih (npr. ob parazitozah, socialnih nesoglasjih v skupini ...).
Primerjali smo povezanost med koncentracijama KORT in spolnih hormonov (testosteron in

estrogen) v krvi, pridobljeni z venepunkcijo, iztrebkih in dlaki.
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V nalogi smo poleg standardnega odvzema krvi z venepunkcijo izpostavili in proucili
tudi uporabnost alternativnega odvzema krvi s krvosesnimi stenicami in medicinskimi
pijavkami, ki jih lahko uporabimo tudi za odvzem krvi pri drugih divjih Zivalih, kot so zveri,
zirafe in sloni [8]. Predpostavili smo, da sta ti dve metodi manj stresni kot jemanje krvi iz Zile,
medij za ugotavljanje pa je enak. Kri, pridobljena z alternativnimi metodami, je uporabna tudi
za druge namene, na primer za ugotavljanje specifi¢nih protiteles v diagnostiki kuznih bolezni
in ugotavljanje hematoloskih in biokemicnih vrednosti v krvi [13, 14]. V disertaciji
smo preverjali, ¢e se taka kri lahko uporablja tudi v endokrinologiji. Za jemanije krvi s stenicami

in pijavkami je bilo izdelano posebno lezZis¢e, katerega uporabnost smo Zeleli preizkusiti

za neinvazivno jemanje krvi pri kozorogih.

Rezultati doktorske disertacije so izvirni prispevek k znanosti in nudijo doprinos k dobrobiti
alpskih kozorogov in posledi¢no drugih Zivali v Zivalskih vrtovih in oborah. Ob takem nacinu
odvzema krvnih vzorcev se zmanjsa nevarnost poskodb Zivali in strokovnega osebja pri odlovu,
ob tem pa se zmanjsa tudi vznemirjanje Zivali. Zelo pomembna sta neinvazivni pristop in
neinvazivna metoda vzoréenja pri bolnih in oslabelih Zivalih, pri katerih odlov ali anestezija,

ki sta potrebna za pristop, lahko pomenita veliko nevarnost za preZivetje ob samem posegu.
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1.1 NAMEN DELA

Z raziskavami smo Zeleli preveriti uporabnost razli¢nih vzorcev za ugotavljanje koncentracije
kortizola pri alpskih kozorogih (Capra ibex), kot so kri, iztrebki, dlaka, slina, urin in solze.
Ob tem smo Zeleli ugotoviti, kakSne so razlike v koncentraciji kortizola med spoloma, glede na
starost Zivali in letni ¢as, kakSen vpliv imajo prisotnost zajedavcev, socialni odnosi v ¢redi in

drugi stresni dejavniki, kot je na primer obdobje reprodukcije.

Namen doktorske disertacije je bil prouciti moznosti uporabe alternativnih metod vzorcenja
krvi s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami, ki so veliko manj invazivne kot odvzem
krvi z venepunkcijo. To je zelo pomembno zaradi neinvazivnega pristopa k vzoréenju in s tem
izboljSanja ravni dobrobiti Zivali, saj za pridobitev vzorcev ni potreben odlov, ki Zivalim
povzroca stres in nevarnost poSkodb. Odvzem vzorcev krvi se lahko izvaja na prostorih
za pocivanje brez vznemirjanja zZivali. S tem namenom smo v rutinsko delo vpeljali tudi gojenje

krvosesnih stenic v Zivalskem vrtu.

Namen doktorske disertacije je bil tudi ugotoviti, kako bi lahko izboljsali raven dobrobiti
pri alpskih kozorogih predvsem pri razliénih vzorcenjih, ter spoznati socialne strukture, odnose
in nacin prilagoditve Zivljenja v Zivalskih vrtovih. Na modelu alpskih kozorogov lahko
uporabnost razli¢nih metod in tehnik vzoréenja razsSirimo na druge divje in prostoZivece Zivali

v Zivalskih vrtovih, oborah in v naravi.
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1.2

HIPOTEZE

V raziskavi smo preverjali naslednje hipoteze:

1.

Predvidevamo, da bodo za ugotavljanje koncentracije kortizola poleg krvi uporabni
mediji tudi iztrebki, dlaka in slina (v tem vrstnem redu), medtem ko bo postopek

vzorcéenja urina in solz morda teZje izvedljiv.

V nalogi bomo poleg odvzema krvi z venepunkcijo izpostavili in proucili tudi uporabnost
alternativnega odvzema krvi s krvosesnimi stenicami (R. prolixus) in medicinskimi
pijavkami (H. medicinalis). Predvidevamo, da sta ti dve metodi za kozoroge manj stresni

zaradi drugacnega pristopa do Zivali — ker odlov in fiksacija Zivali nista potrebna.

Menimo, da bo primerjava rezultatov biokemicnih in hematoloskih preiskav, ki bodo
narejene vzporedno s tremi razlicnimi nacini odvzema krvi (odvzem krvi z venepunkcijo,
odvzem s krvosesnimi stenicami in odvzem z medicinskimi pijavkami — vsi trije odvzemi
bodo izvedeni ob predhodni fiksaciji kozorogov), statisticno zanemarljiva. Prav tako
predvidevamo, da bo razlika v koncentraciji kortizola pri nacinu vzoréenja ob
predhodnem lovljenju in fiksaciji ter vzporednem odvzemu vzorcev pri posamezni zivali

statistiéno zanemarljiva.

Menimo, da bo raven kortizola v vzorcih, odvzetih s tremi razlicnimi nacini odvzema krvi
(odvzem krvi z venepunkcijo in predhodno fiksacijo, odvzem s krvosesnimi stenicami

na leziS¢u in medicinskimi pijavkami v globoki posodi), statisti¢no znacilno razli¢na.

Predvidevamo, da bomo pred dehelmintizacijo (prisotnost notranjih zajedavcev)
ugotovili visjo raven kortizola kot tri tedne pozneje, torej po opravljeni dehelmintizaciji

in izvedenem zdravljenju.

Predvidevamo, da bomo jeseni (parjenje) ugotavljali visjo raven kortizola kot spomladi
in poleti. Menimo, da bomo ugotovili tudi statisticno znacilne korelacije med

koncentracijo kortizola in spolnimi hormoni.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1  BIOLOGIJA ALPSKIH KOZOROGOV (Capra ibex), NJIHOVE MORFOLOSKE IN FIZIOLOSKE
ZNACILNOSTI

Alpski kozorog (Capra ibex), ki ga je prvi opisal Carl Linnaeus leta 1758 in ga uvrstil v rod koz
(Capra) z najmanj sedmimi vrstami divjih koz, ima kratko in Siroko glavo, gosto dlako sivorjave
barve po vedini telesa, svetel trebuh in temneje obarvano brado, vrat in liso na hrbtu. Na glavi
imata roge oba spola, vendar so pri samcih veliko vedji kot pri samicah. Pri samcu doseZejo
dolZzino od 75 do 98 centimetrov in imajo precne grbe. Njihova telesna masa se giblje
od 67 do 117 kilogramov, z visino vihra pa doseZejo do 93 centimetrov. Samice so manjse in
laZje s krajSimi in manj grbastimi rogovi [9]. Kot odli¢ni plezalci naseljujejo skalna obmocja nad
gozdno mejo in okoli snezne meje na nadmorski viSini od 1100 do 3300 metrov [15].
Ceprav so alpski kozorogi socialne Zivali, sezonsko oziroma glede na letni ¢as samci in samice
bivajo loceno in naseljujejo razlicne habitate, pri cemer imajo samice raje strmejsa podrocja
kot samci [16]. Pozimi se Zivali obeh spolov pomaknejo na skalna poboc¢ja z manj snega in
izbirajo strmine z naklonom od 30 do 45 stopinj, kjer za zasc¢ito in zavetje koristijo manjSe jame
in skalne previse [9]. V naravi obstajajo Stiri najpogostejse skupine: skupina odraslih samcev,
skupina samic z mladici, skupina mladih, dve do tri leta starih zZivali, in meSana skupina [9, 17].
Kozorogi so pasne Zivali. Glavni del njihove prehrane predstavljajo trave, manjsi del pa mahovi,
cvetovi, listje in veje [9]. Zingg [18] je z mikrohistoloSkimi analizami rastlinskih delcev
v iztrebkih zbrala kvantitativne podatke o sestavi krme alpskega kozoroga. Ugotovila je, da se
prevladujoca krma, tj. travno rastlinje, skozi letne ¢ase ni bistveno razlikovala. Bistvene razlike
je nasla pri zauzivanju enokali¢nic (Cyperaceae — ostri¢evke in Poaceae — trave) in dvokalicnic.

Poudarja, da so del njihovega jedilnika tudi iglavci (4,9 %), razliéne vrste praproti in mahovi.

Pri alpskih kozorogih se obdobje parjenja (ruka) zacne decembra in traja priblizno Sest tednov.
V tem Casu ¢rede samcev razpadejo na manjSe skupine, samci zaénejo iskati samice. V prvem
delu ruka se samci pribliZajo samicam v estrusu in jim zacnejo dvoriti, v drugem delu pa se
samec z eno samico lo¢i od tropa, jo varuje pred drugimi samci in se z njo pari. Po kon¢anem
ruku se samec vrne k skupini in ponovi obred parjenja [9]. Brejost traja povprecno 167 dni.

Konca se s porodom enega mladica, priblizno petina kotitev pa z dvema mladi¢ema [19].
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2.2 ZDRAVSTVENA PROBLEMATIKA ALPSKIH KOZOROGOV V NARAVI IN V UJETNISTVU

2.2.1 Zdravstvena problematika v naravi

Alpske kozoroge pestijo Stevilne bolezni, ki so lahko tudi usodne. NajpogostejSe so garje
(Sarcoptes scabiei var. caprae) [20], bakterijska plju¢nica (Mycoplasma agalactiae), infekcijski
keratokonjunktivitis (Mycoplasma conjunctivae), pastereloza (Pasteurella sp.), gniloba stopal
oziroma infekcijski pododermatitis (Dichelobacter nodosus) in druge okuzbe parkljev
(Fusobacterium necrophorum, Bacteroides melaninogenicus), kuzni ektim (Poxviridae) in
paratuberkuloza (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis) [9, 21-23]. Pomemben
dejavnik pri zmanj$evanju populacij v naravi predstavljajo agensi, ki povzro¢ajo abortuse. Zivali
v Svicarskih Alpah so bile seropozitivne na Coxiella brunetti, Leptospira sp., Salmonella
abortusovis, Chlamydia abortus, Toxoplasma gondii, Neospora caninum in Pestivirus (bovina
virusna diareja) [9, 24]. Bruceloza (Brucella melitensis) je bila v raziskavi pri alpskih kozorogih
v francoskih Alpah leta 2012 ugotovljena pri 38 odstotkih pregledanih Zivali, pri cemer so bile
samice odgovorne za 90 odstotkov prenosov [25, 26]. Med letoma 1995 in 2010 je bil izbruh
garjavosti (Sarcoptes scabiei) v vzhodnih Alpah vzrok za vec¢ kot 90-odstotni upad populacije,
kar je privedlo do skorajsnjega izumrtja alpskih kozorogov [27]. Pri mo¢no infestiranih iberskih
kozorogih so zaradi garjavosti poleg anemije ugotavljali Se sekundarne okuzbe koze in

poslediéno znacilni nevtrofilijo in limfopenijo [28].

Pljuénica zaradi okuzbe s pljuénimi nematodi je eden od najpogostejSih vzrokov poginov
pri alpskih kozorogih [29]. Najpogosteje gre za invazijo zajedavcev iz rodov Muellerius sp.,
Protostrongylus sp., Neostrongylus sp., Cystocaulus sp. in Dictyocaulus sp. [29, 30].
Gastrointestinalni zajedavci so bili ugotovljeni pri vseh preiskanih Zivalih. Najpogostejsi so
strongilidi (100 %), Eimeria sp. (100 %), Muellerius sp. (79,8 %) in Nematodirus/Marshallagia
sp. (79,0 %) [31]. Infekcijski keratokonjunktivitis, ki ga povzro¢a Mycoplasma conjunctivae,
je zelo nalezljiva ocesna okuzba alpskih kozorogov, za katero je znacilno vnetje veznice in

rozenice, ki povzroc¢i motnost in perforacijo roZenice; smrtnost je lahko do 30-odstotna [9, 32].
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Nalezljivi ektim je bolezen, ki jo povzroca parapoxvirus. Okuzba prizadene domace in divje
male prezvekovalce, med katere spadajo tudi alpski kozorogi. Znacilen je proliferativni
dermatitis s papulami in pustulami, ki obi¢ajno prizadenejo usta, ustnice in nos. Lezije se lahko
razsirijo na sluznico ustne votline, poziralnika in siris¢nika ter na koZo glave, stegen, perianalne
regije, skrotuma, prepucija, vulve in seskov. Valldeperes in sod. (2023) v svojem ¢lanku poleg
nalezljivega ektima opisujejo ostale aktualne bolezni iberskega kozoroga (Capra pyrenaica),

ki je bliznji sorodnik alpskega kozoroga [33].

2.2.2 Zdravstvena problematika v oborah in Zivalskih vrtovih

V Evropi deluje najmanj 17 Zivalskih vrtov, ki zadrZujejo alpske kozoroge v ujetnistvu [34].
Veljavna uredba (Uredba (EU) 2016/429 — »Pravila o zdravju Zivali«) [35], ki nadomesca
direktivo BALAI (Direktiva Sveta 92/65/EGS), veljavno do aprila 2021, predstavlja najvisji
strokovni standard poslovanja Zivalskih vrtov in hkrati predvideva strokovno delo in odli¢en

strokovni napredek, ki se kaZe tudi pri spremljanju zdravstvenega varstva Zivali.

Pri spremljanju zdravstvenega stanja Zivali v Zivalskih vrtovih se posebej poudarja reden
nadzor zdravstvenega stanja, ki poleg opazovanja kondicije Zivali zajema tudi parazitoloske in
krvne preiskave. Ugotavljanje protiteles v serumu je pomembno tudi zaradi nadzora nad
dolo&enimi boleznimi v éredi na osnovi Uredbe (EU) 2016/429 [35]. V Zivalskem vrtu Ljubljana
v okviru omenjene Uredbe testirajo kozoroge na brucelozo (Brucella melitensis),
Maedi-visna/virusni artritis encefalitis koz (maedi visna virus in virus kozjega artritisa in
encefalitisa), Q-mrzlico (Coxiella burnetti), paratuberkulozo (Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis) in herpesvirusno infekcijo. Pri Zivalih v Zivalskih vrtovih eno vecjih
zdravstvenih teZav zaradi velike koncentracije Zivali na manjSem prostoru predstavljajo
endoparaziti. Pri alpskih kozorogih v Zivalskem vrtu Ljubljana je bilo v skupini kozorogov
potrjenih Sest razlicnih vrst patogenov: Eimeria sp., Trichuris sp., Ostertagia sp.,

Trichostrongylus sp., Strongylidae sp. in Strongyloides sp. [36, 37].
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Slika 1 prikazuje zdravstveno problematiko alpskih kozorogov v Zivalskih vrtovih, ki so vkljuceni
v Evropsko zvezo Zivalskih vrtov in akvarijev (program EAZA). V obdobju od 1. januarja 2000
do 12. aprila 2024 je bilo v bazo ZIMS (Zoological Information Management System) vpisanih
234 alpskih kozorogov [38]. Baza ZIMS je racunalniski program, v katerega so vpisani vsi
veterinarski posegi na posamezni Zivali, dokumentacija pa je dostopna vsem strokovnim

delavcem, ki delajo z Zivalmi v Zivalskih vrtovih, ki so ¢lani EAZA in uporabljajo omenjeni

program.
peskodbe I
neonatalne teiave
kuzne bolezni |G
nekuine bolezni in kondicija *

zapleti pri zadrievanju v ujetnidtvu N
kronigne bolezni
neugodne okoljske razmere
zanemarjanje s strani starfev [
rapleti ob prevozu
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stevilo Tivali

*  temni del stolpca — individualni primeri; svetli del stolpca — tezava v celi skupini

Slika 1: Vzroki za zdravstvene teZave kozorogov v Zivalskih vrtovih v Evropi, vklju€enih
v program EAZA v obdobju od 1. januarja 2020 do 12. aprila 2024 [38].

Figure 1: Causes of ibex health problems in European zoos participating in the EAZA

programme from 1 January 2020 to 12 April 2024 [38].
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2.3 DOBROBIT ZIVALI V ZIVALSKIH VRTOVIH

Polnopravno ¢lanstvo v Evropski zvezi Zivalskih vrtov in akvarijev (EAZA) in Svetovni zvezi
Zivalskih vrtov (WAZA) omogocata sodelovanje z drugimi Zivalskimi vrtovi in s tem spremljanje
smernic in priporocil za dobrobit Zivali, ki se jim v zadnjem casu strokovnjaki Se posebej

posvecajo [1].

Sodobni Zivalski vrtovi niso ve¢ samo mesta za prikazovanje Zivali, ampak so pomembne
ustanove, kjer se najnovejSa znanstvena spoznanja v povezavi z izkuSnjami dobre prakse
uveljavljajo pri oskrbi Zivali, pri ¢emer je upostevanje dobrobiti na visoki ravni, o ¢emer govori

tudi WAZA [1]. To strategijo izvaja vse ve¢ Zivalskih vrtov, med njimi tudi Zivalski vrt Ljubljana.

V Zivalskih vrtovih je dobrobit Zivali zelo pomembna. Z nacrtovanjem ograd sku$ajo posnemati
naravne habitate, Zivalim omogocati vrsti primerne vzorce vedenja, brez stereotipij in drugih
negativnih oblik spremenjenega obnasanja, kar poleg zdravja vpliva tudi na spolno aktivnost
zivali, kar je Se posebej pomembno pri ohranjanju ogrozenih Zivalskih vrst zaradi zagotavljanja
populacije v Zivalskih vrtovih in vra¢anja v naravo. Pri vrednotenju dobrobiti je zelo pomemben
monitoring, s katerim lahko med drugimi dejavniki sledimo tudi spolno aktivnost Zivali in
izpostavljenost stresu. Ugotavljanje koncentracije fekalnih glukokortikoidnih metabolitov

(FGCM) v iztrebkih je ena od zelo uporabnih tehnik.

Prav tako ima pri vrednotenju dobrobiti pomembno vlogo tudi ugotavljanje spolnih hormonov
oziroma njihovih metabolitov v iztrebkih, kar je podlaga za na¢rtovanje reprodukcije in izbiro
primernega €asa zdruZevanja zivali za preprecenje medsebojne agresije, posebno pa je
pomembno pri umetnem osemenjevanju. V nadaljevanju opisujemo strategije spremljanja in
upravljanja reprodukcijskih procesov pri nekaterih Zivalskih vrstah, ki so stresu bolj
izpostavljene tudi zaradi svoje »divje« narave [39, 40]. NajveC raziskav je bilo narejenih
na slonih. Pri 50 odstotkih slonic v evropskih Zivalskih vrtovih se spremlja dinamika spolnih

hormonov, kar je privedlo do povecanja populacije slonov v Zivalskih vrtovih.



Kastelic, M.: Ugotavljanje ravni kortizola ... pri alpskih kozorogih (Capra ibex) v Zivalskem vrtu. 28
Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, 2025. Doktorska disertacija.

V ZDA se vzorci krvi za sledenje dinamike spolnih hormonov jemljejo enkrat tedensko, v Evropi
pa se jemljejo urinski vzorci. Spremljanje spolnega ciklusa slonic na podlagi spolnih hormonov
je Se posebej pomembno zaradi vse pogostejSega izvajanja umetne osemenitve

pri uravnavanju populacije [41].

Proucevane so bile tudi Stiri vrste nosorogov (afriski ¢rni in beli, indijski in sumatranski
nosorog). Prvi trije imajo spontano ovulacijo, pri sumatranskem pa je inducirana s parjenjem.
Brejost se ugotavlja z merjenjem koncentracije progesteronskih metabolitov v slini, iztrebkih,
urinu in plazmi. Pri severnoameriskih ¢rnih medvedih so bile prve raziskave v diagnostiki
hormonov narejene v krvi. Razvita je diagnostika iz iztrebkov, pri pandah tudi iz urina. Medvedi
se parijo sezonsko, v obdobju do 2,5 meseca. Dolocajo se estrogenski metaboliti v urinu
z namenom parjenja ali umetne oploditve. Poleg tega je razvita tudi metoda vaginalne
citologije, ugotavljanja luteinizirajo¢ega hormona (LH) v urinu in estrogenski vrh v iztrebkih.
Vecina mack ima inducirano ovulacijo in je sezonsko aktivnih. Zaradi teZavnosti odvzema

vzorcev krvi za analize se pri njih hormoni merijo v iztrebkih in tudi v urinu [41].

Odvzem vzorcev krvi je za ribe bolj stresen kot za druge visje razvite vretencarje, saj jih je treba
vzetiiz naravnega okolja, tj. vode. Zato se zadnjih 15 let Se posebej intenzivno razvijajo metode
odvzema vzorcev za dolocanje steroidnih hormonov iz povrsinskega sloja sluzi, okolne vode

ter iz iztrebkov in urina rib [42].

2.3.1 Dobrobit alpskih kozorogov v zZivalskih vrtovih

Za ugotavljanje stresa, ki so mu izpostavljene Zivali v Zivalskih vrtovih, se uporablja merjenje
stresnih hormonov. Vecino Zivali v zooloskih vrtovih je za namene diagnostike pred odvzemom
vzorcev treba fiksirati in v nekaterih primerih tudi sedirati. Zivali so zato izpostavljene
dodatnem stresu, kar lahko vodi do poskodb zZivali in osebja [1, 43]. Treniranje Zivali je
v zivalskih vrtovih zelo pomembno orodje, s katerim se pri njih zmanjsa stres ob odvzemu

vzorcev [41].
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Ugotavljanje stresnih hormonov za vrednotenje ravni dobrobiti Zivali, ki Zivijo v vecjih
skupinah, kot so na primer kozorogi, je v Zivalskih vrtovih zelo pomembno, saj so Zivali
nenehno izpostavljene razli¢nim stresnim dejavnikom. Ti so na primer spolna struktura ¢rede,
ki pogosto ni enaka kakor v naravi, prevelika koncentracija Zivali pa tudi blizina obiskovalcev,
ki s seboj pripeljejo pse, ki kozorogom lahko predstavljajo plenilce. Ukrep za dobrobit je poleg
namena priblizevanja pogojem Zivljenja, podobnim naravnim, tudi oblikovanje primerne
spolne strukture ¢rede, saj vodi v bolj uspesno reprodukcijo in nenazadnje normalen socialni
odnos med Zivalmi, kar je izrednega pomena. Ob tem se zmanjsa tako nevarnost poskodb
zaradi agresivne interakcije med posamezniki kot tudi pojavnost bolezni, ki so povezane

s stalnim stresom, predvsem parazitoz.

Podatki o dolo¢anju koncentracije kortizola (KORT) za presojo dobrobiti pri alpskih kozorogih
so zelo skopi. Ugotavlja se, da na koncentracijo KORT vpliva veliko razli¢nih dejavnikov. Prandi
in sod. [44] so bili prvi, ki so opisali ugotavljanje stresnih hormonov v dlaki alpskih kozorogov.
Najnovejse rezultate o koncentraciji KORT v razli¢nih medijih so podali Kastelic in sod. [45].
Sartorelli in sod. [46] so merili koncentracijo KORT v krvi samic kozorogov in ugotovili,

da je odvisna od podnebnih razmer.

Perez in sod. [47] so potrdili, da lahko razlicno Zivljenjsko okolje kozorogov oz. podrocje
razli€no vpliva na aktivacijo hipotalamus-hipofizno-adrenalne (HPA) osi in s tem na razlicno
koncentracijo kortizola v dlaki, kar kaZze na razlike v prilagoditvi na razli¢na okolja. Casas in sod.
[48] so poleg hematoloskih in biokemicnih parametrov pri iberskih kozorogih (Capra

pyrenaica) izmerili tudi koncentracijo KORT v krvi.
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2.4 NEINVAZIVNE METODE ODVZEMA VZORCEV ZA ENDOKRINOLOSKE ANALIZE

Hormonski monitoring je dobro razvito orodje za ugotavljanje hormonalne aktivnosti
prostozivecih in divjih Zivali. Ker so divje Zivali v naravi in Zivalskih vrtovih v vecini primerov
bolj izpostavljene stresu ob vzoréenju od domacih Zivali, se zanje razvijajo neinvazivne metode
in neinvazivni pristopi k jemanju vzorcev. Od leta 2010 se Stevilo ¢lankov o neinvazivhem
vzorcenju vztrajno povecuje [2]. To je pomembno tudi za izboljSanje dobrobiti Zivali,
saj o omejevanju bolecine in stiske v »Nacelu 3Rs« govorita Ze Russell in Burch [49],

kar je najprej veljalo za laboratorijske, zdaj pa se pocasi uveljavlja tudi za divje zZivali [2].

Najbolj natanc¢ne in najhitrejSe so preiskave krvi, pri katerih se ugotavljajo steroidni hormoni
(kortizol, estrogeni, progestageni, androgeni) in proteinski hormoni (FSH, LH, prolaktin,
inhibin, relaxin). V Zivalskih vrtovih se monitoring najpogosteje izvaja pri slonih, nosorogih,
medvedih in vrstah velikih mack [41], pri éemer pa so Zivali ob jemanju vzorcev izpostavljene
stresu, kar lahko vpliva na povisane vrednosti glukokortikoidov [50]. Pred odvzemom vzorcev
krvi je treba Zivali odloviti, kar lahko privede do posSkodb Zivali ali sodelujo¢ega osebja,

ali jih anestezirati, kar prav tako predstavlja tveganje za Zivali.

V nekaterih primerih, ki zahtevajo vzoréenje krvi, je to pri divjih Zivalih navadno povezano
z odlovom ali odstrelom [51]. V Zivalskih vrtovih razvijajo tehnike za neinvazivno vzorcenje krvi
[13, 14, 45]. Razvile so se metode, s katerimi lahko ugotavljamo vrednosti v krvi, odvzeti
na neinvaziven nacin, s pomocjo krvosesnih stenic in medicinskih pijavk, s ¢imer Zivali
ne vznemirjamo, sam postopek pa je za Zivali nebolec in niso podvrzene stresu ali nevarnosti
poskodb. V primerih, ko za preiskave ni nujna kri, lahko ugotavljamo vrednosti hormonov
v iztrebkih, urinu, slini, mleku, dlaki, solzah, perju in jaj¢nih lupinah. Pomembno je vedeti,
da se proteinski hormoni lahko doloc¢ajo samo v krvi, ker se v iztrebkih in urinu ne izlo¢ajo

v imunogeni obliki [41].
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Pri vzoréenjih pri divjih Zivalih se metoda vzoréenja in metoda pristopa k vzoréenju velikokrat
prepletata. Poznamo invazivni pristop, ko je treba Zival odloviti, in neinvazivni pristop, ko Zivali
zaradi odvzema vzorcev ne vznemirjamo, ter invazivno (odvzem krvi z vbodom z iglo) in
neinvazivno metodo vzorcenja. Lahko izvajamo neinvazivho metodo, hkrati pa je pristop
do Zivali invaziven, kar lahko povzroci spremenjene vrednosti kortizola. Odvzema vzorcev sline
in solz sta naceloma neinvazivni metodi vzoréenja, ki pa za divje Zivali, nevajene rokovanja,
predstavljata invaziven pristop, ki je za njih stresen, ker jih je treba prej odloviti. Zato se kot
neinvazivna metoda in pristop najpogosteje uporabljajo vzoréenja iztrebkov (50 %), dlake,

perja (15 %) in urina (8 %) [2].

2.4.1 lztrebki

Pomembna neinvazivna in zato v praksi uporabna metoda je ugotavljanje hormonov oziroma
njihovih metabolitov (Fecal Glucocorticoid Metabolite; FGCM) v iztrebkih, ki se s pridom

uporablja tako pri prostoZivecih Zivalskih vrstah v naravi kot tudi v Zivalskih vrtovih [44, 52].

Glukokortikoidi se po vecini inaktivirajo in metabolizirajo v jetrih, iz katerih se z Zol¢em izlodijo
v Crevo in iz telesa z iztrebki. Primerjava rezultatov razli¢nih raziskav kaze, da imajo domace
zZivali nizje koncentracije FGCM v iztrebkih kot enake vrste v naravi, kar je bilo prouéevano
pri divjih in domacih svinjah, divjih bizonih ter domacih bikih in kravah, pri volku in psu,

evropski divji in domaci macki ter pri divji in laboratorijski podgani [53].

V iztrebkih ugotavljamo hormonsko stanje v ¢asu od enega do dveh dni, lahko tudi ve¢ po
stimulaciji, odvisno od trajanja pasaze vzdolZ Crevesja. Za natan¢no ¢asovno dolocanje ¢asa
stresa moramo odvzeti vzorce iztrebkov v dolocenih ¢asovnih razmikih, ki lahko trajajo vec dni.
Metoda dolocanja hormonov iz iztrebkov je uporabna za doloc¢anje kratko in dlje trajajocega

stresa [53].
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Metode ugotavljanja stresa, ki so nam trenutno na voljo, lahko pripomorejo k dobrobiti
najrazli¢nejsih vrst Zivali. Eden od novejsSih ¢lankov govori o ugotavljanju KORT v iztrebkih
pri ljubiteljskih kuncih med transportom. Znanstveniki ugotavljajo pomemben dvig
koncentracije FGCM v vzorcih iztrebkov ne glede na ponujene priboljske med transportom in

navidezno nestresno situacijo [54].

2.4.2 Dlaka

Koncentracijo KORT, s katero vrednotimo intenzivnost stresnega odgovora, lahko dolo¢amo
v razliénih bioloskih materialih, vkljuéno z dlako. KORT se v dlako nalaga med njeno rastjo
iz krvnih Zil, ki oskrbujejo dlacni folikel, in z difuzijo iz tkiv, ki obdajajo rastoco dlako [55, 56].
Ker je rast dlak dolgo trajajoci proces, lahko z analizo KORT v dlaki ugotavljamo dlje trajajoci

oziroma kronicni stres [53].

Dlako najlaZje odvzamemo na mestih, kjer se Zivali zadrZujejo in drgnejo, lahko tudi na ograjah,
za kar ne potrebujemo invazivnega pristopa. Lahko pa jo odvzamemo tudi s strizenjem
ob invazivnem pristopu ob odlovu Zivali, kar ne vpliva na koncentracijo KORT, saj se ta nalaga

v daljSem ¢asovnem obdobju [53].

2.4.3 Slina

Ugotavljanje KORT v slini je kot neinvazivha metoda z neinvazivnim pristopom primerna
pri udomacenih, treniranih Zivalih ali s pomocjo materiala za Zvecenje [57]. Slina je primerna
za ugotavljanje trenutnega stanja KORT, ker se v slino izlo¢a podobno kot v kri in lahko tako
kot v krvi ugotavljamo dnevni ritem, zato je primerna za ugotavljanje akutnega stresa [53].
Hormoni prehajajo v slino v najveéji meri skozi acinarne celice, lahko pa tudi iz krvi preko
odrgnin v ustih in eksudata iz periodontalnih tkiv [5]. Raven KORT v slini je desetkrat nizja kot
v krvi [50], kar je verjetno povezano s prisotnostjo 11B-hidroksisteroid dehidrogenaze tipa 2

in 17 hidroksisteroid dehidrogenaze v slinskih Zlezah [5].
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V slini se kot stresni marker poleg KORT pogosto ugotavlja tudi raven alfa-amilaze [58, 59].
Kortizol v slini je ultrafiltrat kortizola v plazmi in kaze na koncentracijo biolosko aktivnega,
na proteine nevezanega (prostega) kortizola v serumu. Kortizol vstopa v slino z difuzijo,
neodvisno od pretoka sline. Izraza cirkadiani ritem kortizola z zgodnjim jutranjim vrhom ter se
hitro in zanesljivo odziva na spremembe koncentracije kortizola v plazmi, ¢eprav je njegova

koncentracija priblizno desetkrat nizja kot v serumu [60, 61].

2.4.4 Urin

Prenos kortizola v krvi omogoca vezava na specifi¢ni nosilni globulin CBG (Cortisol binding
globulin) in na albumine. BioloSko aktivna prosta frakcija predstavlja le od dva do pet
odstotkov skupne koncentracije kortizola. Vecina kortizola se izlo¢a v urin v obliki metabolita
tetrahidrokortizola, konjugiranega z glukuronidi in sulfati, samo priblizno trije odstotki pa kot
naravni hormon. Nevezani kortizol se v ledvicah filtrira in delno reabsorbira iz primarnega
urina, zato se le zelo majhen delez (~2 %) izloCi nespremenjen z urinom. Ker spremembe
v presnovi jeter ne vplivajo na koncentracijo prostega kortizola v urinu, merjenje slednjega
bolje izraza endogeno koncentracijo kortizola kot merjenje koncentracij metabolitov kortizola

v urinu [60, 61].

2.4.5 Solze

Ugotavljanje KORT v solzah je neinvazivna metoda vzoréenja z neinvazivnim pristopom
pri treniranih in udomacenih Zivalih. V mascobi topni prosti KORT se iz krvi izlo¢a z difuzijo
preko krvno-vodne bariere v solze [62]. Monk s sod. je ugotovila, da KORT v solzah

signifikantno sledi povecanju KORT v krvi [63].
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2.4.6 Alternativni nacini odvzema krvi

Uporaba krvosesnih stenic (R. prolixus) [8, 52, 64, 65] in medicinskih pijavk (H. medicinalis)
[14, 66] predstavlja alternativno, neinvazivho metodo za odvzem krvi iz krvnih Zil, ki se
uporablja predvsem v Zivalskih vrtovih in pri prostozivecih Zivalih. Tako lahko odvzamemo
manjse koli¢ine krvi, ne da bi Zivali lovili ali kako drugace vznemirjali in jih izpostavljali
posSkodbam [8]. Izreden napredek pri neinvazivnem odvzemu krvi je opisan pri majhnih vrstah
ptic v ¢asu gnezdenja. V ta namen se v gnezdo podtaknejo umetna jajca, v katerih so krvosesne

stenice, ki pijejo kri pticam, medtem ko valijo [67].

2.4.6.1 Krvosesne stenice (Rhodnius prolixus)

Pri Zivalih se je metoda odvzema krvi s pomocjo krvosesnih stenic zacela uporabljati po letu
1971 [8]. Prvic so ta nacin vzorcenja opisali pri gekonu [68]. Metoda se najpogosteje uporablja
takrat, ko se Zelimo izogniti stresu pri Zivalih. Krvosesne stenice Rhodnius prolixus,
Triatoma infestans in Dipetalogaster maxima ponujajo novo in manj invazivno metodo
vzorcenja krvi. Omenjene tri vrste se razlikujejo po velikosti in konzumaciji krvi, agresivnosti

in dolZini razvoja [8].

V druzini Reduviidae, poddruzini Triatominae, v katero spada tudi R. prolixus, je 140 razli¢cnih
vrst [8]. Zivijo predvsem v Srednji Ameriki, na severu do Velikih jezer v ZDA, najjuineje
jih najdemo v Argentini. V naravi so krvosesne stenice glavni prenasalci protozoja
Trypanosoma cruzi, ki pri ljudeh povzroéa Chagasovo bolezen [65, 69, 70]. Za namene
diagnostike se uporabljajo komercialno gojene stenice, ki so proste patogenov. Najpogosteje
se za odvzem krvi uporablja R. prolixus, ki je najmanjsa vrsta triatomin, odrasli samci in samice
dosezZejo velikost od 20 do 22 milimetrov. Samice odlagajo jaj¢eca na liste, papir ali na odrasle
Zivali iste vrste, v nasprotju z drugima dvema vrstama, T. infestans in D. maxima, ki jajéeca
odlagata na zemljo [71]. V obdobju razvoja imajo pet larvalnih faz. Vse razvojne faze se hranijo
s sesanjem krvi, obi¢ajno teden ali dva po levitvi. V praksi se najpogosteje uporabljajo nimfe

pete larvalne stopnje [8].
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Razvoj R. prolixus, ki poteka pri temperaturi 25 °C in pri 50- do 60-odstotni relativni vlagi,
je koncan po 56 dneh in poteka preko petih larvalnih oblik (L1-L5): 9 dni L1, 10 dni L2, 10 dni
L3, 13 dni L4 in 14 dni L5. Po levitvi, ki sledi hranjenju, stradajoci samci preZivijo od 30 do
60 dni in samice od 30 do 40 dni [72]. Pri gojenju se priporoca svetlo/temni dnevni ritem,
ki je boljsi od popolne teme [8]. Zivljenjska doba odraslih samcev je od 156 do 167 dni, samic
pa od 127 do 207 dni. Za iskanje gostitelja uporabljajo razli¢na Cutila. Odrasle Zivali in larve
pritegnejo NHs3 v izlo¢kih nahranjenih stenic, izdihani CO; in znoj gostitelja. Na blizu
se odzovejo tudi na spremembe v temperaturi [8]. Na sliki 2 prikazujemo razvojni krog
krvosesne stenice vrste R. prolixus s petimi razvojnimi fazami [73]. Na sliki 3 pa prikazujemo

narascanje velikosti krvosesne stenice pri hranjenju.

Odrasla -~
stopnja

Slika 2: Razvojni krog Rhodnius prolixus (vir: Kastelic Gal, 2025).
Figure 2: Developmental cycle of Rhodnius prolixus (Kastelic Gal, 2025).
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Slika 3: Prikaz velikosti R. prolixus pred sesanjem, po eni minuti in 20 minutah
sesanja krvi (vir: Orchard in sod.) [74].
Figure 3: Presentation of Rhodnius prolixus size before sucking and after 1 and

20 minutes of sucking blood (Orchard et al., 2021) [74].

Ob sesanju se kri gostitelja zbira v prebavnem traktu stenice, kjer se iz krvi zaradi absorpcije
skozi sluznico crevesa izlo¢i vodna frakcija in se zauzita kri koncentrira. Proces se zacne
po priblizno 20 minutah, zato je za pravilno vrednotenje rezultatov analize takSne krvi
pomemben hiter odvzem krvi iz prebavil stenice [52]. R. prolixus ob ugrizu izlo¢a antikoagulant
prolixin S, ki zavira koagulacijsko kaskado tako, da preprecuje aktivacijo faktorja VIIl. Delovanje
prolixina S je zelo kompleksen proces, pri katerem se izlo€ajo tudi histamin in faktorji, ki imajo

antiagregacijsko vlogo [75].

Krvosesne stenice se danes najpogosteje uporabljajo v laboratorijih in Zivalskih vrtovih
kot alternativna metoda odvzema krvi za endokrinoloSke analize. Pri tem je na prvem mestu
ugotavljanje koncentracij stresnih hormonov, pomembne raziskave pa so izvedene tudi
na podro¢ju ugotavljanja metabolitov stresnih hormonov in protiteles proti razliénim
povzrociteljem bolezni [8]. Nacin uporabe stenic je odvisen od biologije gostitelja in od tega,
ali moramo gostitelja odloviti ali je navajen rokovanja. Ce stenice spustimo na Zival, jih ob tem
lahko izgubimo. Da se to ne zgodi, uporabljamo posodice, pokrite s kovinsko ali bombazno

mrezico, ki jih poloZimo na zZival in po¢akamo, da se stenice napijejo krvi skozi mrezico.
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vevyv

V ta namen lahko uporabljamo tudi posebna lezis¢a, na katerih so namescene posodice,
nad katerimi lezi Zival. Pri jemanju krvi pticam se stenice lahko namesti v umetna jajca, ki imajo

okenca, prekrita z mreZico, skozi katero lahko stenice sesajo kri ptic med valjenjem [52].

Napiti stenici, ki ob sesanju poveca svojo velikost, se kri odvzame neposredno iz prebavil
z injekcijsko iglo 16G. Najvecja koli¢ina krvi, ki jo lahko pridobimo naenkrat, je od 1,1
do 3,8 mililitra [52]. Nimfe posesajo od 3- do 23-kratni volumen svoje mase, odrasle Zivali

pa 1-3-kratni volumen (slika 3) [8].

Stinging
apparatus

Slika 4: Cevasto iztegljivi ustni del krvosesne stenice vrste Dipetalogaster maxima
(vir: Voigt, 2006) [76]. Razlaga slike je v besedilu.
Figure 4: Proboscis of the bloodsucking bug Dipetalogaster maxima (Voigt, 2006) [76].

An explanation of the figure is in the text.
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Slika 4 prikazuje primerjavo med iglo in proboscisem krvosesne stenice. Na sliki so prikazani
elektronsko-mikroskopski posnetki injekcijske igle 0,60/30 mm (A, C) vbodnega aparata (B) in
konice proboscisa (D) krvosesne stenice vrste Dipetalogaster maxima. Sliki A in B sta bili
posneti pod 12-kratno, C in D pa pod 200-kratno povecavo. Oznaceni kvadratek na slikah
oznacuje konico igle (A) oziroma proboscisa (B), ki sta prikazana tudi pri vecji povecavi spodaj.
Stenica prebode koZo le z vrhom proboscisa, ki je podoben Zagi (D), medtem ko je pri uporabi
obi¢ajne metode vzorcenja krvi v koZo vstavljen celoten premer igle, kot je prikazano

na sliki A [76].

Najvedji prednosti triatominov sta specifi¢cna anatomija prebavil in nacin prebave. Na sliki 5
prikazujemo anatomski poloZaj organov R. prolixus [70]. Sesanje krvi poteka preko proboscisa
neposredno iz krvne Zile in traja od 5 do 50 minut. Prebavni trakt je enostavna cev, v kateri
se kri shrani v zelo raztegljivem Zelodcu, kjer ostane v bistvu neprebavljena in se koncentrira

z izlocitvijo tekocCine do 45 odstotkov teZze posesane krvi v prvih stirih urah [8].

prebavila kutikula

tipalke slinska Zleza

W jajcevod
7 jajceci

Zlezno izvodilo — proboscis

Slika 5: Anatomska zgradba krvosesne stenice R. prolixus (vir: Alzogaray, 2022) [70].

Figure 5: Anatomical structure of the bloodsucking bug R. prolixus (Alzogaray, 2022) [70].
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2.4.6.2 Medicinske pijavke (Hirudo medicinalis)

Medicinske pijavke se uporabljajo pri zdravljenju razlicnih bolezni Ze tisoce let [77],
saj so ljudje verjeli, da je puscanje krvi zdravilo za razli¢ne bolezni, od glavobola do protina.
V danasnjem casu se medicinske pijavke uporabljajo npr. pri zdravljenju osteoartritisa, venski

blokadi, v plasti¢ni kirurgiji in alternativni medicini [14].

Pijavke iz rodu Hirudo so krvosesne kolobarnice. Najbolj poznane vrste so H. medicinalis
(medicinska pijavka), H. orientalis (azijska pijavka) in H. verbana (madzarska pijavka). Vse tri
vrste so ektoparaziti, ki Zivijo v sladkovodnih ribnikih in pocasi tekoc¢ih vodah, kjer poiscejo
svoj plen (dvozivke in druge vretencarje) z zaznavanjem toplote, kemic¢nih substanc ali gibanja.
Odzivajo se na nenaravno razburkanje vode in zacnejo nagonsko plavati proti viru premikanja
vode. Pijavke se pritrdijo na povrsSino telesa gostitelja tako, da prerezejo koZo s stotinami

poapnelih zob [78, 79].

Slina pijavke vsebuje vec kot 100 razlicnih biolosko aktivnih molekul, ki delujejo protivnetno,
protibolecinsko, antikancerogeno, zavirajo razvoj metastaz in degenerativne procese,
ekstracelularno pa delujejo tudi protimikrobno [80]. Da je ugriz pijavke minimalno bolec¢ in
je zato Zivali ne poskusajo odstraniti, poskrbi mehanizem v slini pijavke, ki blokira kaskade,
vklju¢ene v razli¢ne stopnje regulacije bolecine preko citokinov [81]. Slina pijavke vsebuje tudi
histaminu podobne snovi, ki delujejo kot vazodilatatorji na obmodju sesanja in hialuronidazo,
ki pomaga pijavki prodreti skozi kozo in ji omogodi boljsi dostop do krvi. Antikoagulacijsko
delovanje sline pijavke je posledica prisotnosti antikoagulanta hirudina, ki zavira delovanje
trombocitov in regulacijsko delovanje trombina. Hirudin ima enako antitrombinsko delovanje

kot heparin, vendar v veliko manjsem odmerku [80].

Ena glavnih pomanjkljivosti, ki vpliva na uporabnost medicinskih pijavk za vzorcenje krvi,
je obseZzna krvavitev mesta odvzema zaradi delovanja hirudina in drugih substanc v slini
po ekstrakciji pijavke. V humani medicini opisujejo ¢as krvavitve od 10 ur do 7 dni
po odstranitvi pijavke [82]. Po sesanju krvi, ki lahko traja do ene ure, se zauZzita gostiteljeva kri

v prebavilih pijavke koncentrira zaradi izlo¢anja vode in soli [83].
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Preostanek visoko viskozne krvi vsebuje plazemske beljakovine in krvne celice, ki se lahko
ohranijo v prebavilih dlje ¢asa, tudi do enega leta [78]. Zato pijavke lahko prezZivijo do enega

leta brez hrane [83].

Odrasle pijavke lahko zauZijejo koli¢ino krvi do desetkratnika svoje telesne mase v enem
obroku, pri éemer je povprecna prostornina zauzite krvi od 5 do 15 mililitrov [84]. Medicinske
pijavke iz druZine Hirudinidae so potencialno obetavna alternativa invazivnemu jemanju krvi,
ker so komercialno dostopne, gostitelja ne vznemirjajo, hranijo se pri Sirokem razponu

temperatur in lahko konzumirajo vecje koli¢ine krvi [14].

Uporabnost neinvazivnega odvzema krvi z medicinskimi pijavkami je dokazana za
epidemioloske preiskave, kar je opisano pri ugotavljanju arbovirusov pri razli¢nih Zivalskih
vrstah. Odvzem krvi z uporabo medicinskih pijavk je pokazal obetavne rezultate. Verjetno
je dobra alternativa drugim bolj zapletenim in invazivnim metodam ter lahko zagotovi
pomemben napredek pri vzoréenju krvi za preventivho medicino in epidemioloske Studije

na zivalih v Zivalskih vrtovih [13].

Medicinske pijavke imajo dva priseska, po enega na vsakem koncu. Imenujeta se sprednji in
zadnji prisesek. Zadnji se uporablja predvsem za premikanje, medtem ko je sprednji sesalec,
ki ga sestavljajo Celjust in zobje, vhodno mesto za hranjenje. Medicinske pijavke imajo
trodelno ¢eljust, ki spominja na Zage, na katerih je priblizno 100 ostrih zob, s katerimi zarezZejo
gostitelja. Ugriz pusti znamenje, to je obrnjen Y znotraj kroga. Po prebadanju koze pijavke
izsesajo kri ob hkratnem vbrizgavanju antikoagulanta hirudina [79, 85]. Sesanje krvi poteka
s faringealno peristaltiko, ki polni golSo in je ob zacetku sesanja 2,4 Hz, proti koncu pa pade
na 1,2 Hz. Spodbuja jo serotonin. Ob hranjenju poteka peristaltika tudi na telesu pijavke,
saj s tem polni divertikle na golsi, ki jih je po 11 na vsaki strani. Koli¢ina popite krvi je odvisna
od velikosti pijavke, pri enem gramu lastne mase zauzije 8,4 grama krvi. DolZina hranjenja
je odvisna od velikosti pijavke in pri manjsih traja dlje ¢asa, v povprecéju hranjenje traja

25 minut [83].
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2.5 STRES IN STRESNI HORMONI

2.5.1 STRESNI ODGOVOR ORGANIZMA

Klasi¢na teorija stresa, ki jo je objavil Salye [86] v sedemdesetih letih prejSnjega stoletja,
opredeljuje stres kot nespecificni odgovor organizma na neki Skodljiv oziroma nevaren zunanji
dejavnik. Sodobnejse teorije stres opredeljujejo kot ucinke najrazlicnejsih, Zivih ali nezivih
dejavnikov, ki lahko povzrocajo motnje v homeostazi. Te se lahko kazejo na vseh ravneh
organizacije Zivega organizma od posameznih celic ali tkiv do kompleksnih odgovorov
organizma kot celote [87]. Glede na opisano stresno kaskado sestavljajo stresni dejavnik
(stresor), stresni odgovor organizma in vidni ali merljivi u€inek stresa na delovanje ali vedenje
organizma kot posledica stresnega odgovora. Lu in sod. 2021 nadalje opisujejo stres
kot spremembo homeostaze, ki vkljuCuje sistemski in lokalni stres. Glede na odziv organizma
razlikujemo tri vrste stresa, to so neustrezni stres (sustres), dobri stres (eustres) in slabi stres

(distres) [88].

Informacije o stresnem drazljaju, ki jih zaznavajo Cutila, se po senzori¢nih Zivénih vlaknih in
prevodnih poteh centralnega Zivénega sistema prenasajo v centre skorje velikih mozganov,
od tam pa preko limbi¢nega sistema do hipotalamusa, preko katerega sledi stimulacija

simpati¢nega Zivénega sistema in aktivacija hipotalamus-hipofizno-adrenalne osi [53, 89, 90].

Prvi odziv organizma po zaznavi stresorja je aktivacija simpati¢nega Zivénega sistema, ki sprozi
izloCanje nevrotransmitorja noradrenalina iz eferentnih Zivénih konci¢ev simpatikusa
na sinapsah s ciljnimi celicami. Kmalu zatem nastopi Se endokrino izlo¢anje adrenalina
iz sredice nadledvi¢ne Zleze kot modificiranega simpati¢nega ganglija [53, 89, 90]. Aktivacija
simpati¢nega Zivénega sistema sproZzi in tudi vzdrZuje odziv »boj ali beg«, pri katerem npr.
narasteta frekvenca srca in krvni tlak, poveca se pretok krvi skozi pljuca in skeletne misice,
zmanjsa pa pretok krvi skozi prebavila, nastopi bronhodilatacija, pospesijo pa se tudi nekateri

presnovni procesi (npr. glikoliza in glukoneogeneza).
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V naslednji fazi stresnega odziva se aktivira hormonalna os hipotalamus — adenohipofiza —
skorja nadledvi¢ne Zleze. Drazljaji, ki aktivirajo simpaticni Ziv¢ni sistem, hkrati v specializiranih
nevronih paraventrikularnega jedra v hipotalamusu pospesijo sintezo nevropeptida
kortikotropin sproscujotega hormona (Corticotropin Releasing Hormone; CRH). CRH se
sprosca v hipotalamus-hipofizni portalni krvni sistem in se s krvjo prenese v adenohipofizo,
kjer deluje na kortikotropne celice in pospesi sintezo adrenokortikotropnega hormona (ACTH).
Ta se sprosti v kri in deluje na snopicasto plast (zona fascikulata) skorje nadledvicne Zleze,

kjer stimulira sintezo glukokortikoidnih hormonov (glukokortikoidov) [89, 90].

2.5.2 Vloga glukokortikoidov pri stresnem odgovoru organizma

Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki jih (poleg mineralokortikoidov in androgenov)
proizvaja in izlo¢a skorja nadledvi¢ne Zleze. Glavni glukokortikoidni hormoni so kortizol in
kortizon pri vecini sesalcev ter kortikosteron pri pticah, glodavcih in plazilcih [91]. Glavni vir
sinteze glukokortikoidov je holesterol. Ta je v celicah snopicaste plasti skorje nadledvicne Zleze

shranjen v lipidnih kapljicah, kjer se v velikih koli¢inah nahaja v dostopni estrski obliki [92].

Fiziolosko izlo¢anje glukokortikoidov je zelo spremenljivo in pulzirajoce s periodo priblizno
90 minut pri veliko vrstah, vkljuéno z ljudmi, govedom in ovcami, medtem ko pulzativnost
ni jasno vidna pri drugih vrstah, na primer pri prasic¢ih [93, 94]. Sintezo glukokortikoidov
urejajo dnevno-nocni ritem osvetlitve in drugi dejavniki, tudi genetski. Pri dnevnih vrstah
je najvisSja koncentracija glukokortikoidov izmerjena zjutraj in pade zvecer in preko nodi,
medtem ko je vrh pri noénih vrstah zveéer in pade zjutraj [93]. Veliko fizioloskih funkcij izzove
nastajanje glukokortikoidov in te so pomembne za normalno delovanje organizma, rast in
obnovo. Koncentracija glukokortikoidov se prehodno poveca po hranjenju in lahko spodbudi
zauzivanje hrane, v kombinaciji z inzulinom pa tudi deponiranje mascob [95]. Izlodanje

glukokortikoidov pospesujejo tudi razlicne oblike stresa in fizicna aktivnost [90—94].
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Pomembno vlogo pri regulaciji izloéanja glukokortikoidov ima negativna povratna zanka,
ki poteka preko glukokortikoidnih receptorjev tipa | in Il. Preko glukokortikoidnih receptorjev
tipa | se regulira bazalna dejavnost HPA, receptor tipa Il pa je vkljucen, ko so koncentracije
glukokortikoidov visoke, torej ob stresu. Receptoriji tipa | so locirani v hipokampusu in drugih
mozganskih regijah, receptoriji tipa Il pa so razsirjeni pretezno v hipotalamusu in hipofiznih

kortikotropnih celicah [90].

Glukokortikoidi uravnavajo metabolizem ogljikovih hidratov in imajo zato velik ucinek
na mobilizacijo zalog energije v telesu z namenom vzpostavitve homeostaze [88]. Njihovo
delovanje je usmerjeno v jetrno glukoneogenezo in glikogenolizo ter zniZanje izkoris¢anja
glukoze v ekstrahepaticnih, od inzulina odvisnih tkivih. Stimulirajo tudi mobilizacijo prostih
mascobnih kislin iz adipocitov s pretvorbo mascobnih kislin v jetrih v trigliceride in ketone.
Sinteza beljakovin je znizana in ob tem poteka tudi razgradnja misSi¢nih beljakovin
na aminokisline za jetrno glukoneogenezo. Povecana koncentracija KORT povzroci zmanjsano
obcutljivost miSice na inzulin (zmanjSan prehod glukoze skozi sarkolemo), misi¢éno proteolizo
in posledi¢no zmanjsanje misiéne mase in moci [90, 92]. Na splosno je ucinek glukokortikoidov

na presnovo ogljikovih hidratov, mascob in beljakovin nasproten ucinku inzulina [92].

Glukokortikoidi delujejo na mobilizacijo glukoze v kroni¢nih obdobjih povisanih potreb ali
pri pomanjkanju vnosa v organizem (stradanje), ko se poveca razgradnja misi¢nih beljakovin
v aminokisline. Zagotavljajo tudi povecano glukoneogenezo in lipolizo, potrebno za stabilnost
organizma prek noci in pri daljSem zmanjSanem vnosu. Pri povecanih potrebah, npr.
pri aktivnostih, ko so zaloge jetrnega glikogena porabljene, lahko zmanjSana glukoneogeneza
iz aminokislin vodi v pogin zaradi hipoglikemije, ¢e je ob tem tudi zmanjsano izlocanje

glukokortikoidov [92].

Glukokortikoidi tudi zniZujejo raven kalcija v telesu, s tem da zmanjujejo vnos Ca?*
v organizem in pospesujejo njegovo izlo¢anje v ledvicah, tako da zmanjsujejo tubularno

reabsorbcijo.
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Z zaviranjem sinteze proteinov v osteoblastih glukokortikoidi zavirajo formiranje kosti in
s casom povzrocijo osteoporozo. Zaradi u¢inka, nasprotnega vitaminu D, se jih lahko uporablja
tudi pri zdravljenju hiperkalcemije ob zastrupitvi z vitaminom D. Povecana koli¢ina KORT zavira
sintezo kolagena in aktivnost fibroblastov, kar ima za posledico tanjSanje koze. TanjSanje sten
kapilar vodi v njihovo krhkost in podkoZne krvavitve, pomanjkanje veznega tkiva pa upocasni

celjenje ran [92].

KORT pomaga vzdrzevati normalen krvni tlak in volumen tako, da vzdrzuje sréno misico in
sréno moc¢, pomaga vzdrievati odzivnost arteriol na kontraktilno funkcijo kateholaminov
(norepinefrin) in angiotenzina Il, zmanjSa produkcijo vazodilatacijskih prostaglandinov
iz endotelija krvnih Zil in zmanjsa prepustnost Zilnega endotelija. Poveca tudi izlo¢anje vode
iz telesa s tem, da pomaga vzdrZevati glomerulno filtracijo, zavira izlo¢anje vazopresina
(antidiureticnega hormona) in zavira ucinke njegovega delovanja v distalnih tubulih ledvic
[90]. Deluje tudi glukoneogenetsko v ledvicah, s tem da pretvarja glutamin v glukozo.

Poleg tega zniza tudi reabsorbcijo kalcija in fosforja v ledvi¢nih cevkah [92].

KORT poveca apetit, spremeni razpoloZenje, obCutenje in vedenje. Poleg tega glukokortikoidi
povecajo izkoris€¢anje glukoze iz perifernih, od inzulina odvisnih tkivih, in tako zagotovijo

pomembno hranilo za osredniji Zivéni sistem [92].

Poleg tega, da KORT sodeluje pri razvoju gastrointestinalnega trakta v embrionalnem razvoiju,
glukokortikoidi povecujejo izlo¢anje solne kisline v Zelodcu, slabijo mukozno bariero in s tem
vodijo k nastajanju razjed in ran na Zelodcu. Ne samo v ledvicah, tudi v Crevesju zavirajo

resorbcijo kalcija [92].

Glukokortikoidi povecajo koli¢ino eritrocitov, trombocitov in nevtrofilcev v krvnem obtoku.
Stimulirajo njihovo nastajanje in upoc¢asnijo odstranjevanje iz obtoka. Nevtrofilci predstavljajo
od 50 do 70 odstotkov levkocitov, razen pri govedu, ovci, kozi, prasicu in perutnini, pri katerih

je vecina limfocitov. Posledica je splosna levkocitoza (nevtrofilija).
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Po drugi strani glukokortikoidi zniZujejo Stevilo limfocitov, eozinofilcev in bazofilcev.
Ker znizujejo mitoti¢no aktivnost celic in v njih inducirajo apoptozo, se jih uporablja pri terapiji
limfaticnih tkiv (limfom in limfocitna levkemija). Involucija limfati¢nih organov vodi tudi
do manjse proizvodnje protiteles in citotoksi¢cnega odziva, kar je pomembno pri presaditvah
tkiv. Pomembno vplivajo tudi na rast in diferenciacijo Stevilnih tkiv v fazi embrionalnega
razvoja. Pri povecani koliCini glukokortikoidov rast lahko zastane, predvsem zaradi zmanjsane

rasti kosti zaradi zaviranja proliferacije osteoblastov [92].

Ker glukokortikoidi zmanjsujejo vnetne reakcije (antiinflamatorni in imunosupresivni ucinek),
se lahko uporabijo za zdravljenje razli¢nih bolezni. KORT je pomemben za prezivetje Zivali
v stresu, ob poskodbah in infekcijah. Veliko obrambnih mehanizmov, ki so vkljuéeni v odziv
na te dejavnike, je zavrtih zaradi visoke koncentracije glukokortikoidov. To nasprotje lahko
pojasnimo s tem, da so nizje vrednosti KORT pomembne ob zacetni presnovi, vnetnem in
imunskem odzivu. Ko se vnetje razsiri iz lokalnega in zacne unicevati okolna zdrava tkiva,
povisane vrednosti glukokortikoidov omejijo premocan odziv vnetnega odgovora z inhibicijo

vnetnih mediatorjev [90, 96].

Dolgotrajna uporaba glukokortikoidov v medicinske namene lahko privede do: 1.) povecane
dovzetnosti za bakterijske, virusne in glivicne infekcije in njihovo razsiritev po telesu; 2.)
upocasnjenega celjenja ran; 3.) poslabsanja znakov sladkorne bolezni, osteoporoze in
psihi¢nih motenj; 4.) resnega zaviranja delovanja sprednjega reznja hipofize in s tem manjsega

izloCanja ACTH in posledi¢no KORT v nadledvicni Zlezi [92].

Glukokortikoidi se presnavljajo in inaktivirajo v jetrih. KORT se, tako kot ostali steroidni
hormoni, metabolizira po priblizno 60 minutah s cepitvijo dvojne vezi in ketonske oblike,
kar zmanjSa bioloSko aktivhost molekule. Posledi¢no se poveca vodotopnost steroidov,
ki se tako lahko izlo¢ijo z Zoléem ali urinom; KORT po 60 minutah in na primer aldosteron

po 20 minutah [96].
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Ker odziv na stres vkljucuje povecano sintezo glukokortikoidov, katerih glavni predstavnik
pri vecini sesalcev je kortizol, se pri ugotavljanju stresa posluzujemo merjenja njegovih
koncentracij v razliénih medijih. Sinteza glukokortikoidov se lahko poveca tudi kot odziv
na zadovoljstvo, vznemirjenje in vzburjenje (eustres), v nasprotju z odzivom na strah, tesnobo
in bolecino (distres). Ko se ocenjuje dobrobit Zivali, je pogosto premajhen poudarek
na normalni, nestresni funkciji glukokortikoidov oziroma na kompleksnem mehanizmu,

ki uravnava njihove ucinke na organizem [86, 97].

Nekateri raziskovalci sofasno preiskujejo razlicne glukokortikoide v organizmu in njihov
medsebojni vpliv. Ugotavljajo razli¢no izrazanje glavnih glukokortikoidov, odvisno od Zivalske
vrste in stresnih draZljajev in prikazujejo mogoce prednosti, ki jih lahko ima merjenje vsaj dveh

razli€nih vrst glukokortikoidov za oceno dobrobiti Zivali [91].

KORT v solzah pri konju zasledimo Ze po 60 do 120 minutah. V isti raziskavi so povisano
koncentracijo skupnega in prostega KORT v serumu ugotavljali 30 do 180 minut po stimulaciji
z ACTH. KORT v serumu in solzah sta se vrnila na izhodis¢no koncentracijo po 360 minutah.
Sprememba koncentracije KORT v solzah je vezana na spremembe skupnega in prostega
kortizola v serumu, €eprav visoka koncentracija KORT v solzah kazZe, da je lahko del kortizola
v solzah vezan na beljakovine [63]. Produkcija solz in njihov pomen pri divjih prezvekovalcih

v ujetnidtvu sta opisana v Zivalskem vrtu Ljubljana [98].

2.5.3 Diagnostika kortizola in drugih glukokortikoidov

Najbolj pogosto se koncentracija KORT ugotavlja v krvi [99]. Tako divje kot domacde Zivali so
ob jemanju vzorcev izpostavljene stresu zaradi lovljenja in invazivnih metod vzoréenja. Razvile
so se metode, s katerimi lahko ugotavljamo vrednosti tudi v iztrebkih [100], dlaki in perju
[99-101], slini [60, 100, 102], urinu [60, 100] in mleku [99, 103, 104]. Novejse raziskave
omenjajo tudi solze [62, 63]. Odvisno od tehnike vzoréenja so tudi te metode lahko stresne.

Urin, na primer, lahko odvzamemo s kateteriziranjem ali ga zbiramo, ko Zival urinira [45].
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Podobno lahko vzorce dlake poberemo iz okolja ali Zival predhodno fiksiramo in dlako izpulimo
ali odstrizemo [105]. Pri vzorcenju iztrebkov, ki jih praviloma vzoréimo brez vznemirjanja zZivali,

stresna manipulacija odpade [44, 52].

Kljub Stevilnim analitskim metodam, ki so na voljo za dolo¢anje koncentracij glukokortikoidov
in njihovih metabolitov (kemiluminescenca, luminescentni pomnoZevalni test (AlphalISA),
tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) in LC-MS [91]), se v praksi za kvalitativno in
kvantitativno diagnostiko hormonov najve¢ uporabljajo encimsko-imunski testi (EIA oziroma
ELISA) in radio-imunski testi (RIA). Ti so dostopni na trziS¢u in se lahko uporabljajo za dolo¢anje

steroidov in njihovih metabolitov v krvi, urinu in iztrebkih [106]. KORT lahko ugotavljamo tudi

v dlaki, slini, mleku in solzah [41, 62, 63, 107-109].

Analitske metode dolocanja steroidnih hormonov temeljijo na tekoci obliki vzorca,
kar omogoca neposredno analitiko hormonov v krvi (plazma oz. serum), pa tudi urinu, slini in
solzah. Za merjenje koncentracij hormonov v kompaktnih (iztrebki, dlaka) ali kompleksnih
medijih (mleko) pa moramo analit pred izvedbo merilnega postopka ekstrahirati iz vzorca.
Merjenje koncentracije steroidov v iztrebkih je zelo uporabna diagnosticna metoda
v endokrinologiji, reprodukciji in za dolo¢anje ravni dobrobiti, ki zahteva predhodno
ekstrakcijo. Za ohranitev in dolocitev steroidov (kortizol, spolni hormoni) je zelo pomemben
nacin ekstrakcije. NajboljSe je meSanje vzorca z metanolom, ki upodasni bakterijski
metabolizem in fiksira metabolite, temu pa sledijo postopki ekstrakcije, suSenja in redc¢enja
ekstrakta. Ekstrakcijo lahko izvedemo iz svezih ali posusenih vzorcev, ki so lahko predhodno

tudi zamrznjeni [110].
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2.6 SPOLNI HORMONI

Ugotavljanje spolnih hormonov pri divjih in prostozivecih Zivalih je v Zivalskih vrtovih
pomembno pri naértovanju njihove reprodukcije, predvsem zaradi ugotavljanja trenutnega
stanja njihovega spolnega ciklusa (faze pojatvenega ciklusa, brejost), posredno pa tudi zaradi
ugotavljanja zdravstvenega stanja in presojanja dobrobiti Zivali. Pomen sodobnih Zivalskih
vrtov ni ve€ samo v prikazovanju Zivalskih vrst, ampak vse bolj v razmnozevanju in vracanju
ogrozenih Zivalskih vrst v naravo. Ugotavljanje spolnih in stresnih hormonov je pomembno
tudi za zivali v naravi, s ¢imer se ugotavlja dobro pocutje Zivali v njihovem naravnem okolju,
predvsem v naravnih parkih in tudi zunaj njih [53, 111]. Nazadnje se tovrstna diagnostika
s pridom uporablja tudi pri nevarnih in plasnih domacih Zivalih. Ekstrakcija metabolitov
hormonov iz iztrebkov in dolocanje njihove vrednosti sta pomembna v endokrinologiji,

pri izboljSanju reprodukcije in dobrobiti [106].

Spolni hormoni spadajo med steroidne hormone, ki delujejo na androgene in estrogene
receptorje vretencarjev [112]. Iz spolnih Zlez, v katerih pri obeh spolih nastajajo v najvecjih
koli¢inah, ter iz placente in skorje nadledvi¢ne Zleze po krvi potujejo vezani na beljakovinske
prenasalce. Ker so topni v mascobah, lahko enostavno vstopajo skozi membrano ciljnih celic
z difuzijo [113]. Delimo jih na androgene in estrogene, katerih glavna predstavnika sta
testosteron in estradiol, ter na tretjo skupino, ki vkljuCuje progestagene, med katerimi

je najpomembnejsi progesteron [114].

Testosteron je pomemben za razvoj moskih spolnih tkiv, kot so testisi in prostata [115],
ter za dozorevanje spermijev in razvoj sekundarnih spolnih znakov, ki se predvsem pri Zivalih
kazejo v spolnem dimorfizmu. Je tudi pomemben anabolni hormon. Estrogeni nastajajo
v foliklih na jajénikih in so odgovorni za razvoj spolnih celic, reprodukcijskih organov in
sekundarnih spolnih znakov pri samicah [116]. Progesteron je glavni steroidni hormon, ki S¢iti
plod v ¢asu nosecnosti, izlo¢ajo ga rumeno telo na jajéniku, posteljica in skorja nadledviéne

Zleze [117].
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2.7 HEMATOLOSKI IN BIOKEMICNI PARAMETRI PRI KOZOROGIH

Hematoloske in biokemicne preiskave omogocajo oceno splosSnega zdravstvenega stanja
pri Zivalih. Hematoloske preiskave vklju¢ujejo analizo Stevila eritrocitov (RBC), levkocitov
(WBC), diferencialno belo krvno sliko z analizo nevtrofilcev (NEU), limfocitov (LYM) in
monocitov (MON), ter dolo¢anje ravni hemoglobina (HGB), hematokrita (HCT) in eritrocitnih
indeksov (MCV, MCH, MCHC). Te preiskave omogocajo podrobno oceno imunskega odziva in
morebitne prisotnosti vnetij, dehidracije ali slabokrvnosti pri posameznih kozorogih in
natanénejSe razumevanje delovanja organov, presnove in sploSne homeostaze zivali.
Primerjalni rezultati z referencnimi vrednostmi za domace koze so pokazali odstopanja,
ki bi lahko kazala na specificne zdravstvene tezave ali fizioloske prilagoditve prostozivecih

zZivali.

Hematoloske in biokemi¢ne preiskave so pomembne za zagotavljanje vpogleda v zdravje in
dobrobit Zivali. HematoloSke preiskave omogocdajo spremljanje imunskega odziva in
morebitnih vnetnih procesov, kar je pomembno pri oceni vpliva stresa, bolezni ali zajedavcev
na posamezne Zivali. Biokemiéne preiskave pa zagotavljajo informacije o presnovnih procesih
in delovanju organov, kot so jetra, ledvice in prebavni sistem. Spremljanje teh parametrov
omogoca zgodnje odkrivanje morebitnih bolezni ali odstopanj od normalnega stanja, kar je
klju¢nega pomena za pravocasno ukrepanje in izboljSanje zdravstvenega stanja ter dobrobiti
zivali. V literaturi ni veliko podatkov o krvnih parametrih, ki bi se nanasali prav na alpske

kozoroge [46, 118] oziroma Spanske — iberske kozoroge (Capra pyrenaica) [47, 48, 119].

Za spremljanje zdravstvenega stanja posamezne Zivali ali érede kozorogov so zelo pomembne
hematoloske in biokemi¢ne vrednosti zdravih Zivali. Tako lahko prepoznamo morebitna
odstopanja in ustrezno ukrepamo. V tabelah 1 in 2 so podani hematoloski in biokemicni

parametri zdravih kozorogov [46-48, 118, 119].



Tabela 1: Hematoloski parametri pri kozorogih (Capra sp.).

Table 1:

merske enote

Haematological parameters in ibexes (Capra sp.).

vrednosti [118]*

vrednosti [119]2

vrednosti [47]?

vrednosti [48]?

referencne

Krvni parametri Capra ibex C. pyrenaica C. pyrenaica C. pyrenaica vrednosti3 "4
N =36 N=7 N =140 N =26
hematokrit % 49,55 44,6 42,8 / 25-383
hemoglobin g/dl 17,87 16,6 15,8 14,0 8-123
eritrociti (RBC) 10%/mll 8,37 20,14 15,88 17,88 8-18°
MCV fl / 22,33 29,5 23,03 16 - 303
MCH pg / 8,32 10,1 8,02 52-83
MCHC 108/mll / 37,25 34,0 34,52 30-36°
levkociti (WBC) 10%/ml 7,43 12,5 15,48 14,82 4-133
nevtrofilci 10%/ml / 4,02 / 4,20 1,2-8°
nevtrofilci % 54,32 31,55 38,2 / 30-613
limfociti 10%/ml / 8,16 / 9,69 2-93
limfociti % 34,64 69,23 55,2 / 50-70°
monociti 10%/ml / 0,14 / 0.36 0-0,53
monociti % 8,45 1,13 1,3 / 0-43
eozinofilci 10%/ml / 0,16 / 0,57 0,05 -0,6*
eozinofilci % 1,55 1,57 1,8 / 1-8%
bazofilci 10%/ml / 0,01 / 0,00 0-0,12¢
bazofilci % 0,18 0,04 / / 0-14

1 alpski kozorogi — Capra ibex

2 iberski kozorogi — Capra pyrenaica

3 Referencne vrednosti Zoetis Inc [120].

4 Referencna vrednost Laboklin [121].
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Tabela 2: Biokemicni parametri pri kozorogih (Capra sp.).
Table 2:  Biochemical parameters in ibexes (Capra sp.).
Krvni parametri merske enote vredn'osti [46]* vrednost.i [119]? vredno.sti [471? vrednosti [48] C. referem"fng
Capra ibex N = 30 C. pyrenaica N =7 C. pyrenaica N = 140 pyrenaica N = 26 vrednosti® "
glukoza mmol/L 3,34 8,88 7,00* 9,78 2,2-21,13
urea (BUN) mmol/L / / 15,86* 3,16 2,5-253
holesterol mmol/L 1,39 / 1,37% 1,36 2,07 -3,88*
trigliceridi mmol/L 1,37 / 0,42* 0,71 0,17 -0,51*
skupni bilirubin umol/L / / 0,01* 3,35 0-743
kreatinin umol/L / 150 94,44 175,70 71 -3273
AST u/L / / 235,3 62,88 <135*
ALT u/L / 13,3 48,4 13,19 6 -124°
ALP u/L / / 588,1 192,38 11 -10763
alfa-amilaza u/L / / 482,81 / 0-633
Y-GT u/L / / 51,0 / <634
CK u/L / / 748,0 160,69 <268*
LDH u/L / / 1509,0 627,73 <9724
skupni proteini g/L 68,02 / 72,0 86,44 46 - 843
albumini g/L / / 47,5 39,91 21-463
globulini g/L / / / / 18 -50°
natrij mmol/L / 142 145,2 154,54 138 - 1623
kalij mmol/L / 5,9 7,0 / 3,0-8,6°
klorid mmol/L / / 97,4 114,73 97 — 110°
kalcij mmol/L 2,50 / 10,6 / 1,50 - 3,023
fosfor mmol/L 2,58 7,63 6,9 5,40 1,29 - 5,623
magnezij mmol/L / / 3,0 / 0,8-1,0*
kortizol ng/ml 21,12%* / 82,5 91,12* 2-50*

A WN PR

alpski kozorogi — Capra ibex
iberski kozorogi — Capra pyrenaica

*

Referencne vrednosti Zoetis Inc [120].
Referencna vrednost Laboklin [121].

Pretvornik merskih enot [122].
** \/zeta je vrednost za maj 1991 [46].
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZIVAL

V raziskavo je bilo vkljucenih 13 samcev in 16 samic (N = 29) alpskega kozoroga (Capra ibex)
razliénih starosti iz Zivalskega vrta Ljubljana (slika 7). Kozoroge smo razdelili v tri starostne
skupine. V prvi je bilo deset samcev razli¢nih starosti, od enega do 15 let, v drugi je bilo deset

samic podobnih starosti kakor samci, v tretji pa je bilo devet mladic¢ev obeh spolov v starosti

.....

Vzorce smo jemali od leta 2019 do 2022, vsakokrat od julija do oktobra. Vzorcili smo dopoldne,
preden se je temperatura okolja zviSala, saj to negativno vpliva na krvosesne stenice, ker
prenehajo sesati in zacnejo poginjati. Vse vzorce pri posameznem kozorogu smo odvzeli
istoasno ob enem posegu. Pri 29 kozorogih smo z vsemi vzorcenji krvi v celotni Studiji pridobili
56 vzorcev krvi z venepunkcijo, 29 vzorcev krvi s krvosesnimi stenicami in 23 vzorcev krvi
z medicinskimi pijavkami. Odvzeli smo tudi 29 vzorcev sline, 43 vzorcev dlake, 43 vzorcev
iztrebkov, Sest vzorcev urina in dva vzorca solz. Termine odvzema, vrsto in Stevilo vzorcev,

odvzetih pri posameznih kozorogih, prikazuje tabela 3.

Vsi kozorogi so Ziveli v isti obori in zato imeli enake bivalne razmere. Obora za kozoroge
v Zivalskem vrtu Ljubljana je velika 2000 m2. Vegji del obore je breZina, obloZena z vegjimi
skalami, ki posnemajo njihov naravni habitat v gorah. V spodnjem delu je veliko pokrito
krmisce z jaslimi in napajalniki, senco pa jim zagotavlja gozd, ki raste ob ogradi. Preiskovani
kozorogi so bili hranjeni s senom ter veliko svezimi vejami listavcev in iglavcev. Kot dodatek

so dobivali brikete Grazer, proizvajalca Kasper Fauna Food®, Nizozemska.

Telesno maso samcev smo ocenili na od 30 do 60 kilogramov, samic od 20 do 40 kilogramov,

mladiéev pa od 10 do 15 kilogramov.
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Tabela 3: Prikaz termina odvzema in Stevila odvzetih vzorcev pri preiskovanih kozorogih
(VP — venepunkcija, KS — krvosesne stenice, MP — medicinske pijavke).
Table 3:  Time period and number of samples taken from the ibexes investigated

(VP = venipuncture, KS = bloodsucking bugs, MP = medicinal leeches).

8/2019

la 9/2019
2 8/2019

2 9/2019

2 8/2021

2d 7/2022
3 8/2019

3a 9/1019
3 7/2020

3 8/2021

3d 7/2022
4a 9/2019
4 8/2019

4b 7/2020
5 8/2019

5 9/2019

5 7/2020

5 8/2021

5d 7/2022
6 9/2019

6 8/2021

6 7/2022

7 10/2019

8 9/2019

8 8/2019

9 8/2019

9 10/2019

10 8/2019
10a 9/2019
10 7/2020
10 8/2021

11 10/2019
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Tabela 3 (nadaljevanje); Table 3 (continued)

8/2019

12 9/2019

12 8/2021

12 7/2022

13 8/2019

13a 9/2019 0
13 7/2020 0 0
13 7/2022 0 0
14 8/2019 0 1 o0
14a 9/2019 0
14 7/2020 0 0
14c 8/2021 0 0
14d 7/2022 0
15a 9/2019 0
15 7/2020 0
16 8/2019 0
16a 9/2019 0
16 7/2020 0
17 8/2019 0
17 9/2019 0
17 8/2021 0
17 7/2022 0
18 8/2019 0 0 0
19 8/2019 0 0 0
19 9/2019 0 0
20 8/2019 0 0 0
20 7/2020 0 0 0
21 8/2021 0 0 0
21d 7/2022 0 0 0 0
22 8/2019 0 0 0 0
22 9/2019 0
22 8/2021 0 0
22d 7/2022 0 0 0 0 0
23 10/2019 0
23 8/2021 0
23d 7/2022 0
24 8/2019 0 0 0 0 0 0 0
24 92009 | 1 | 0 0 0 0 0
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Tabela 3 (nadaljevanje); Table 3 (continued)

ii:‘;:’ga vzts:émeir;a \k;; trsl II\(IIrI: slina solze dlaka iztrebki  urin
25 9/2019 1 0 0 1 0 1 0 0
25 8/2021 1 0 0 1 0 1 1 1
25d 7/2022 1 1 1 0 0 0 0 0
26 9/2019 1 0 0 1 0 1 0 0
27 9/2019 1 0 0 0 0 1 0 0
28 9/2019 1 0 0 0 0 0 0 0
29a 9/2019 1 1 1 1 0 1 0 0
29 7/2020 1 1 0 0 0 1 0 0

SKUPAJ 56 29 23 29 2 43 43 6

Pri dominantnem samcu s Stevilko 1 (letnik 2009) smo uspeli pridobiti tudi vzorce krvne
plazme s krvosesnimi stenicami ob neinvazivhem pristopu vzoréenja na posebej za to

pripravljenem lezisc€u (slika 6).

Slika 6: Dominantni samec na lezis€u (vir: Kastelic, 2020).

Figure 6: Dominant male in resting place (Kastelic, 2020).
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Vevyv

Odvzem krvnih vzorcev z neinvazivno tehniko ob neinvazivhem pristopu na lezis¢u smo izvedli
septembra 2020. Pri tem samcu smo sledili tudi koncentracijo KORT v vseh medijih, odvzetih
z invazivno in neinvazivno tehniko odvzema ob invazivnem pristopu, in koncentracijo FGCM
v iztrebkih. Dobili smo tudi vzorce njegovih solz. Spolne hormone (testosteron) smo ugotavljali
v treh vzorcih krvi (venepunkcija, odvzem s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami),

dlaki in iztrebkih.

Zdravstveno stanje skupine smo spremljali v okviru rednih letnih pregledov in vakcinacij,
katerih podlaga je podana v Direktivi Sveta 92/65/EEC (BALAI) [123] oziroma od aprila 2021
v Uredbi (EU) 2016/429 (»Zakon o zdravstvenem varstvu Zivali«) [35]. Ob pregledih smo Zivali
odlovili, ocenili telesno kondicijo, opravili toaleto parkljev, odvzeli krvne vzorce za redni
monitoring na bolezni in vzporedno odvzeli vzorce za ugotavljanje koncentracije KORT
v razlicnih medijih, kar je prikazano v tabeli 6. V okviru monitoringa so bile opravljene

parazitoloSke preiskave iztrebkov pred dehelmintizacijo in tri tedne po njej (slika 7).

Slika 7: Oralna aplikacija antiparazitika (vir: Kastelic, 2019).

Figure 7: Oral application of antiparasitic drug (Kastelic, 2019).
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3.2 ODVZETIVZORCI IN NACIN ODVZEMA

Kozorogom smo za namene ugotavljanja koncentracije hormonov, hematoloske in
parazitoloSke preiskave odvzeli vzorce iztrebkov, dlake, solz, sline, urina in krvi. Kri Zivali smo
pridobili na tri razlicne nacine: z venepunkcijo, odvzemom s krvosesnimi stenicami (R. prolixus)

in odvzemom z medicinskimi pijavkami (H. medicinalis).

3.2.1 Vzorcenje iztrebkov, dlake, solz, sline in urina

Vzorci iztrebkov so bili odvzeti individualno pred nacrtovanim letnim pregledom, da bi se
izognili vplivom stresa, ki bi ga lahko povzrocila odlov in zbiranje drugih vzorcev, na rezultate
meritev. Iztrebke smo odvzeli takoj po iztrebljanju dolocene Zivali, da bi se izognili zamenjavi
vzorcev. Individualne vzorce iztrebkov smo odvzeli v plasti¢ne loncke, ki smo jih do analiz
shranili v zamrzovalniku (na temperaturi od —20 °C do —24 °C). Vzorce dlake, sline in solz smo
jemali med izvedbo letnega pregleda. Vzorce dlake smo odvzeli z britjem neposredno ob kozi,
pri vseh Zivalih na istem mestu, pred desno lopatico, na povrsini 3 x3 cm in jih shranili
v plasti¢nih vrec¢kah. Vzorce sline smo jemali z brisi ustne sluznice (Salivette®, Sarstedt AG &
Co, Nimbrecht, Nemcija), solze pa s Schirmerjevimi listi¢i (Schirmer Tear Test Strips,
Eickemeyer®, Tuttlingen, Nemcija). Vse vzorce smo do analiz shranili v zamrzovalnik (od =20 °C
do —24 °C). V raziskavi smo podali rezultate za vzorce iz krvi, sline, urina in solz v ng/ml,

pri vzorcih dlake in iztrebkov rezultate podajamo v ng/g medija.

Vzorce urina smo ob zacetku jemanja, leta 2019, med letnim pregledom poskusali odvzeti
s kateterizacijo, vendar urina najveckrat nismo uspeli dobiti, ker so kozorogi urinirali Ze
ob lovljenju. Zato smo tehniko odvzema urina leta 2020 spremenili. Vsakega posameznega
kozoroga smo po koncanem letnem pregledu za 5 do 10 minut zaprli v kovinsko kletko.
V tem ¢asu je vecina kozorogov urinirala na dno kletke, ki smo jo nagnili in urin ulovili v kovinski
Zleb. Tako ulovljeni urin smo shranili v plasti¢ne urinske lonc¢ke s prostornino 100 ml (Golias,

Kranj, Slovenija) in jih zamrznili (na temperaturo od —20 °C do —24 °C) do analiz.
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Slika 8: Skupina kozorogov ob odlovu (vir: Kastelic, 2021).
Figure 8:

Group of ibexes being caught (Kastelic, 2021).

Al

Slika 9: Fiksacija Zivali med vzoréenjem (vir: Kastelic, 2021).

Figure 9: Fixation of animal during sampling (Kastelic, 2021).



Kastelic, M.: Ugotavljanje ravni kortizola ... pri alpskih kozorogih (Capra ibex) v Zivalskem vrtu. 59
Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, 2025. Doktorska disertacija.

3.2.2 Odvzem krvi

V prvi fazi raziskave smo jemali kri na tri nacine: z venepunkcijo (invazivha metoda vzorcenja),
s krvosesnimi stenicami (neinvazivna metoda vzoréenja) (sliki 11 levo in 12) in z medicinskimi
pijavkami (neinvazivna metoda vzoréenja) (slika 11 desno). Pri posameznem kozorogu smo kri

odvzeli istoasno na vse tri nacine.

3.2.2.1 Odvzem krvi z venepunkcijo

Vzorce krvi smo jemali med rednimi letnimi pregledi. Hkrati z odvzemom nativne krvi
z venepunkcijo smo odvzeli kri tudi s krvosesnimi stenicami in pijavkami. 1z vene jugularis smo
odvzeli 2,0 mililitra krvi. Uporabili smo igle velikosti G18. Za pridobitev krvnega seruma
za endokrinoloske in biokemi¢ne preiskave smo uporabili mikroepruvete z dodanim
separatorjem (Becton Dickinson, Heidelberg, Nemcija). Krvni serum smo po locitvi odpipetirali
v mikroepruveto (Ependorf tubes® 5.0 ML, PP with hinged LID, LLG, Nemcija) in ga do analiz
shranili v zamrzovalniku (od —20 °C do —24 °C). Za hematoloske preiskave smo uporabljali
mikroepruvete z dodanim EDTA (Becton Dickinson, Heidelberg, Nemcija). Po centrifugiranju
(20 min, 3000 obratov/min) smo vzorce do analiz shranili v zamrzovalniku (od —20 °C

do —24 °C).

3.2.2.2  Odvzem krvi s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami

Pri odvzemu krvi s krvosesnimi stenicami smo na enem kozorogu naenkrat uporabili od tri
do pet krvosesnih stenic, od katerih smo pridobili 0,5 mililitra krvi. Pri odvzemu krvi
z medicinskimi pijavkami smo uporabili srednje velike nehranjene pijavke, s katerimi smo
dobili vecji volumen krvi kot s stenicami, od 2 do 5 mililitrov. Pri kozorogih telesne mase do
10 kilogramov smo uporabili dve pijavki in pri Zivalih, tezjih od 10 kilogramov, tri pijavke [14].
Stenice in pijavke so bile prisesane 10 minut. Krvno plazmo, pridobljeno iz krvosesnih stenic in
medicinskih pijavk smo centrifugirali, odpipetirali v mikroepruveto (Ependorf tubes® 5.0 ML,

PP with hinged LID, LLG, Nemcija) in do analiz shranili v zamrzovalniku (od —20 °C do —24 °C).
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Slika 10: Vzoréenje na terenu (zgoraj in na sredini — priprava terena; spodaj — fiksacija
kozoroga in vzoréenje) (vir: Kastelic, 2021).
Figure 10:  Field sampling (top and middle: terrain preparation; bottom: fixation of ibex

and sampling) (Kastelic, 2021).
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Krvosesne stenice smo pridobili iz Francije (donacija dr. sci. Claudio Lazzari, Univerza v Toursu,
Tours, Francija) in jih nato sami gojili in razmnozevali. Nastanjene so bile v steklenih kozarcih,
ki so bili pokriti z gazo, pri¢vrs¢eno z elastiko, da preprec¢imo pobeg (omenjena vrsta lahko
pleza tudi po stekleni steni). V vsakem kozarcu je bila dodana pokonéna valovita lepenka,
ki poveca povrSino kozarca. Nanjo samice odlagajo jaj¢eca. Gojimo jih na temperaturi
od 25 do 30°C pri 50- do 70-odstotni vlagi in pri 12-urni osvetlitvi. Hranimo jih enkrat
mesecno. Gostitelji so kunci. Pri opisanih pogojih se mladici prve larvalne stopnje izlegajo po
12 do 14 dneh. Za odvzem krvi smo v nalogi uporabljali ¢etrto in peto larvalno stopnjo vrste
R. prolixus [8] . Postopek odvzema krvi s stenicami je bil izveden v skladu z opisi iz literature
[52, 64]. Pred odvzemom vzorcev krvi smo po pet stenic skupaj iz gojitvenih steklenih posod
premestili v plasticne loncke s prostornino 100 mililitrov (Golias, Kranj, Slovenija) in
jih v izolirni posodi iz stiropora prenesli do ograde s kozorogi. Tam smo pred namestitvijo
na Zival vanje pihnili, da so stenice zacutile izdihani CO,, kar jih je spodbudilo k hranjenju.
Na koZo kozorogov smo jih namestili pokrite z lonckom, da niso pobegnile. Ker se stenice

hranijo ponoci oz. v temi, smo loncek pokrili s krpo. Hraniti smo jih pustili 10 minut.

Medicinske pijavke smo pridobili iz Velike Britanije (Biopharm, Hendy, South Wales,
Velika Britanija). Hranili smo jih v steklenem kozarcu, napolnjenem z vodo in pokritem z gazo,
pricvrs¢eno z elastiko, v hladilniku na 10 °C, kjer so ¢akale na uporabo. Postopek odvzema krvi
je opisan tudi v €lanku [14], pri cemer smo pijavke ro¢no aplicirali na koZzo gostitelja brez
predhodnega britja dlake in jih pokrili z mokro gazo. Cas sesanja je bil povpre¢no 20 minut,

nakar smo z iglo 21G iz pijavke odvzeli krvni vzorec.

Za izvedbo nestresnega pristopa in vzorcenja s krvosesnimi stenicami in medicinskimi
pijavkami smo izdelali posebno lezisce. V teoriji lahko Zivali na leZiS¢e privabimo s priboljSkom
oziroma se same odlocijo, kje bodo potivale. Ce izberejo lezis¢e, sploh ne vedo, da se izvaja
odvzem s krvosesnimi stenicami ali medicinskimi pijavkami, ki so predhodno namescene
na lezis¢u v posebej za to pripravljenem plasticnem loncku. Stenice so zaprte v posebnih

posodah, prekritih z mreZico, pri pijavkah je namesto mrezice namescena posebna opna

(Parafilm »M« Laboratory film Bemis, ZDA).



Kastelic, M.: Ugotavljanje ravni kortizola ... pri alpskih kozorogih (Capra ibex) v Zivalskem vrtu. 62
Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, 2025. Doktorska disertacija.

medicinska pijavka (Hirudo medicinalis) (desno) (vir: Kastelic, 2021).

Figure 11: Non-invasive blood collection methods: the bloodsucking bug (Rhodnius prolixus)
(left) and medicinal leech (Hirudo medicinalis) (right) (Kastelic, 2021).

Pri raziskavi smo leZiS¢a namestili na mesta, ki jih kozorogi najpogosteje uporabljajo za pocitek.

Lezis¢e smo namestili pred in po odlovu Zivali, da ni bilo prisotnih sprememb na vzorcih zaradi

stresa pri odlovu. Zaradi socialne strukture v skupini kozorogov in dominantnosti alfa samca

je bilo Stevilo odvzetih vzorcev s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami omejeno.

Uspesen odvzem smo opravili septembra 2020.
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Slika 12: Krvosesne stenice v razlicnih fazah hranjenja: pred sesanjem (zadaj);
med sesanjem (na sredini); stenica, ki se je napila krvi (spredaj); proboscis
je zapicen, zadek je poln krvi (vir: Kastelic, 2021).

Figure 12: Bloodsucking bugs at different stages of feeding: before sucking (rear);
during sucking (middle); a bloodsucking bug that has drunk blood (front);
the proboscis is plugged and the rump is full of blood (Kastelic, 2021).

Slika 13: Krvosesne stenice in medicinske pijavke pijejo kri na kozorogu (levo); stenica,
napita s krvjo (sredina); vzorec, odvzet stenici (desno) (vir: Kastelic, 2022).
Figure 13: Bloodsucking bugs and medicinal leeches sucking blood on an ibex (left); a bug

full of blood (middle); a sample taken from a bug (right) (Kastelic, 2022).
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3.3 ANALIZA VZORCEV

3.3.1 Hematoloske in biokemicne preiskave krvi

Biokemicne preiskave vzorcev krvne plazme so bile izvedene takoj po odvzemu krvi
v laboratoriju Zivalskega vrta Ljubljana po navodilih proizvajalca aparature (Abaxis Europe
GmbH, VetScan Analyzer — HMS5, Griesheim, Nemcija). Uporabili smo diagnosti¢ne kite
za biokemicne preiskave (Abaxis Europe GmbH, Comprehensive diagnostic profile PN500-
1038, Griesheim, Nemcija). Kot referencne vrednosti smo uporabljali vrednosti za domaco

kozo, ki smo jih pridobili iz baze Zoetis Inc (Abaxis) [120].

Dolocili smo vrednosti za razlicne hematoloSke parametre (rdeca krvna slika (RBC) in bela
krvna slika (WBC), diferencialna bela krvna slika (nevtrofilci (NEU), limfociti (LYM), monociti
(MON)), raven hemoglobina (HGB), hematokrit (HCT), povprecni volumen eritrocitov (MCV),
povprec¢na absolutna koncentracija hemoglobina (MCH), povprecna relativnha koncentracija
hemoglobina v eritrocitih (MCHC)) in razli¢cne biokemi¢ne parametre (glukozo, ureo, skupni
bilirubin, kreatinin, alanin transaminazo (ALT), alkalno fosfatazo (ALP), amilazo (AMYL),
bilirubin (TBIL), ureo (BUN), kreatinin (CREA), glukozo (GLU), proteine (TP), albumine (ALB),
globuline (GLOB), natrij (NA+), kalij (K+), kalcij (CA) in fosfor (PHOS)) (glej pregledni tabeli
15 in 16). Pri izra¢unih in pretvorbah merskih enot smo uporabili internetno bazo

Unitslab [122].

3.3.2 Endokrinoloske preiskave

Vse endokrinoloske preiskave so bile izvedene v EndokrinoloSkem laboratoriju Instituta
za predklini¢ne vede na Veterinarski fakulteti UL. Koncentracija KORT v vzorcih krvne plazme,
pridobljenih iz vzorcev krvi, odvzetih z venepunkcijo, krvosesnimi stenicami in medicinskimi
pijavkami, in koncentracija FGCM ekstraktih iztrebkov sta bili izmerjeni s komercialnim
encimsko-imunskim testom Cortisol ELISA (kataloSka Stevilka DEH3388, Demeditec
Diagnostics, Nemcija) v skladu z navodili proizvajalca. Za pripravo kalibracijske krivulje so bili

uporabljeni standardi 0, 10, 30, 90, 270 in 800 ng analita na mililiter standarda.
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Koeficient variabilnosti (CV) je bil 7 odstotkov za nizke (60,9 ng/ml) in 7,2 odstotka za visoke
(264,1 ng/ml) koncentracije kortizola. Koncentracija KORT v vzorcih sline, solz, urina in
ekstraktov dlake je bila izmerjena s komercialnim encimsko-imunskim testom Cortisol free in
Saliva ELISA (kataloSka Stevilka DES6611, Demeditec Diagnostics, Nemcija) v skladu z navodili
proizvajalca. Za pripravo kalibracijske krivulje so bili uporabljeni standardi 0, 0,1, 0,4, 1,7, 7 in
30 ng analita na mililiter standarda. Koeficient variabilnosti (CV) je bil 7,1 odstotka za nizke

(0,64 ng/ml) in 4,3 odstotka za visoke (4,87 ng/ml) koncentracije kortizola.

Koncentracija testosterona je bila izmerjena v krvi in ekstraktih iztrebkov in dlake,
koncentracija estradiola pa le v ekstraktih iztrebkov. Za merjenje koncentracije testosterona
smo uporabili komercialni encimsko-imunski test Testosterone ELISA (kataloSka Stevilka
DE1559, Demeditec Diagnostics, Nemcija) v skladu z navodili proizvajalca. Za pripravo
kalibracijske krivulje so bili uporabljeni standardi 0, 0,2, 0,5, 1, 2, 6 in 16 ng analita na mililiter
standarda. Koeficient variabilnosti (CV) je bil 4,16 odstotka za nizke (4,16 ng/ml) in

11,26 odstotka za visoke (11,26 ng/ml) koncentracije testosterona.

Za merjenje koncentracije estradiola smo uporabili komercialni encimsko-imunski test
Estradiol ELISA (kataloSka Stevilka DEH3355, Demeditec Diagnostics, Nemcija) v skladu
z navodili proizvajalca. Za pripravo kalibracijske krivulje so bili uporabljeni standardi 0, 25, 75,
225, 675 in 2000 pg analita na mililiter standarda. Koeficient variabilnosti (CV) je bil
6,4 odstotka za nizke (84 pg/ml) in 3,7 odstotka za visoke (795 pg/ml) koncentracije
estradiola. Pri vseh encimsko-imunskih testih smo absorbanco izmerili s fotometrom

za mikrotitrske plos¢e Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA) pri 450 nm.

Pred merjenjem koncentracije FGCM z encimsko-imunskim postopkom je potrebna ekstrakcija
analita iz dlake oziroma iztrebkov. Za dolocanje FGCM v dlaki smo odtehtali po 0,2 grama
vzorca, ga prenesli v terilnico in prelili s teko¢im dusikom, da je zamrznil. Nato smo dlako
z ohlajenim pestilom previdno zmleli. Zmleti vzorec smo prenesli v ¢aso s prostornino 10 mlin
susSili dve uri na 40 °C, nato pa ohladili v eksikatorju. FGM je bil ekstrahiran iz 50 mg zmletega

vzorca z dodatkom 1,1 ml 55-odstotnega metanola.
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Mesanico smo 24 ur stresali pri 400 obratih na minuto (pri 23-25 °C) in nato 20 minut
centrifugirali pri 2500 obratih na 22 °C. Ekstrakt smo previdno odpipetirali v novo kriovialo in
prepihavali z N2 na 40 °C. Pred meritvijo smo vzorce rekonstruirali z 0,5 ml PBS pufra.
Pri encimsko-imunskih testih smo izmerili koncentracijo FGCM v ng/ml ekstrakta. Za pretvorbo

v ng/g dlake smo izmerjene koncentracije pomnoZili s faktorjem 10.

Za ekstrakcijo FGCM iz iztrebkov smo odtehtali 0,5 mg vzorca, dodali 0,5 ml destilirane vode
in 4 ml absolutnega metanola in stresali na vodoravnem stresalniku 30 minut pri 300 obratih
na minuto, nato pa 15 minut centrifugirali na 3000 obratih pri 4°C. Po koncanem
centrifugiranju smo 1 ml metanolne faze prenesli v novo epruveto, dodali 5 ml etra in 0,25 ml
5-odstotne raztopine NaHCOs, nato pa znova centrifugirali (15 min, 3000 obratov, 4 °C).
Organsko fazo ekstrakta smo previdno odpipetirali v novo kriovialo in prepihavaliz Nona 40 °C
do izsusSitve. Pred meritvijo smo vzorce rekonstruirali z 0,5ml PBS pufra. Pri encimsko-
imunskih testih smo izmerili koncentracijo FGCM v ng/ml ekstrakta. Za pretvorbo v ng/g

iztrebkov smo izmerjene koncentracije pomnozili s faktorjem 10.

3.3.3 Parazitoloske preiskave

Preiskave so bile opravljene na Institutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske
fakultete v Ljubljani, kjer so vzorce iztrebkov preiskali z metodo flotacije in sedimentacije ter
po metodi Vajda in McMaster. Z metodo sedimentacije smo ugotavljali tezka jajéeca digenih
sesacev, nematodov in trakulj ter vecje oociste kokcidij, ki v navadni vodi posedejo na dno,
z metodo sedimentacije pa v nasi¢eni raztopini NaCl is¢emo lahka jajceca nematodov, trakulj
in oociste eimerij, ki priplavajo na povrsino raztopine. Po metodi McMaster smo ugotavljali
koli¢ino jajcec glist, trakulj in oocist eimerij, s ¢imer dobimo vpogled v stopnjo invazije in
obremenjenost okolja z zajedavci, po metodi Vajda pa prisotnost plju¢nih ¢rvov, pri éemer
izkoriSéamo termotropizem li¢ink. Za dehelmentizacijo smo uporabljali oralni antiparazitik
Levafas (Norbrook) v odmerku 7,5 mg levamizolijevega klorida in 15 mg oksiklozamida

na kilogram telesne mase.
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Proti kokcidiozi smo istocasno oralno aplicirali Baycox (Bayer) v odmerku 15 mg na kilogram
telesne teze. Intramuskularno smo aplicirali Se lvermectin v odmerku 200 mg na kilogram
telesne teZe ter 1 ml vitaminov AD3E in 1 ml selena. Postopek je koordiniral usposobljen

veterinar Zivalskega vrta (slike 6 do 8).

3.3.4 Statisticna analiza rezultatov

Rezultate smo primerijali individualno in po posameznih skupinah Zivali (samci, samice, mlade,
spolno aktivne, stare zZivali) in glede na vrsto odvzetega medija (kri, slina, dlaka, urin, solze in

iztrebek).

Pri analizi podatkov smo uporabili osnovno opisno statistiko, za testiranje hipotez pa
inferenéno statistiko. V rezultatih so od srednjih vrednosti predstavljeni aritmeticne sredine
in standardni odkloni. Na ta nacin smo izracunali koncentracijo KORT v razli¢nih kategorijah:
po spolu, starosti in ¢asu odvzema vzorcev. Zaradi majhnega vzorca in nenormalne
porazdelitve podatkov v nekaterih podskupinah smo uporabili neparametri¢ne statisti¢ne
teste, bodisi Mann-Whitneyjev test, p < 0,05 ali Kruskal-Wallisov test, p < 0,05, da bi ugotovili
statisti¢no znacilne razlike med neodvisnimi skupinami (spol, starost, sezonsko vzorcéenje).
Potem, ko smo z uporabo Kruskal-Wallisovega testa ugotovili pomembne razlike,
smo uporabili Mann-Whitneyjevo parno primerjavo z Bonferronijevimi popravljenimi
vrednostmi. Poleg tega so bile izra¢unane velikosti uéinkov. V primerih, ko so bili vzorci odvzeti

isti Zivali, je bil uporabljen parni neparametri¢ni test (Wilcoxonov test, p < 0,05).
Poleg vrednosti p so podani tudi izracuni velikosti ucinka (r). Vrednosti od 0,15 do 0,30
pomenijo nizko velikost ucinka, vrednosti od 0,3 do 0,5 pomenijo srednjo velikost ucinka,

vrednosti nad 0,5 pa pomenijo visoko velikost ucinka.

Za vse analize je bil uporabljen Statisti¢ni paket za druzbene vede (SPSS), razlicica 26.
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4 REZULTATI

4.1  KONCENTRACIJA KORTIZOLA V RAZLICNIH VZORCIH

Koncentracijo kortizola (KORT) smo izmerili v krvnem serumu, pridobljenem iz krvi, odvzete
z venepunkcijo, in v krvni plazmi, pridobljeni iz krvi, odvzete s krvosesnimi stenicami in
medicinskimi pijavkami. Koncentracijo KORT smo izmerili tudi v slini, dlaki, solzah in urinu,

v iztrebkih pa smo izmerili koncentracijo presnovkov kortizola (FGCM).

Pri 15 kozorogih smo odvzeli kri z venepunkcijo, krvosesnimi stenicami in medicinskimi
pijavkami istocasno, ob istem odlovu Zivali. Med njimi smo pri treh Zivalih (z zaporednimi
Stevilkami 3, 4 in 14) kri na vse tri lahko nacine odvzeli veckrat (slika 14). Zato je skupno Stevilo
rezultatov koncentracij KORT v grafikonu 1 prikazano za 19 vzorcev. Povprecne vrednosti
koncentracij kortizola za 19 vzorcev krvi pri 15 kozorogih, ki smo jim kri odvzeli na vse

tri nacine, so prikazane v tabeli 4.

Prav tako smo v 19 primerih (pri 15 kozorogih) odvzeli slino, dlako in iztrebke istocasno,
od tega pri Stirih kozorogih (z zaporednimi Stevilkami 2, 3, 5 in 22) veckrat v ¢asu raziskave.

Koncentracije KORT (vzorci sline in dlake) in FGCM (vzorci iztrebkov) so prikazane na sliki 15.
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LEGENDA: a = vzoréenje 2019; b = vzoréenje 2020; ¢ = vzoréenje 2021; d = vzorcenje 2022
LEGEND: a=2019 sampling; b = 2020 sampling; ¢ = 2021 sampling; d = 2022 sampling

Slika 14: Individualne vrednosti koncentracije KORT v vzorcih krvnega seruma oz. plazme, pridobljenih z razlicnimi nacini
odvzema krvi (venepunkcija, krvosesne stenice in medicinske pijavke (MP)). Na abscisi so prikazane zaporedne stevilke
vzorcev. Vzorec z oznako 1 pripada dominantnemu samcu.

Figure 14: Individual cortisol concentrations in blood serum or plasma obtained with different blood sampling methods:

venipuncture, bloodsucking bugs (KS), and medicinal leeches (MP). The abscissa shows the serial numbers of samples.

Sample number 1 belongs to the dominant male.
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Slika 15:

Figure 15:

a = 2019 sampling; ¢ = 2021 sampling

Individualne vrednosti koncentracije KORT v slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih kozorogov. Na abscisi so prikazane

zaporedne Stevilke vzorcev. Vzorec z oznako 1 pripada dominantnemu samcu.

Individual cortisol concentrations in saliva and hair, and FGCM concentrations in faeces of ibexes. The abscissa shows

sample serial numbers. Ibex number 1 is a dominant male.
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V tabeli 4 so prikazane povprecne vrednosti koncentracij kortizola KORT v vzorcih, pridobljenih
z venepunkcijo, krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami, za vse odvzete vzorce
pri vseh preiskovanih kozorogih v primerjavi z vzorci, odvzetimi pri individualnem sledenju,
pri katerem smo lahko odvzeli vzorce krvi na vse tri razlicne nacine ob istem vzorcenju

(slika 14).

Tabela 4: Povprecna koncentracija KORT v krvnem serumu oz. krvni plazmi, pridobljenima
z razlicnimi nacini odvzema krvi (venepunkcija, krvosesne stenice in medicinske
pijavke), pri vzoréenju celotne skupine (N = 29) in pri individualnem sledenju
(N =19).

Table 4:  Mean cortisol concentration in the blood serum or plasma obtained with different
methods of blood sampling (venipuncture, bloodsucking bugs, and medicinal

leeches) in samples taken from all ibexes (N = 29) and samples of ibexes (n = 19)

followed individually.
vzorcenje celotne skupine individualno sledenje Zivali

serum? plazma KS? plazma MP3 serum? plazma KS? plazma MP3

(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml)
X 93,49 52,86 77,04 95,10* 51,35*# 78,29%
SE 3,42 4,21 5,38 5,54 4,08 6,36
min 47,13 15,96 31,93 62,08 17,22 31,93
max 169,48 109,05 137,21 157,55 85,39 137,21
N 56 29 23 19 19 19

Legenda: vzorec, pridobljen z: venepunkcijo; 2krvosesnimi stenicami; 3medicinskimi
pijavkami; *p < 0,001; ¥p < 0,01

Legend:  sample obtained with: ! venipuncture; ?bloodsucking bugs; 3medicinal leeches;
*p < 0.001; #p < 0.01

Koncentracija KORT v krvnem serumu iz krvi, odvzete z venepunkcijo, je bila od 47,13
do 169,48 ng/ml, v krvni plazmi iz krvi, odvzete s krvosesnimi stenicami, je bila od 15,96
do 109,05 ng/ml in v krvni plazmi iz krvi, odvzete z medicinskimi pijavkami, od 31,93

do 137,21 ng/ml (slika 14).
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Iz tabele 4 je razvidno, da je bila koncentracija KORT v vseh odvzetih vzorcih (za celotno
skupino kozorogov) najvisja v vzorcih krvnega seruma, pridobljenih po venepunkciji, sledili so
vzorci krvne plazme, pridobljeni z medicinskimi pijavkami, najnizje pa so bile vrednosti
v plazmi, pridobljeni s krvosesnimi stenicami. Tudi koncentracija KORT pri individualnem
sledenju Zivali je bila najvisja v vzorcih krvnega seruma, pridobljenih z venepunkcijo, sledili so
vzorci krvne plazme, pridobljeni z medicinskimi pijavkami, najnizje pa so bile vrednosti

v plazmi, pridobljeni s krvosesnimi stenicami.

Ob primerjavi koncentracij kortizola v krvnem serumu, pridobljenem po venepunkciji,
0z. v plazmi po odvzemu z medicinskimi pijavkami in krvosesnimi stenicami med vrednostmi,
ugotovljenimi pri vzoréenju celotne skupine in pri individualnem sledenju Zzivali, nismo

ugotovili statisticno znacilnih razlik (tabela 4).

Pri vzporednem odvzemu krvi ob individualnem sledenju Zivali smo najviSjo povprecno
koncentracijo KORT izmerili v vzorcih krvnega seruma iz krvi, pridobljene z venepunkcijo
(95,10 ng/ml) in najnizZjo koncentracijo (51,35 ng/ml) v vzorcih krvne plazme, pridobljene
iz krvi, odvzete s krvosesnimi stenicami, ki sta se statisticno znacilno razlikovali (p < 0,001;
Wilcoxon: Z=-3,823) (slika 14 in tabela 4). Povprecna koncentracija KORT v vzorcih krvne
plazme iz krvi, pridobljene z medicinskimi pijavkami, je bila 78,29 ng/ml. V primerjavi
s koncentracijo v krvnem serumu nismo ugotovili statisticCno znacilne razlike (p > 0,05,
Wilcoxon: Z = -1,650). Po drugi strani je bila ugotovljena statisticno znacilna razlika
v koncentraciji KORT med plazmo iz krvi, pridobljene s krvosesnimi stenicami, in z medicinskimi

pijavkami (p < 0,01, Wilcoxon: Z=-3,179) (slika 14 in tabela 4).

Najvecji razpon individualnih koncentracij KORT med najmanjSo in najvecjo izmerjeno
vrednostjo (min/max) smo ugotovili v krvni plazmi iz krvi, pridobljene z medicinskimi pijavkami
(od najmanj 31,93 ng/ml do najve¢ 137,21 ng/ml), najmanjsi pa je bil razpon vrednosti v krvni
plazmi iz krvi, pridobljene s krvosesnimi stenicami (od najmanj 17,22 ng/ml do najvec

85,39 ng/ml) (slika 14 in tabela 4).
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V tabeli 5 so prikazane koncentracije KORT v slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih v vseh
odvzetih vzorcih celotne skupine in vzorcih, kjer smo Zivali lahko sledili individualno, saj smo

lahko odvzeli vzorce krvi na vse tri razlicne nacine ob istem vzorcenju (slika 15).

Tabela 5: Povprecna koncentracija KORT v slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih v vseh
vzorcih, odvzetih pri preiskovanih kozorogih (N =29), in v vzorcih kozorogov
(N =19), ki smo jih sledili individualno.

Table 5:  Mean cortisol concentration in saliva and hair, and FGCM in faeces in all samples

taken from ibexes investigated (n = 29) and samples of ibexes (n = 19) followed

individually.
vzorcenje celotne skupine individualno sledenje Zivali
slina dlaka iztrebki slina dlaka iztrebki
(ng/ml) (ng/g) (ng/g) (ng/ml) (ng/g) (ng/g)
X 12,63 27,40 22,59 12,63 29,63 21,68
SE 1,10 1,90 1,51 1,52 2,66 1,91
min 2,40 7,77 9,75 2,42 8,23 9,75
max 23,56 68,19 48,67 23,56 52,60 39,82
N# 29* 43* 43* 19 19 19
Legenda: #3tevilo vzorcev; *isto Zival smo vzor¢ili veckrat
Legend: fnumber of samples; *the same animal was sampled several times

Iz tabele 5 je razviden razpon izmerjenih koncentracij (najvecja in najmanjSa izmerjena
vrednost). Najvecdji razpon vrednosti smo ugotovili za KORT v dlaki (od 8,23 ng/g
do 52,60 ng/g). 1z tabele 5 lahko razberemo tudi, da so razlike med koncentracijami
pri vzoréenju celotne skupine (N = 29) in ob individualnem sledenju Zivali (N = 19) minimalne
in statisti¢no neznacilne. Koncentracija KORT v slini (tabela 5) je bila v vseh analiziranih vzorcih

nizja kot v vzorcih, pridobljenih iz krvi (tabela 4).
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Povprecna koncentracija KORT v urinu je znasala 126,12 ng/ml (Sest vzorcev) in v solzah
13,28 ng/ml (dva vzorca). Vzorcev urina in solz nismo primerjali z ostalimi vzorci, ker je bilo
Stevilo odvzemov premajhno.

V tabeli 6 prikazujemo koncentracijo KORT pri dominantnem samcu v krvnem serumu,
pridobljenem po venepunkciji, in krvni plazmi iz krvi, odvzete s krvosesnimi stenicami in
medicinskimi pijavkami, v slini in dlaki. Vzorce smo pridobili z invazivno tehniko. Z neinvazivno

vevyv

tehniko pa smo pridobili le vzorce krvi s krvosesnimi stenicami (na leZiS¢u) in vzorce iztrebkov.

Tabela 6: Primerjava koncentracije KORT (oz. FGCM v iztrebkih) v vzorcih, pridobljenih
z invazivno tehniko, z vzorci, pridobljenimi z neinvazivno tehniko (na leZis¢u),
pri dominantnem samcu.

Table 6: Comparison of cortisol (or FGCM levels in faeces) in samples obtained by invasive
technique with samples obtained by non-invasive technique (on a bed) from

a dominant male.

venepunkcija®l stenice? pijavke*  slina dlaka iztrebki
(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml)  (ng/g)  (ng/g)

invazivni pristop 96,20 51,52 96,84 4,26 16,00 NN

neinvazivni pristop NN 1,05 NN NN NN 35,52

Legenda: vzorec, pridobljen z 'venepunkcijo; 2 krvosesnimi stenicami; 3 medicinskimi pijavkami;
NN: vzoréenje ni izvedljivo, ker je pristop k odvzemu invaziven

Legend: sample obtained with  venipuncture; *bloodsucking bugs; 3medicinal leeches;
NN: sampling is not feasible because the sampling technique is always invasive

Pri dominantnem samcu je bila koncentracija KORT v plazmi, pridobljeni s krvosesnimi
stenicami, pri neinvazivnem pristopu na lezis¢u veliko niZja kot pri enakem odvzemu krvi
ob invazivnem pristopu z lovljenjem. V krvnem serumu, pridobljenem iz krvi po venepunkciji,
in krvni plazmi, pridobljeni iz krvi, odvzete z medicinskimi pijavkami, pa smo izmerili primerljivi

vrednosti koncentracije kortizola (tabela 6).
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4.2 KONCENTRACIJA KORTIZOLA IN FGCM V RAZLICNIH VZORCIH GLEDE NA SPOL IN
STAROST KOZOROGOV IN LETNI CAS ODVZEMA

Koncentracijo kortizola v vzorcih glede na spol kozorogov (samci, samice), starost (manj kot

10 mesecev, od 11 mesecev do 10 let, nad 10 let) in letni ¢as odvzema (poletje, jesen)

prikazujemo v tabelah 5 do 7.

Tabela 7: Koncentracija KORT v krvnem serumu, slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih glede
na spol kozorogov.

Table 7:  Cortisol concentration in blood serum, saliva, and hair, and faecal FGCM by sex

of ibexes.
Statisticni spol krvni serum? slina dlaka iztrebki
parameter (ng/ml) (ng/ml) (ng/g) (ng/g)
X samci 89,71 10,12 25,98 23,66
SE | 4,81 1,63 2,47 2,11
N 25 15 20 22
X samice 96,53 15,32 28,64 21,47
SE | 4,89 1,30 2,90 2,26
N 31 14 23 21
22 -1,39 -2,27 -0,44 -0,91
p 0,164 0,023 0,661 0,362
velikost 0,19 0,42 0,07 0,14
ucinka (r)

Legenda: lvzorec, pridobljen z venepunkcijo; 2Z — standardizirana U vrednost Mann-Whitneyevega testa

Legend: lsample obtained with venipuncture; ?°Z = standardized U value of the Mann—Whitney test

Koncentracija KORT je bila v krvnem serumu, slini in dlaki vecja pri samicah kot pri samcih,
koncentracija FGCM v iztrebkih pa je bila pri samcih vecja kot pri samicah (tabela 7). Vendar
je bila statisticno znacilna razlika v koncentraciji KORT med samci in samicami ugotovljena
le v slini (p <0,05). Ceprav med spoloma v krvnem serumu, pridobljenem z venepunkcijo,
nismo odkrili statisticno pomembnih razlik (p > 0,05), pa izracunana, sicer nizka velikost ucinka

nakazuje na mogoce razlike med spoloma pri tovrstnem nacinu vzoréenja (tabela 7).
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Tabela 8: Koncentracija KORT v krvnem serumu, slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih
glede na starost kozorogov.
Table 8: Cortisol concentration in blood serum, saliva, and hair, and faecal FGCM, by age

of ibexes.

Statisticni | starost krvni serum? slina dlaka iztrebki

parameter (ng/ml) (ng/ml) (ng/g) (ng/g)

X <10 mes 78,08 15,14 31,05 17,56*

SE 4,81 1,90 4,20 2,40

N 16 10 13 11

X 94,26 11,71 25,64 23,09

11 mes-

SE 24,32 5,17 11,95 9,30
10 let

N 27 14 19 20

X 110,85 10,20 26,14 26,38

SE > 10 let 7,19 3,76 3,12 3,38

N 13 5 11 12

Hi? 12,94 2,96 1,21 4,88%*

df 2 2 2 2

p 0,002 0,228 0,546 0,087

Legenda: lvzorec, pridobljen z venepunkcijo; Hi?— statistika Kruskal-Wallisovega testa, df — stopinje prostosti

Legend: lsample obtained with venipuncture; Hi? = Kruskal-Wallis test statistic, df = degrees of freedom

V serumu, pridobljenem z venepunkcijo, so bile izmerjene statisti¢cno znacilne razlike (p < 0,01)
v koncentracijah KORT med tremi starostnimi skupinami kozorogov. Pri slini, dlaki in iztrebkih
med skupinami nismo ugotovili statisticho pomembnih razlik. Ceprav pri vrednostih
za iztrebke Kruskal-Wallisov test ni pokazal statisticno pomembnih razlik, pa smo z uporabo
parnih Mann-Whitneyjevih primerjav z Bonferronijevimi popravljenimi vrednostmi p ugotovili
statisticno znacilno razliko v vrednostih med kozorogi, mlajSimi od desetih mesecev in
starejSimi od desetih let (Z= 21,89, p = 0,001). Izmerjene vrednosti pri starejSih Zivalih so bile

visje od tistih, ki smo jih pridobili pri mladih Zivalih (tabela 8).
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Tabela 9: Koncentracija KORT v krvnem serumu, slini in dlaki oziroma FGCM v iztrebkih
glede na letni ¢as odvzema (poletje in jesen).
Table 9: Cortisol concentration in blood serum, saliva, and hair, and faecal FGCM,

by season (summer and autumn).

Statisticni - krvni serum ! slina dlaka iztrebki
parameter St ng/ml ng/ml ng/ml ng/g
X poletje 88,43 12,61 19,24 23,18
SE 3,35 2,05 1,68 1,88
N 34 11 22 24
X jesen 101,30 12,64 35,95 21,86
SE 6,87 1,40 2,36 2,50
N 22 18 21 19
V4 -1,80 0,02 -4,52 -0,43
p 0,073 0,982 <0,001 0,668
r 0,24 <0,01 0,69 0,07

Legenda: 'vzorec, pridobljen z venepunkcijo; 2Z — standardizirana U vrednost Mann-Whitneyevega testa

Legend: lsample obtained with venipuncture; ?°Z = standardized U value of the Mann—Whitney test

Koncentracija kortizola v krvnem serumu in slini je bila jeseni viSja kot poleti, koncentracija
FGCM v iztrebkih pa je bila jeseni nizja kot poleti (tabela 9). Statisticno znacilna je bila razlika
med koncentracijo KORT v dlaki poleti in jeseni (p < 0,001). Med koncentracijo KORT v vzorcih,
odvzetih poleti in jeseni, in vzorcih, pridobljenih z venepunkcijo, slino in iztrebki (FGCM),
nismo ugotovili statisticho pomembnih razlik. Ceprav razlika v vzorcih, pridobljenih
z venepunkcijo, ni bila statisticno znacilna (p =0,073), izracun velikosti ucinka (r=0,24)

nakazuje na mogoce razlike med preiskovanimi kozorogi glede na letni ¢as (tabela 9).
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4.3  VPLIV INVADIRANOSTI Z NOTRANJIMI ZAJEDAVCI NA STRES ZIVALI
V tabelah 10 in 11 prikazujemo rezultate parazitoloskih preiskav (sedimentacija, flotacija ter

metodi Vajda in McMaster) pred dehelmintizacijo in tri tedne po nje;j.

Tabela 10:  Rezultati parazitoloskih preiskav pred dehelmintizacijo (N = 22).

Table 10: Results of parasitological examinations before deworming (n = 22).

Vrste zajedavcev st. pozitivnih vzorcev EPG! (min / max) OPG? (min / max)
Strongylidae 20 50/ 1050 /
Eimeria sp. 22 / 100/ 627200
Capillaria sp. 1 50 /

Legenda: $tevilo jajéec na gram; 2Stevilo oocist na gram

Legend: 1Eggs per gram; *Oocysts per gram

Tabela 11: Rezultati parazitoloskih preiskav po dehelmintizaciji (N = 28).

Table 11: Results of parasitological examinations after deworming (n = 28).
Vrste zajedavcev $t. pozitivnih vzorcev ~ EPG?! (min / max) OPG? (min / max)
Strongylidae 8 50/ 150 /
Eimeria sp. 28 / 50/ 1300
Capillaria sp. 0 / /

Legenda: $tevilo jajéec na gram; 2Stevilo oocist ha gram

Legend: 1Eggs per gram; *Oocysts per gram

Dehelmintizacija je bila uspesno izvedena, kar kaZejo rezultati parazitoloskih preiskav
po opravljeni dehelmintizaciji (tabela 11) v primerjavi z rezultati pred njo (tabela 10).
Pred zdravljenjem so bili vsi pregledani kozorogi pozitivni na Eimeria sp. Po zdravljenju smo
pregledali Sest kozorogov vec, ker so se skotili novi mladici. Tudi takrat so bili vsi kozorogi

pozitivni, vendar je bilo stevilo oocist na gram (OPG) veliko nizje kot pred zdravljenjem.
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Na sliki 16 in v tabeli 12 prikazujemo individualne koncentracije FGCM v korelaciji s stopnjo
invadiranosti z endoparaziti. Iztrebke smo odvzeli pred dehelmintizacijo (slika 16) in tri tedne
po njej pri 15 izbranih kozorogih, ki smo jih sledili individualno. Dehelmintizacijo smo izvedli

ob rednem letnem pregledu pri vseh Zivalih kot redni protokol letne preventive z enakimi
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Stevilka kozoroga- 4- 5- 6- 8 | 10-  12- | 13- | 14 | 16- | 17-  19- | 23-

starost 2009 | 2016 | 2008 | 2019 | 2018 | 2017 2019 2019 | 2016 | 2017 2005 | 2006 | 2017 | 2010 | 2019
m pred dehelmintizacijo| 39,78 | 38,91 29,01 38,31 33,67 26,76 |15,37| 10,00 30,00 10,00 | 10,00 30,71|15,27 23,18 19,91
W po dehelmintizaciji | 35,52 33,92 20,12 21,21 22,59 16,66 17,03 | 10,00 39,82 | 10,00 20,37 30,03 |14,69 1597 17,69

antiparazitiki.

koncentracija FGCM ng/g

Slika 16: Individualna koncentracija FGCM (ng/g) v iztrebkih pred dehelmintizacijo
(avgust) in po njej (september).
Figure 16: Individual concentration of FGCM (ng/g) in faeces before deworming (August)

and after (September).

Pri osmih samcih (8t. 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 in 10) so bile koncentracije FGCM pred dehelmintizacijo
visje kot po njej, razen pri samcu Stevilka 8, pri katerem je bila vrednost minimalno povecana.
Pri dveh brejih samicah so bile koncentracije FGCM pred dehelmintizacijo nizje kot po njej,
pri ostalih pa so bile vrednosti po dehelmintizaciji minimalno zniZzane. Pet kozorogov (st. 4, 5, 8,
10 in 23) so mlajse Zivali (letnika 2018 in 2019). Kozorog z zaporedno Stevilko 1 je dominantni

kozorog.
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Tabela 12:  Koncentracija FGCM (ng/g) v iztrebkih pred dehelmintizacijo in po njej.
Table 12: Concentration of FGCM (ng/g) in faeces before and after deworming.

z:r:'::t':r el mladilN=5) stari (N =10) vsi (N = 15)

X pred dehelmintizacijo 23,45 25,36 24,73
SE (avgust) 5,40 3,39 2,79

X po dehelmintizaciji 17,70 23,71 21,71
'SE | (september) 2,19 3,24 2,35

z? 1,461 0,770 1,572

P 0,144 0,441 0,116

r 0,65 0,24 0,41

Legenda: tletnika 2018 in 2019; Z2 — standardizirana U vrednost Mann-Whitneyevega testa
Legend: 1 = year of birth 2018 and 2019; 72 = standardized U value of the Mann—Whitney test

Ob primerjavi koncentracije FGCM pred dehelmintizacijo in po njej nismo ugotovili statisti¢no
pomembnih razlik v celotni skupini (p > 0,05). Ugotovili smo razli¢éne vrednosti med mladimi
(letnika 2019 in 2018; N =5) in starimi Zivalmi. Pri mladih Zivalih je bila vrednost p = 0,144,
pri starih pa p = 0,441. Vrednosti r nakazujejo na razlike. Pri mladih Zivalih smo dobili visoko
velikost ucinka (r=0,65), pri starih nizko velikost ucinka (r=0,24), pri celotni skupini

pa srednjo velikost ucinka (r = 0,41) (tabela 12).
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4.4  KONCENTRACIJA KORTIZOLA IN FGCM V KORELACUI S SPOLNIMI HORMONI
V raziskavi smo ugotavljali koncentracijo spolnih hormonov (testosterona in estradiola) poleti
in jeseni ter njuno korelacijo s KORT oziroma FGCM. Rezultate prikazujemo na slikah 17 in 18

in v tabelah 13 in 14.

4.4.1 Koncentracija kortizola in FGCM v korelaciji s koncentracijo testosterona

Na sliki 17 prikazujemo individualno koncentracijo testosterona v iztrebkih, vzorcenih poleti

in jeseni, pri sedmih samcih kozoroga.
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N

OPOMBA: Kozorog z zaporedno Stevilko 7 ni bil vkljucen v preiskavo.

Slika 17: Individualna koncentracija testosterona v iztrebkih sedmih samcev poleti in
jeseni (1 — dominantni kozorog).
Figure 17: Individual faecal testosterone concentrations in seven males in summer and

autumn (1 = dominant male).
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S slike 17 je razvidno, da je bila koncentracija FGCM pri kozorogu §t. 1 (dominantnem
kozorogu) najvisja jeseni. Koncentracija kortizola je bila tudi pri kozorogu $t. 3 (drugorangirani
samec) jeseni visja kot poleti. Pri ostalih kozorogih so bile tako jeseni kot poleti koncentracije

FGCM nizke, razlike med poletnimi in jesenskimi koncentracijami pa majhne.

Tabela 13 prikazuje povprecne, najniZje in najviSje koncentracije FGCM in testosterona

pri sedmih samcih.

Tabela 13: Povprecna koncentracija FGCM v iztrebkih in testosterona v serumu pri sedmih
samcih poleti in jeseni.
Table 13: Mean FGCM in feces and serum testosterone concentrations in seven males

in summer and autumn.

Statisticni FGCM (ng/g) testosteron (ng/ml)
parameter poleti jeseni poleti jeseni
X 31,69 23,86 4,37 6,21
SE 3,32 2,92 0,37 1,86
min 15,37 16,66 2,75 2,53
max 39,78 35,52 5,53 15,95

Povprecna koncentracija FGCM v iztrebkih pri sedmih samcih je bila poleti 31,69 ng/g in jeseni
23,86 ng/g; razlika ni bila statisticno znadilna. Povpreéna koncentracija serumskega
testosterona pri sedmih samcih je bila 4,37 ng/ml poleti in 6,21 ng/ml jeseni; razlika ni bila
statisti¢no znacilna (p > 0,05). Korelacija med koncentracijo FGCM v iztrebkih in koncentracijo

testosterona v serumu ni bila statisti¢no dokazana (p > 0,05) (slika 17 in tabela 13).

Jeseni smo pri sedmih samcih poleg koncentracije testosterona v iztrebkih ugotavljali tudi
koncentracijo testosterona v serumu (venepunkcija) in dlaki. Rezultati so prikazani v tabeli 14.

Vzorci iztrebkov, krvi in dlake so bili pri vsakem kozorogu odvzeti med istim vzoréenjem.
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Tabela 14: Individualna in povpre¢na koncentracija FGCM, KORT in testosterona
v iztrebkih, serumu in dlaki pri sedmih samcih kozoroga jeseni (N =7).
Testosteron v dlaki je bil merjen pri petih Zivalih (N = 5).
Table 14: Individual and average concentration of FGCM, cortisol, and testosterone in
faeces, serum, and hair of male ibexes in autumn (n = 7). Testosterone in hair
was measured for five animals (n = 5).
kortizol (0z. FGCM) testosteron
iztrebki venepunkcija® dlaka | iztrebki venepunkcijal dlaka
(ng/g) (ng/ml) (ng/g) | (ng/g) (ng/ml) (ng/g)
kozorog st. 1a 35,52 96,20 16,00 15,95 2,97 0,54
kozorog st. 2a 33,92 124,68 29,06 2,53 1,42 0,30
kozorog st. 3a 20,12 89,21 28,09 9,82 1,74 0,90
kozorog st. 4a 21,21 73,95 39,97 3,45 0,59 /
kozorog st. 5a 22,59 122,60 27,76 4,34 1,59 0,59
kozorog St. 6a 16,67 169,48 43,88 4,03 1,03 /
kozorog st. 8a 17,03 112,76 37,44 3,38 0,27 0,42
X 23,86 112,69 31,74 6,21 1,37 0,55
SE 2,92 11,74 3,55 1,86 0,33 0,10
min 16,67 73,95 16,00 2,53 0,27 0,30
max 35,52 169,48 43,88 15,95 2,97 0,90
N 7 7 7 7 7 5

lvzorec, pridobljen z venepunkcijo/sample obtained with venipuncture

Kozorog st. 1a je dominantni samec, ki je imel poviSan testosteron v iztrebkih v primerjavi

z drugimi samci, za njim je samec s Stevilko 3, ki je v ¢redi drugorangiran. Korelacije med

koncentracijo testosterona v serumu in dlaki ter vrednostmi FGCM nismo izracunali, ker je bilo

Stevilo kozorogov premajhno za statisticni izracun. Le pri petih smo uspeli izmeriti testosteron

v treh razlicnih medijih (iztrebki, serum in dlaka). Najvecje vrednosti KORT smo ugotovili

v krvnem serumu, najvecje vrednosti testosterona pa v iztrebkih (tabela 14).
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4.4.2 Koncentracija FGCM v korelaciji s koncentracijo estradiola

Na sliki 18 prikazujemo koncentracijo estradiola v iztrebkih sedmih samic kozoroga.

1600
1400
=
3 1200
0
0]
£ 1000
N
0o
=
T 800
(9]
&
5 600
vy
Q
& 400
200
0 r T T T T T
12 13 14 16 17 19 23
estrogen poleti M estrogen jeseni itevilka kozoroga
Slika 18: Individualna koncentracija estradiola v iztrebkih sedmih samic poleti in jeseni.
Figure 18: Individual faecal estradiol concentration in faeces of seven females in summer
and autumn.

Koncentracija fekalnega estradiola je bila pri Stirih samicah (st. 12, 13, 17 in 23) jeseni visja

kot poleti, pri ostalih treh (St. 14, 16 in 19) pa nizja.

Ceprav sta bili povpreéni koncentraciji FGCM in estradiola v iztrebkih samic kozoroga jeseni
visji kot poleti, razlika v koncentracijah ni pokazala statisti¢no znacilnih razlik (p > 0,05) (tabela
15). Korelacija med koncentracijo FGCM in koncentracijo estradiola v iztrebkih ni bila

statisti¢no dokazana (p > 0,05).
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Tabela 15: Povprecna koncentracija FGCM in estradiola v iztrebkih pri sedmih samicah
poleti in jeseni .
Table 15:  Mean FGCM and faecal estradiol concentrations in seven females during summer
and autumn (N = 7).
FGCM (ng/g) estradiol (pg/g)
vrednosti poleti jeseni poleti jeseni
X 19,87 21,22 877,91 1017,89
SE 3,26 3,88 120,53 156,22
SD 8,63 10,27 318,89 413,31
min 10,00 10,00 550,00 459,26
max 30,71 39,82 1300,00 1565,35
N 7 7 7 7

V tabeli 15 prikazujemo nekatere dodatne statisti¢ne izraCune za oba grafa. Pri samicah so bile

jeseni povisane koncentracije FGCM in estradiola v iztrebkih, kar kaze na korelacijo med

vrednostmi.
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4.5  HEMATOLOSKE IN BIOKEMICNE PREISKAVE KRVI

Hematoloske in biokemi¢ne preiskave so bile pri preiskovanih kozorogih narejene v okviru
rednega monitoringa. V tabelah 16 in 17 ter na slikah 19 in 20 podajamo hematoloske in
biokemicne vrednosti za vsakega kozoroga posebej. Vzorcenih je bilo Sest samcev in Sest samic
(N =12). Vtabeli 17 smo vzporedno prikazali tudi koncentracijo KORT, ki smo jo izmerili pri istih

zZivalih.

Pri hematoloskih preiskavah smo merili Stevilo eritrocitov (RBC), levkocitov (WBC),
diferencialno belo krvno sliko z analizo nevtrofilcev (NEU), limfocitov (LYM) in monocitov
(MON), ter dolocali raven hemoglobina (HGB), hematokrita (HCT) in eritrocitnih indeksov
(MCV, MCH, MCHC). Biokemi¢ne preiskave so obsegale analizo ravni glukoze (GLU), skupnega
bilirubina (TBIL), kreatinina (CREA), uree (BUN), alanin transaminaze (ALT), alkalne fosfataze
(ALP), amilaze (AMYL), skupnih proteinov (TP), albuminov (ALB), globulinov (GLOB), natrija
(Na), kalija (K+), kalcija (Ca) in fosforja (PHOS).

4.5.1 Hematoloske preiskave

V tabeli 16 so prikazani razli¢ni hematoloski parametri Sestih samcev in Sestih samic ter njihove
referencne vrednosti (Zoetis Inc in Laboklin). Absolutne vrednosti nevtrofilcev so v primerjavi
z referenénimi povecane pri samcih in samicah (10 Zivali), pri cemer so referencne vrednosti
za koze 1,2-8 x 10°/l, pri kozorogih pa so bile povpreéne vrednosti pri samcih 10 in pri samicah
9,9 x 10%/I, zato so vidne razlike tudi v deleZih posameznih belih krvni¢k. Razlik med samci in
samicami nismo ugotovili. Na racun povecanega Stevila nevtrofilcev je zmanjSan odstotek
limfocitov, saj so referencne vrednosti od 50 do 70 odstotkov, v nasem primeru pa so bile
povprecne vrednosti 25,1 odstotka pri samcih in 21 odstotkov pri samicah. Pri Stirih Zivalih (treh
samcih in eni samici) je povecano Stevilo nevtrofilcev vplivalo tudi na povisane vrednosti skupne
bele krvne slike. Rdeéa krvna slika kaze povisane vrednosti hemoglobina pri 11 preiskovanih
kozorogih (povprec¢na vrednost za samce 13,3 g/dl in za samice 12,7 g/dl) glede na referencne

vrednosti pri kozah, ki so od 8 do 12 g/dl.



Tabela 16:  Vrednosti hematoloskih parametrov pri Sestih samcih (N = 6) in Sestih samicah (N = 6).
Table 16: Values of haematological parameters for six males (n = 6) and six females (n = 6).
Parametri WBC LYM MON NEU LYM MON NEU RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
ref. vrednosti* | 4-13 2-9 0-0,5 1,2-8 50-70 0-4 30-61 | 8-18 8-12 25-38 16-30 5,2-8 30-36
enote 107/I 10%/I 107/ 107/ % % % 102/l g/dl % fl pg g/dl
c 1 11,74 2,53 0,11 9,09 21,60 0,90 77,50 15,05 14,40 38,36 25 9,60 37,60
© E 2 15,15 3,02 0,09 12,04 19,90 0,60 79,50 15,05 13,60 34,18 23 9,10 39,90
T 3 3 8,18 1,80 0,06 6,32 22,00 0,80 77,30 16,51 14,30 36,44 22 8,60 39,20
§_ g 4 8,77 1,66 0,07 7,04 18,90 0,80 80,30 15,72 12,70 35,75 23 8,10 35,70
® 3 5| 2349 13,03 0,15 10,30 55,50 0,60 43,90 15,72 13,80 33,73 21 8,80 40,80
w6 17,64 2,21 0,10 15,33 12,50 0,60 86,90 13,24 10,70 28,82 22 8,10 37,00
X (samci) 14,2 4,0 0,1 10,0 25,1 0,7 74,2 15,2 13,3 34,5 22,7 8,7 38,4
SE samci) 2,18 1,65 0,01 1,24 5,70 0,05 5,69 0,41 0,52 1,22 0,51 0,22 0,72
min 8,18 1,66 0,06 6,32 12,50 0,60 43,90 13,24 10,70 28,28 21 8,10 35,70
max 23,49 13,03 0,15 12,04 55,50 0,90 86,90 16,51 14,40 38,36 25 9,60 40,80
g 7 17,82 3,49 0,18 14,15 19,60 1,00 79,40 14,21 12,30 32,21 23 8,70 38,30
& € 8 10,89 1,99 0,08 8,82 18,30 0,80 80,90 15,81 12,80 34,42 22 8,10 37,10
2 4 9 12,60 3,61 0,07 8,92 28,60 0,60 70,80 17,16 14,00 37,88 22 8,20 37,10
§_ S 10| 11,09 1,98 0,10 9,01 17,90 0,90 81,20 14,06 11,80 31,26 22 8,40 37,60
] E 11| 10,73 1,90 0,08 8,75 17,70 0,70 81,50 14,21 12,70 34,87 25 8,90 36,30
12| 12,70 3,02 0,07 9,61 23,80 0,50 75,70 16,39 12,80 33,78 21 7,80 37,80
X (samice) 12,6 2,7 0,1 9,9 21,0 0,8 78,3 15,3 12,7 34,1 22,5 8,4 37,4
SE (samice) 1,00 0,30 0,02 0,79 1,63 0,07 1,58 0,49 0,27 0,86 0,51 0,15 0,26
min 10,73 1,90 0,07 8,75 17,70 0,50 70,80 14,06 11,80 31,26 21 7,80 36,30
max 17,82 3,61 0,18 14,15 28,60 1,00 81,50 17,16 14,00 37,88 25 8,90 38,30
X (skupaj) 13,4 3,4 0,1 9,9 23,0 0,7 76,2 15,3 13,0 34,3 22,6 8,5 37,9
SE (skupaj) 1,22 0,86 0,01 0,74 3,03 0,04 3,01 0,32 0,30 0,75 0,36 0,14 0,41
min 8,18 1,66 0,06 6,32 12,50 0,50 43,90 13,24 10,70 28,28 21 7,80 35,70
max 23,49 13,03 0,18 14,15 55,50 1,00 86,90 | 17,16 14,40 38,36 25 9,60 40,80

*Referencne vrednosti Zoetis Inc [120]. Modro oznacdene vrednosti so pod in rdece oznacene vrednosti nad referencnimi vrednostmi.
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Na sliki 19 so prikazane absolutne individualne vrednosti (x 10°/L) $tevila nevtrofilcev, limfocitov
in monocitov), na sliki 20 pa so individualne relativne (%) vrednosti diferencialne bele krvne

slike pri 12 kozorogih.

16

14

12

10 I B -
10 11 @ 12

S IEIEIRIEIRE! ! ai=-a
0 —_— — — — — —
5 6 7 8 9
= NEU 9,09 12,04 6,32 7,04 10,30 15,33 14,15 8,82 8,92 9,01 8,75 9,61
LYm 2,53 3,02 1,80 1,66 13,03 2,21 3,49 1,99 3,61 1,98 1,90 3,02

EMON 0,11 0,09 0,06 0,07 0,15 0,10 0,18 0,08 0,07 0,10 0,08 0,07

10%/ml
()]

Legenda: zgornja in spodnja meja referencnih vrednosti: za nevtrofilce od 1,2 do 8,0 x 10° ml
(modra prekinjena ¢érta); za limfocite od 2,0 do 9,0 x 10° ml (zelena ¢&rta)
Legend: upper and lower reference limits: for neutrophils: 1.2 to 8.0 x 10° ml

(blue dashed line); for lymphocytes 2.0 to 9.0 x 10° ml (green line)

Slika 19: Absolutno individualno Stevilo nevtrofilcev, limfocitov in monocitov
pri posameznih kozorogih (x 10%/ml).
Figure 19: Absolute individual neutrophil, lymphocyte, and monocyte counts in ibex

(x 106/ml).

S slike 19 lahko razberemo, da je dejansko Stevilo nevtrofilcev nad referen¢nimi vrednostmi
pri desetih kozorogih. Samo pri dveh kozorogih (St. 3 in 4) so rezultati znotraj referencnih
vrednosti. Pod referen¢nimi vrednostmi so limfociti pri kozorogih s Stevilkami 3, 4, 8, 10 in 11
ter znotraj referenénih vrednosti pri kozorogih s Stevilkami 1, 2, 6, 7, 9 in 12. Pri kozorogu §t. 5
so bile vrednosti limfocitov nad referenénimi vrednostmi (13,03 x 108/ml) (v % so bile vrednosti
pri tem kozorogu edine znotraj referencnih vrednosti). Vrednosti za monocite (od 0 do 0,5 x

10%/ml) so se pri vseh testiranih kozorogih gibale znotraj referenénih vrednosti.
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Legenda: zgornja in spodnja meja referencnih vrednosti: za nevtrofilce od 30 do 63 odstotkov
(modra prekinjena c¢rta); za limfocite od 50 do 70 odstotkov (zelena ¢rta)
Legend: upper and lower reference limits: for neutrophils 30% to 63%

(blue dashed line); for lymphocytes: 50% to 70% (green line)

Slika 20: Individualne relativne vrednosti (%) diferencialne bele krvne slike
pri 12 kozorogih.

Figure 20: Individual relative values (%) of differential white blood counts in 12 ibexes.

S slike 20 lahko razberemo, da je delez nevtrofilcev vecji od referenénih vrednosti pri vseh
kozorogih. Izjema je le kozorog st. 5, pri katerem so rezultati znotraj referenc¢nih vrednosti. Delez
limfocitov je pod referenénimi vrednostmi pri vseh kozorogih. Izjema je kozorog st. 5,
pri katerem so rezultati znotraj referencnih vrednosti (slika 20). Vrednosti za monocite (od 0

do 4 odstotke) so se pri vseh testiranih kozorogih gibale v mejah normale.
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4.5.2 Biokemicne preiskave krvi

V tabeli 17 so prikazani razlicni biokemi¢ni parametri Sestih samcev in Sestih samic ter
referenéne vrednosti (Zoetis Inc in Laboklin). Vse vrednosti se gibljejo znotraj referencnega
obmocdja za domace koze, razen vrednosti kreatinina, ki je bila pri samcu st. 6 67 mmol/L,
kar je pod referen¢nimi vrednostmi, ki so za koze od 71 do 327 mmol/L, ter vrednosti amilaze
pri petih samcih in Sestih samicah (izjema je samo samec st. 5), ki so bile pri samcih povprec¢no
105,7 IU/L in pri samicah povpre¢no 106,7 IU/L in so nad referen¢nimi vrednostmi za domace

koze, ki so od 0 do 63 IU/L.

NajniZjo koncentracijo KORT smo izmerili pri kozorogu st. 8 (70,42 ng/ml) in najvisjo vrednost
KORT pri kozorogu st. 7 (107,24 ng/ml). Pri kozorogu $t. 5 nismo ugotovili odstopanj

(80,99 ng/ml), ¢eprav je hematoloska slika mo¢no odstopala od referenénih vrednosti.



Tabela 17:  Vrednosti biokemicnih parametrov pri Sestih samcih (N = 6) in Sestih samicah (N = 6).
Table 17: Values of biochemical parameters for six males (n = 6) and six females (n = 6).
Parametri BUN CREA GLU TBIL TP ALB GLOB KORT ALT ALP AMYL Na+ Ca K+ PHOS
ref. Vred.* 2,5-25 71-327 2,2-21,1 0-74 46-84 21-46 18-50 2-50** 6-124 11-1076 0-63 138-162 1,50-3,02 3,0-8,6 1,29-5,62
merske mmol/L mmol/L umol/L  umol/L g/L g/L g/L ng/ml IU/L IU/L IU/L mmol/L  mmol/L mmol/L mmol/L
1 6,10 107,00 8,50 5,00 65 38,00 27 85,05 18,00 209,00 86,00 | 145,00 2,28 4,80 2,40
g 2 4,90 161,00 8,70 4,00 66 33,00 33 96,08 17,00 126,00 109,00 | 145,00 1,96 4,60 /
3 3 460 111,00 10,80 6,00 70 42,00 28 94,10 | 1500 243,00 156,00 | 144,00 2,46 4,20 2,22
& 4 480 123,00 10,70 4,00 60 36,00 24 80,51 | 16,00 317,00 110,00 | 14800 2,14 4,40 2,49
% 5 5,60 86,00 11,70 5,00 60 36,00 24 80,99 16,00 267,00 55,00 145,00 2,12 5,60 1,97
6 4,30 67,00 10,30 5,00 73 27,00 46 93,24 8,00 87,00 118,00 143,00 1,97 5,30 3,09
X (samci) 10,1 51 109,2 4,8 65,7 35,3 30,3 88,3 15,0 208,2 105,7 145,0 2,2 4,8 2,4
SE (samci) 0,47 0,25 12,02 0,28 1,95 1,88 3,11 2,60 1,33 32,46 12,55 0,62 0,07 0,20 0,15
min 8,50 4,30 67,00 4 60 27,00 24 80,51 8,00 87,00 55,00 143,00 1,96 4,20 1,97
max 11,70 6,10 161,00 6 73 42,00 46 96,08 18,00 317,00 156,00 148,00 2,46 5,60 3,09
7 3,80 89,00 9,20 5,00 67 36,00 31 107,24 11,00 148,00 108,00 150,00 2,16 5,10 2,57
g 8 4,20 80,00 13,00 5,00 64 36,00 27 70,42 13,00 138,00 117,00 | 144,00 2,43 4,40 1,61
3 9 3,70 107,00 13,40 5,00 63 38,00 25 96,91 14,00 190,00 92,00 150,00 2,31 4,40 2,42
& 10 5,20 88,00 11,30 5,00 65 35,00 30 81,68 19,00 141,00 122,00 147,00 2,24 5,00 1,97
%' 11 4,60 91,00 10,10 5,00 62 37,00 25 72,96 14,00 143,00 105,00 149,00 2,16 4,90 2,77
™ 12 4,50 88,00 14,00 4,00 71 36,00 35 87,52 17,00 181,00 96,00 152,00 2,35 6,40 2,18
X (samice) 11,8 4,3 90,5 4,8 65,3 36,3 28,8 86,1 14,7 156,8 106,7 148,7 2,3 5,0 2,3
SE (samice) 0,72 0,21 3,32 0,15 1,22 0,38 1,46 5,28 1,07 8,43 4,33 1,04 0,04 0,27 0,16
min 9,20 3,70 80,00 4,00 62 35,00 25 70,42 11,00 138,00 92,00 144,00 2,16 4,40 1,61
max 14,00 5,20 107,00 5,00 71 38,00 35 107,24 19,00 190,00 122,00 152,00 2,43 6,40 2,77
X (skupaj) 11,0 4,7 99,8 4,8 65,5 35,8 29,6 87,2 14,8 182,5 106,2 146,8 2,2 4,9 2,1
SE (skupaj) 0,50 0,19 6,80 0,16 1,15 0,97 1,74 2,96 0,86 18,36 6,65 0,81 0,04 0,17 0,11
min 8,50 3,70 67,00 4 60 27,00 24 70,42 8,00 87,00 55,00 143,00 1,96 4,20 1,61
max 14,00 6,10 161,00 6 73 42,00 46 107,24 19,00 317,00 156,00 152,00 2,46 6,40 3,09

* Referencne vrednosti Zoetis [120].

** Referencna vrednost Laboklin [121]. Modro oznacene vrednosti so pod in rdece oznacene vrednosti nad referencnimi vrednostmi.
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5 RAZPRAVA

Specifitna narava kozorogov zahteva dobro poznavanje socialnih odnosov in hkrati odzive
vsake posamezne Zivali. Kozorogi so Zivali, ki ljubijo svobodo in prostor, da se lahko umaknejo,
zato je vsako poseganje v skupino zanje zelo stresno. Ob nujnih posegih ali vzoréenju materiala
za presojo zdravstvenega, reprodukcijskega ali fizioloskega stanja preiskovane Zivali
se moramo vsakokrat pravilno odlociti, katero metodo vzorcenja naj izberemo; invazivno ali
neinvazivno. Hkrati tudi neinvazivne metode vzorcenja krvi, kot sta na primer odvzema krvi
s krvosesnimi stenicami ali medicinskimi pijavkami, zahtevajo dolo¢ene pogoje, ki morajo biti
izpolnjeni, da lahko govorimo o neinvazivnem pristopu k vzoréenju brez vznemirjanja zZivali in

s tem na vplivanje na preiskovane vrednosti v krvi.

Celoten postopek pridobivanja dolocenega vzorca, ne glede na to, ali je vzoréenje invazivno
(odvzem krvi z venepunkcijo) ali neinvazivho (odvzem krvi s krvosesnimi stenicami,
medicinskimi pijavkami, odvzem sline, dlake, solz), je stresen za Zivali, ¢e vkljucuje tudi odlov
in fiksacijo. Velikokrat je lovljenje veliko bolj stresno kot sam vbod z iglo. Odlov z zalezovanjem
je poznan kot mocan stresni dejavnik tudi za divjad v naravi, kar ima za posledico povisane
vrednosti kortikosteroidov. Obdobje intenzivnega lova ima lahko Se posebej negativen vpliv.
Po lovu s pogonom je bila pri jelenih in koSutah ugotovljena povecéana vrednost ne le kortizola,
ampak tudi nekaterih biokemicnih parametrov. Pri koSutah so bile v krvi povecane vrednosti

HDL, CHOL, LDH, ALT, pri jelenih pa ALP, bilirubina in AST [124].

Zato smo v prvi hipotezi predvidevali, da bodo za ugotavljanje ravni kortizola poleg krvi
uporabni mediji tudi iztrebki, dlaka in slina, medtem ko bo postopek vzor¢enja urina in solz

morda tezje izvedljiv.

V raziskavi smo koncentracijo KORT pri kozorogih merili v osmih razlicnih medijih: vzorcih,
pridobljenih z venepunkcijo, krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami, ter vzorcih sline,
iztrebkov, dlake, urina in solz. Literatura omenja tudi ugotavljanje koncentracije KORT v mleku
[99, 103, 104], vendar se za ta nacin nismo odlocili, ker bi bil preve¢ stresen in prakti¢no

neizvedljiv pri kozorogih. Veliko tehni¢nih tezav smo imeli tudi pri zbiranju vzorcev urina in solz.
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V nalogi smo zgoraj omenjene vzorce odvzeli ob rednih letnih pregledih Zivali, ko smo vse
kozoroge odlovili, izjema je bilo zbiranje vzorcev iztrebkov, kar smo izvajali z neinvazivnim

pristopom, ko smo pobrali iztrebke po iztrebljanju Zivali v ogradi.

V vseh odvzetih vzorcih smo uspeli ugotoviti KORT in izmeriti njegovo koncentracijo ter

primerjati rezultate z drugimi avtoriji.

Rezultate, pridobljene iz krvi, predstavljamo v drugi hipotezi, na tem mestu pa predstavljamo

rezultate, dobljene z neinvazivnimi vzorcenji ob invazivnem pristopu, razen za iztrebke.

Pri interpretaciji rezultatov koncentracije KORT oziroma FGCM v razlicnih medijih je treba
upostevati nekaj pomembnih pravil. UpoStevati moramo, da v vecini medijev merimo
koncentracijo kortizola, v iztrebkih pa FGCM. Koncentracija KORT je pri vecini medijev odvisna
tudi od letnega casa in dnevnega ritma [93]. Vse Zivali v nasi raziskavi so bile vzoréene
dopoldne, da bi izkljudili vpliv cirkadianega ritma. Slino lahko uporabimo za merjenje KORT
pri akutnem stresu, medtem ko KORT v dlaki izraza izlo¢anje v daljSem ¢asovnem obdobju in

je lahko povezan s kroniénim stresom [44, 125].

Poleg razlik v koncentraciji KORT pri posameznih vrstah so pomembne tudi razlike v vzoréeniju,
kot so vrsta medija (npr. dlaka, iztrebki), kakovost vzorca (npr. dlaka/poddlaka, suhi/svezi
iztrebki), na rezultate pa vpliva tudi izbira encimsko-imunskega testa [126]. Ob primerjavi
izmerjene koncentracije KORT v dlaki in iztrebkih pri isti Zivali ob istem vzoréenju (so€asno)
moramo rezultate obravnavati lo¢eno, saj koncentracija KORT v dlaki kaZe na kroniéni stres,
v iztrebkih pa se pokaZze povisana koncentracija FGCM kot odgovor na stres v enem ali dveh
dneh, le redko pozneje. Pri interpretaciji rezultatov moramo tudi upostevati, da v iztrebkih

merimo koncentracijo FGCM, v ostalih medijih pa KORT.

Touma in Palme [101] sta razvila neinvazivho tehniko za ugotavljanje FGCM v vzorcih
iztrebkov. Ista ekipa raziskovalcev [110] je ugotovila, da se vzorcenje iztrebkov in analize FGCM

morda zdijo preprosti in enostavni, vendar jih morajo raziskovalci pravilno izbrati in uporabiti.
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Zavedati se morajo tudi Stevilnih pasti in morebitnih motecih dejavnikov ter nenazadnje
skrbno interpretirati rezultate. Se posebej se je treba izogibati kvantitativnemu primerjanju
rezultatov, saj se pri komercialnih testih navadno merijo razlicne imuno-reaktivne snovi

(na primer KORT in FGCM).

Pri ugotavljanju razlik med spoloma so Dulude-de Broin in sod. [127] ugotovili, da spol
ne vpliva na koncentracijo FGCM, v tej raziskavi pa smo v iztrebkih pri kozorogih ugotovili visjo
koncentracijo pri samcih (23,66 ng/g) kot pri samicah (21,47 ng/g), kar je verjetno povezano
z rangiranjem med samci za prevlado v ¢redi. Prav tako so Dulude-de Broin in sodelavci [127]
nadalje ugotovili, da tudi starost ne vpliva na koncentracijo FGCM, mi pa smo ugotovili
statisticno znacilno razliko med kozorogi, mlajSimi od 11 mesecev (17,56 ng/g) in starejSimi
od 10 let (26,38 ng/g) (Mann-Whitney: Z=21,89, p=0,001). Nasi rezultati nakazujejo
na kronicni stres pri starejSih kozorogih. Primerjava vrednosti FGCM v iztrebkih, vzoréenem
poleti (23,18 ng/g) in jeseni (21,86 ng/g), kaze, da je bila jeseni vrednost niZja, vendar nismo

ugotovili statisticno pomembnih razlik.

Ugotavljanje KORT v dlaki velja za eno od bolj pogostih neinvazivnih metod odvzema vzorcev.
Dlako lahko poberemo z bodecih Zi¢nih ograj ali drugih mest pri prostozivecih zivalih, lahko
pa jo tudi odstrizemo ali izpulimo. V preiskavi smo dlako odstrigli pred pleénico, kjer je
najmanjSa moznost za kontaminacijo s slino, iztrebki ali urinom. KORT se v dlako vgradi
s pasivno difuzijo iz krvi v dlaénih mesickih, preko znojnic in lojnic [105], zato je dlaka primerna
za ugotavljanje kroni¢nega stresa. Vzoréenje dlake lahko izvedemo hkrati z drugimi rutinskimi
preiskavami. Pomembno je tudi, da se poviSana koncentracija KORT zaradi odlova in rokovanja
v dlaki ne zazna takoj. Ugotavljanje KORT v dlaki omogoca presojo dolgotrajne izpostavljenosti
stresu, ki lahko traja ve¢ mesecev. Ce dlako narezemo na posamezne dele, lahko bolj natanéno
dolo¢imo casovno obdobje, ko je bila Zival izpostavljena stresu, vendar moramo vedeti,
kdaj je dlaka izrascala [102]. V raziskavi tega nismo mogli izvesti, ker smo z Zivalmi rokovali

samo ob rednih letnih pregledih.
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Prandi in sod. [44] porocajo, da so izmerili povpreéno koncentracijo KORT v dlaki alpskih
kozorogov 22,40 ng/g. Ugotovili so pomembno razliko med spoloma, saj je bila koncentracija
KORT visja pri mlajSih samicah kot pri starejsih. Tudi v nasi raziskavi je bila izmerjena statisti¢no
znacilna razlika v dlaki, vendar se ta ni nanasala na spol, ampak na razliko med vzorci, zbranimi
poleti in jeseni. Statisticno pomembno visjo koncentracijo KORT smo opazili jeseni (p < 0,001;
N = 21). Povprecna koncentracija KORT v dlaki, izmerjena poleti, je znasala 19,24 mg/g, jeseni
pa 35,95 ng/g. Rezultat, pridobljen jeseni, bi lahko nakazoval na menjavo dlake in visje
koncentracije KORT v mladi dlaki, ki je zacela izras¢ati jeseni, saj so Wester in sod. ugotovili,

da sonc¢na radiacija poleti zniZza koncentracijo kortizola v laseh [128].

Ugotavljanje KORT v slini je enostavno pri treniranih Zivalih ali s pomocjo posebnih igral,
v nasem primeru pa je Slo za divje Zivali in smo neinvazivnho metodo odvzema vzorcev sline
lahko opravili samo z invazivnim pristopom ob odlovu. Vrednosti v slini so zaradi delovanja
encimov priblizno desetkrat niZje od tistih v krvi in v raziskavi smo ugotovili pomembno razliko
(p <0,05) v nizji koncentraciji KORT pri samcih (10,12 ng/ml) kot pri samicah (15,32 ng/ml).
Statisti¢no znacilnih razlik v koncentraciji KORT v slini med vzorci, odvzetimi pri razli¢no starih
zivalih in v razlicnem obdobju (poleti in jeseni), nismo ugotovili. Statisticno znacilna razlika
je bila ugotovljena le v serumu med Zivalmi, mlajsimi od 11 meseceyv, ki so imele veliko vecje

koncentracije kot starejSe od 10 let.

Privzorcenju urina smo naleteli na tezavo, saj so zivali zaradi stresa urinirale ob zacetku odlova
in tako ni bilo mogoce pridobiti urina s kateteriziranjem. Zato smo Zivali po odlovu in odvzemu
ostalih vzorcev zaprli v transportne kletke, kjer so v obdobju pol ure urinirale na kovinski pod,
s pomocjo katerega smo urin lahko ulovili in ga analizirali. Povpreéna koncentracija KORT
v urinu je znasala 126,12 ng/ml, vendar vzorcev zaradi premajhnega Stevila nismo primerjali
z ostalimi, so bile pa vrednosti v primerjavi z vrednostmi v krvnem serumu visje, kar je verjetno

povezano s tem, da so bili vzorci pridobljeni nazadnje in so bile Zivali najdlje pod stresom.
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Pri vzorcenju solz je pri divjih Zivalih potreben invazivni pristop in v raziskavi smo uspeli
pridobiti samo dva vzorca, pri katerih je bila izmerjena povprecna koncentracija KORT

13,28 ng/ml, smo pa tudi v tem mediju uspeli ugotoviti in izmeriti KORT.

Prvo hipotezo smo potrdili, saj smo KORT potrdili v vseh medijih. Raven KORT v iztrebkih, dlaki
in slini je merljiva in najviSja ugotovljena koncentracija KORT je v urinu in serumu/plazmi,
sledijo dlaka, iztrebki, solze in slina. Nasa predvidevanja, da bo koncentracija FGCM v iztrebkih
viSja od koncentracije KORT v dlaki, se za malenkost razlikuje, saj smo nekoliko visjo
koncentracijo KORT ugotovili v dlaki in ne v iztrebkih. Odvzem urina in solz je tezko izvedljiv in

za prakso neuporaben.

V drugi hipotezi smo si zadali, da bomo poleg odvzema krvi z venepunkcijo izpostavili in
proucili tudi uporabnost alternativnega odvzema krvi s krvosesnimi stenicami (R. prolixus)
in medicinskimi pijavkami (H. medicinalis). Predvidevali smo, da sta ti dve metodi
za kozoroge manj stresni zaradi drugacnega pristopa do Zivali, ker odlov in fiksacija nista

potrebna.

Literatura navaja, da se za odvzem krvnih vzorcev poleg venepunkcije lahko uporabijo tudi
druge tehnike, kot je odvzem krvi s krvosesnimi stenicami [8, 52, 64, 65] in medicinskimi
pijavkami [14]. Pri domacih vrstah Zivali lahko alternativne odvzeme uporabimo v primerih,

pri katerih s klasiénim odvzemom tvegamo in povzro¢amo prevelik stres [45].

V svoji raziskavi smo pri kozorogih primerjali vzporedne rezultate treh nacinov odvzema krvi,
ki smo jih izvedli ob predhodnem odlovu in fiksaciji (invazivni pristop). S tem smo ugotavljali
povezavo koncentracij KORT v krvni plazmi, pridobljeni s tremi razliénimi nacini odvzema.
Ugotovili smo statisticno znacilne razlike med koncentracijo KORT v krvni plazmi, pridobljeni
z venepunkcijo (invazivna tehnika), in krvni plazmi, pridobljeni s krvosesnimi stenicami,

ter med krvno plazmo, pridobljeno z medicinskimi pijavkami (neinvazivne tehnike odvzema).
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Povprecna koncentracija KORT v krvnem serumu oz. plazmi je bila visja v vzorcih, pridobljenih
z venepunkcijo in medicinskimi pijavkami, in precej nizja v vzorcih, odvzetih s krvosesnimi
stenicami (52,86 ng/ml), kar je najverjetneje posledica prebave krvi v stenicah in izlocanja
vodne faze krvi ter s tem izgube dela KORT v vzorcu. Ni bilo ugotovljenih statisti¢no znacilnih
razlik v koncentraciji KORT v krvni plazmi, pridobljeni z medicinskimi pijavkami (77,04 ng/ml),

in v krvni plazmi, pridobljeni z venepunkcijo (93,49 ng/ml).

Obstaja veliko raziskav o koncentraciji KORT v serumu in plazmi pri domacih zivalih [129, 130],
vendar so bile pri kozorogih opravljene raziskave KORT v dlaki [44] in FGCM v iztrebkih
[131, 132].

Sartorelli in sod. [46] so edini, po nam znanih podatkih, ki so izmerili koncentracijo KORT
v krvnem serumu alpskih kozorogov. KORT so merili dve zaporedni leti od januarja do maja.
NajniZjo povpreéno vrednost so izmerili maja leta 1990 (27,89 nmol/l oziroma 10,11 ng/ml) in
najvisjo marca leta 1991 (248,41 nmol/l oziroma 90,05 ng/ml). Povprecna vrednost desetih
vzoréenj v dveh zaporednih letih od januarja do maja je znasala 74,84 nmol/I (27,13 ng/ml).
Uporabljen je bil test RIA, medtem ko smo mi uporabili komercialni encimsko-imunski test
Cortisol ELISA. V nasi raziskavi je bilo povprecje 93,49 ng/ml. Vrednosti so se gibale od 47,13
do 169,48 ng/ml, kar je viSje, kot so jih podali Sartorelli in sodelavci. Razlike v rezultatih
pripisujemo uporabi dveh razliénih testov in nadinu vzorcenja, saj so Sartorelli in sod. vzorce
krvi, pri Zivalih odvzete po smrti z odstrelom, analizirali z metodo RIA, v svoji raziskavi pa smo

vzorce krvi Zivih zivali analizirali z metodo ELISA.

Sartorelli in sod. [40] so vzorce krvi jemali iz src ustreljenih kozorogov, kar posledi¢éno pomeni
manjsi stres. V tej raziskavi smo kozoroge pred odvzemom vzorcev odlovili. Ugotovili smo
pomembno razliko (p < 0,01) v koncentraciji KORT v serumu (z venepunkcijo) med mlajSimi
(do 11 mesecev), odraslimi (do 10 let) in starejSimi kozorogi (nad 10 let); v skupini, starejsi
od desetih let, smo v serumu krvi, pridobljene z venepunkcijo, ugotovili tudi statisti¢no
znacilno visjo koncentracijo KORT (Mann-Whitney: Z=-2,27, p = 0,023), kar kaze, da je bila

koncentracija kortizola v serumu preiskovanih kozorogov odvisna od starosti Zivali.
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Povprecne vrednosti so se s starostjo povecevale, kar kaze, da so bile starejse Zivali najbolj
izpostavljene stresu in najdlje zaprte ob lovljenju, ker smo zaradi nevarnosti poskodb v skupini
najprej izlocili mlajse Zivali in samice, ki bi jih odrasli samci lahko poSkodovali, na visje rezultate
pa bi lahko vplivale tudi vecja spolna aktivnost skupine in predhodne negativne izkusnje

z odlovom ali socialnim rangiranjem Zivali.

Odvzem krvi z medicinskimi pijavkami je dobra alternativa odvzemu krvi, pri katerem je
potreben odlov zZivali s fiksacijo ali uspavanjem ali pa gre pri njem za tezaven dostop do krvnih
zil (debelost, dehidracija, velikost krvnih Zil), in predstavlja pomemben napredek pri odvzemu
krvi za preventivno medicino in epidemioloske Studije na Zivalih v Zivalskih vrtovih. Medicinske
pijavke se lahko uporabljajo kot zanesljivo orodje za odvzem krvi za hematolosko in

biokemicno oceno zdravstvenega stanja zZivali [14] in doloditev titra specifi¢nih protiteles [13].

V preiskavi smo najvecji razpon individualnih koncentracij KORT med najmanjSo in najvecjo
izmerjeno vrednostjo (min/max) med vsemi tremi metodami odvzema krvnih vzorcev
ugotovili v krvni plazmi iz krvi, pridobljene z medicinskimi pijavkami (od najmanj 31,93 ng/ml
do najvec¢ 137,21 ng/ml), kar je lahko povezano tudi s casom zaprtja kozoroga med odlovom
in odvzemom vzorcev z medicinskimi pijavkami. Krvosesne stenice se v Zivalskih vrtovih
uporabljajo za odvzem krvi pri nekaterih vrstah Zivali, kot so na primer velike zveri, Zirafe in
sloni [8, 52], pri ¢emer lahko za to neinvazivho metodo uporabimo tudi neinvazivni pristop,
podobno kot pri medicinskih pijavkah. NiZzjo koncentracijo KORT v vzorcih, pridobljenih

iz krvosesnih stenic, je mogoce pojasniti z vplivom razlicnih dejavnikov.

Odvzem krvi iz napitih stenic se obvezno izvaja z iglo. Obi¢ajno se uporabljajo nimfe ¢etrte ali
pete levitve (L4-L5) [52]. Ce se ta postopek ne izvaja previdno, lahko vsebina prebavil zaide
v epruveto, kar pomembno vpliva na koncentracijo KORT in zniZza dejanske vrednosti [64].
Odvzeta je bila skupna prostornina krvi do 0,5 mililitra, kar je dovolj za omejeno Stevilo
raziskav, Ce testirani vzorec ni hemoliti¢en ali Zival ni dehidrirana, saj je takrat seruma oziroma
plazme Se manj. Poleg tega so bile krvosesne stenice pri nizjih temperaturah okolja manj

odzivne, kar je bil razlog, da v nekaterih primerih, predvsem jeseni, nismo pridobili dovolj krvi.
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Stenice prenehajo piti ali celo poginejo tudi pri visokih temperaturah okolja. Zaradi vecje
tezavnosti gojenja krvosesnih stenic in vecje obcutljivosti pri hranjenju smo ugotovili, da je
uporaba medicinskih pijavk veliko bolj primerna in uporabna metoda za alternativni odvzem

vzorcev krvne plazme pri divjih ali nesocializiranih Zivalih v primerjavi s krvosesnimi stenicami.

Drugo hipotezo smo delno potrdili, saj je individualno vzoréenje z neinvazivnim pristopom
na lezis¢u v skupini tezko izvedljivo, predvsem v krajSem ¢asovnem obdobju. V raziskavi

smo uspeli vzor¢iti le dominantnega samca.

V tretji hipotezi smo menili, da bo primerjava rezultatov biokemicnih in hematoloskih analiz,
ki bodo narejene vzporedno s tremi razlicnimi nacini odvzema krvi (odvzem krvi
z venepunkcijo, odvzem s krvosesnimi stenicami in odvzem z medicinskimi pijavkami —
vsi trije odvzemi bodo izvedeni ob predhodni fiksaciji kozorogov), med seboj statisticno
zanemarljiva. Prav tako smo predvidevali, da bo razlika v ravni kortizola pri nadinu vzorcéenja
ob predhodnem lovljenju in fiksaciji ter vzporednem odvzemu vzorcev pri posamezni zivali

statisticno zanemarljiva.

V nalogi smo zaradi premajhnih volumnov odvzetih vzorcev krvi z medicinskimi pijavkami in
krvosesnimi stenicami hematoloSke in biokemiéne preiskave krvi lahko opravili le v krvnih
vzorcih, pridobljenih z venepunkcijo, in jih primerjali z drugimi avtorji. Kvapil in sod. opisujejo
uporabo medicinskih pijavk kot primerno metodo za neinvazivni odvzem krvnih vzorcev

za hematoloske in biokemicne preiskave [14].

Peinado in sod. (1993) so primerjali nekatere hematoloske in biokemi¢ne vrednosti med samci
iberskega kozoroga (N = 7). Ugotovili so statistitho pomembno razliko med kozorogi, ki so
mlajsi, in tistimi, ki so starejSi od dveh let [119]. Prav tako so Perez in sod. (2003) pri iberskih

kozorogih (N = 529) ugotavljali statisticno pomembne razlike glede na spol in starost [47].

Cook in sod. (1986) so podali pregledne hematoloske in biokemicne vrednosti za alpskega

kozoroga (N = 36), lo¢eno po starosti in po spolu [118].
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Sartorelli in sod. (1997) so pri samicah alpskega kozoroga (N =30) primerjali nekatere
biokemiéne parametre (glukoza, holesterol, trigliceridi, nenasi¢ene mascobne kisline, skupni
proteini, kalcij in fosfor). Glede na ¢as odvzema niso potrdili statisticho pomembne razlike,
razen pri trigliceridih in KORT, saj so leta 1991 ugotovili visSjo koncentracijo obeh substanc
v serumu. Ugotovili so tudi, da so bile v tem letu podnebne razmere neugodne in da je bila
veCina vrednosti serumskih parametrov v obmocju vrednosti domacih koz [46], kar je

pomemben podatek pri vrednotenju posameznih parametrov pri alpskih kozorogih.

Referenéne vrednosti za koze smo uporabili tudi v nasi raziskavi. Hematoloski rezultati rdece
krvne slike 12 kozorogov (Sestih samcev in Sestih samic) v nasi raziskavi niso pokazali vecjih
odstopanj, izjema je bila blaga anemija. Verjetno je bila razlog okuzba z eimerijami. Kontrola
in zdravljenje se izvajata redno. Dodatnega vzroka v okviru te raziskave nismo posebej
proucevali. Glede na primerjavo vrednosti pri iberskih kozorogih so bile vrednosti primerljive,
le da so imeli alpski kozorogi v nasi raziskavi nizje vrednosti HCT v primerjavi z iberskimi

kozorogi [47].

Vrednosti bele krvne slike pri preiskovanih kozorogih so pokazale, da je bil delez nevtrofilcev
nad referencnimi vrednostmi pri vseh kozorogih, razen pri enem (sSt. 5), pri katerem je bil
znotraj referencnih vrednosti (od 30 do 61 odstotkov). Tudi delez limfocitov je bil pri vseh
kozorogih pod referenénimi vrednostmi, razen pri enem (st. 5), pri katerem je bil znova znotraj
referen¢nih vrednosti (od 50 do 70 odstotkov). Kozorog z zaporedno Stevilko 5 (glej tabelo 15)
je imel naslednje hematolo$ke vrednosti krvi: LEU (23,49 %x 10%/ml), NEU 43,90 % (10,30 x
10%/ml), LYM 55,50 % (13,03 x 10%/ml), MON 0,60% (0,60 15 x 10%ml). Ob pregledu

kartote€nega lista nismo ugotovili posebnosti.

Hematoloski rezultati so nadalje pokazali, da je Stevilo nevtrofilcev pri desetih kozorogih nad
referenénimi vrednostmi in pri dveh znotraj referen¢nih vrednosti (1,2 do 8 x 10%/ml). Stevilo
limfocitov pod referen¢nimi vrednostmi smo ugotovili pri petih kozorogih, znotraj referencnih
vrednosti (2 do 9 x 108/ml) pri $estih kozorogih in nad referenénimi vrednostmi pri enem

kozorogu (st. 5).
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Kozorogi so bili videti klinicno zdravi, pred tem nismo izvajali preventivnih posegov, izveden

je bil le odlov cele skupine (glej slike 10 do 12).

Mogoco in najverjetnejso razlago za nevtrofilijo in limfocitozo smo nasli v ¢lanku Casas in sod.
[48], ki opisujejo hematoloske in biokemicne parametre pri iberskih kozorogih. Znano je,
da izlo¢anje kateholaminov med drugim povzroéa levkocitozo z nevtrofilijo ali limfocitozo in
blago eozinofilijo. Hkrati kortikosteroidi inducirajo levkocitozo z nevtrofilijo, limfopenijo in
eozinopenijo. NajviSje koncentracije so dosezene stiri do Sest ur po izpostavljenosti stresorju,
kar ustreza nasi raziskavi, saj so bili kozorogi polovljeni in zaprti v ogrado, preden smo jim odvzeli
vzorce. Avtorji pojasnjujejo, da pri Spanskih kozorogih, ujetih s pastjo, visje vrednosti
nevtrofilcev in niZje vrednosti eozinofilcev kaZejo na bolj pogosto odziven in dolgotrajen stresni
odziv, ki ga povzrocajo kortikosteroidi. Vrednosti so odvisne od €asa, ki so ga kozorogi preziveli

v pasti [48].

Kozorog z zaporedno Stevilko 5 je moc¢no odstopal od rezultatov ostalih kozorogov (vrednosti so
bile znotraj referencnih vrednosti). Najverjetnejsa razlaga je, da se bela krvna slika (nevtrofilija
in limfopenija) Se ni spremenila, saj smo ga vzorcili prvega, torej v prve pol ure. To ustreza tudi
rezultatom, ki so jih pridobili Casas in sodelavci. Ugotavljamo tudi, da je odziv nevtrofilcev
(nevtrofilija) hitrejSi od odziva limfocitov (limfopenija). Vrednosti za monocite so se gibale
znotraj referencnih vrednosti. Vrednosti za eozinofilce in bazofilce nismo izmerili, zato primerjav

nismo mogli narediti.

Newcomer in sod. (2021) poudarjajo, da je limfopenija pomemben del odziva na stres.
Prav tako lahko kaZe na stres ali kroni¢no vnetje tudi Stevilo monocitov. Limfopenija in
nevtrofilija lahko poleg odziva na stres predstavljata tudi vnetna stanja. Stresni odziv namrec
spodbujajo tudi Stevilne bolezni. Visoka raven fibrinogena in visoko Stevilo nezrelih
nevtrofilcev kaZeta na vnetje. V ta namen je treba izvesti morfologijo nevtrofilcev in

koncentracijo fibrinogena v plazmi [133].



Kastelic, M.: Ugotavljanje ravni kortizola ... pri alpskih kozorogih (Capra ibex) v Zivalskem vrtu 102
Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, 2025. Doktorska disertacija

Drugi mogoci razlog za nevtrofilijo in limfocitozo bi lahko bila tudi garjavost s Sarcoptes sp. [28],

vendar so bili, kot smo Ze omenili, nasi kozorogi kliniéno zdravi in negativni na zunanje zajedavce.

Biokemicni rezultati 12 kozorogov (Sestih samcev in Sestih samic) v nasi raziskavi so pokazali,
da so vrednosti znotraj referencnih vrednosti, razen pri alfa-amilazi. Kot referen¢ne vrednosti
smo uporabili vrednosti, ki veljajo za domaco kozo. Referencna vrednost za alfa-amilazo znasa
od 0 do 63 IU/L (Abaxis). V raziskavi smo v serumu pri vseh kozorogih zaznali povisane
vrednosti (M = 115,94 1U/L), ki sicer ustrezajo referenénim vrednostim za koze (< 120,00 IU/L)
po podatkih, ki nam jih ponuja Laboklin [121]. Hkrati so visoke vrednosti ugotavljali tudi drugi
avtorji, ki so izmerili tudi veliko viSje vrednosti pri iberskih kozorogih (N = 92; povprecje 482,8;

min 2,9; max 3,280 IU/L) [47].

PoviSane vrednosti alfa-amilaze so lahko tudi pri pankreatitisu, vendar je malo verjetno,
da bi vseh 12 kozorogov imelo isto zdravstveno tezavo. Pankreatitis je omenjen na primer
pri domacih malih prezvekovalcih [134] kot posledica okuzenosti z metljaji iz rodu Eurytrema.
Dovzetni so tudi kozorogi, zato bi se lahko prenesel tudi nanje, posebno v Zivalskih vrtovih,
kjer je kontakt z domacimi prezvekovalci oZji in koncentracija Zivali veéja. V svoji raziskavi

te vrste helmintov nismo potrdili. Kozorogi so bili videti klini¢no zdravi.

Po nasem mnenju je razlog za poviSane vrednosti alfa-amilaze pri preiskovanih kozorogih
Nater in sod. [59] navajajo, da se alfa-amilaza v krvi poveca po farmakoloski aktivaciji
adrenergi¢ne poti, za katero so odgovorni simpati¢ni receptorji, ne potrjujejo hkrati
tudi dejstva, da stres vpliva na povisano raven alfa-amilaze v krvi. Raziskave so bile narejene
na ljudeh, kar pomeni, da bi bilo treba v tej smeri opraviti dodatne raziskave posebno
pri Zivalih, kot so kozorogi, ki niso navajeni stika z ljudmi tako kot domace Zivali in odlov

dozivljajo Se bolj stresno (slika 9).
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Tretje hipoteze nismo potrdili, saj se je v nalogi izkazalo, da je za vzorenje uporaba
neinvazivnih metod manj primerna zaradi premajhne koli¢ine vzorca. Hematoloske in

biokemicne preiskave smo uspeli opraviti le pri vzorcih, odvzetih z venepunkcijo.

V cetrti hipotezi smo menili, da bo raven kortizola v vzorcih, odvzetih s tremi razli¢nimi
nacini odvzema krvi (odvzem krvi z venepunkcijo in predhodno fiksacijo, odvzem
s krvosesnimi stenicami na leziS¢u in medicinskimi pijavkami v globoki posodi), statisticno

znacilno razlicna.

Za dokaz Cetrte hipoteze, pri kateri bi lahko odvzeli vzorce krvi z neinvazivnim pristopom, smo
pripravili posebna leZis¢a, na katera smo v posodice, pokrite s kovinsko mreZico, namestili
krvosesne stenice, v posodice, pokrite s posebno opno, pa medicinske pijavke. Krvosesne

vvvvv

pa bi se krvosesnim stenicam in medicinskim pijavkam odvzela kri iz prebauvil.

Vzorcenje na leziscu se je v skupini Zivali pokazalo za manj uporabno, ker je dominantni samec
ves €as zasedal najljubse lezis¢e, ostali dve ponujeni lezis¢i na drugih lokacijah pa sta ostajali
nezasedeni. Ko so nizje rangirani samci zasedli najljubse lezisce, jih je dominantni samec vedno
hitro pregnal in nismo mogli pridobiti zadostne koli¢ine vzorcev za analizo, ker so krvosesne
stenice in medicinske pijavke sesale kri premalo ¢asa. Pri dominantnem samcu, ki je vedno
zasedal najljubse lezis¢e, smo z invazivno tehniko pridobili vzorce iz vseh medijev. Prav tako
smo pri tem samcu dolocali testosteron v iztrebkih, dlaki in krvnih vzorcih (vse tri metode
vzorcenja krvi). Zanimivo je, da smo pri dominantnem samcu ugotavljali najvisjo koncentracijo
testosterona med vsemi samci (N = 7), vzporedno testiranimi na KORT in testosteron. Hkrati
je bila pri dominantnem samcu vrednost koncentracije KORT najnizja v dlaki (16,00 ng/g),
kar kaZe, da je bil najmanj izpostavljen kroni¢cnemu stresu. Isto€asno je bila koncentracija KORT

v iztrebkih najviSja (35,52 ng/g), kar kaze na akutni stres, ki sovpada s pribliZevanjem

paritvenega obdobja.
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Pomemben rezultat, ki smo ga dobili z vzoréenjem s krvosesnimi stenicami pri neinvazivnhem
pristopu na leZis¢u, je koncentracija KORT, ki je bila 1,05 ng/ml, v primerjavi s koncentracijo
KORT v krvni plazmi, odvzeti s krvosesnimi stenicami ob invazivhem pristopu z odlovom,

ki je bila 51,52 ng/ml, kar kaZe na povisano vrednost KORT zaradi stresa, ki ga povzroca odlov.

S to postavljeno hipotezo smo dokazali, da je neinvazivni nacin ob neinvazivhem pristopu
odvzema krvnih vzorcev s krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami na posebnem
leziS¢u mogoc, vendar je primeren za Zivali, ki so nastanjene individualno in na manjsih

prostorih z enim ponujenim prostorom za pocivanje (lezis¢em).

Cetrto hipotezo smo delno potrdili, saj smo uspeli odvzeti vzorec s krvosesnimi stenicami in
medicinskimi pijavkami z neinvazivnim pristopom na posebnem lezis¢u samo pri eni Zivali
z uporabo krvosesnih stenic. Koncentracija KORT je bila pri invazivnem pristopu v primerjavi

z neinvazivnim veliko vi$ja in statisti¢no znacilno razli¢na.

V peti hipotezi smo predvideli, da bomo pred dehelmintizacijo (prisotnost notranjih
zajedavcev) ugotavljali viSjo raven kortizola kot tri tedne pozneje po opravljeni

dehelmintizaciji in izvedenem zdravljenju.

Kratkotrajno zviSanje ravni glukokortikoidov je eden glavnih fizioloskih mehanizmoyv,
s katerimi se vretencarji spopadajo z zahtevnimi okoljskimi ali socialnimi dejavniki.
Ce se izpostavljenost stresorjem pojavlja ve¢krat zapored ali kontinuirano v daljsem ¢asovnem
obdobju, lahko Zivali dozivijo kroni¢no zvisanje glukokortikoidov, kar zmanjsa ucinkovitost
imunskega odziva in lahko povzroéi veéjo dovzetnost za okuzbe, vkljuéno s povecéano
intenzivnostjo parazitarnih okuzb. Na splosno je znano dejstvo, da endoparaziti zniZujejo

odpornost Zivali in so posledicno lahko eden od pomembnih stresnih dejavnikov [135].

Na primeru sivih veveric (Sciurus carolinensis) so raziskovalci uporabili strongilide in eimerije
kot model za raziskovanje odnosov med invadiranostjo z zajedavci in koncentracijo FGCM.

Rezultati so potrdili korelacijo med FGCM in invadiranostjo s strongilidi, ne pa tudi eimerijami.
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Ugotovili so, da sta invadiranost in posledi¢ni stres lahko odvisna ne le od specifi¢nega odnosa

gostitelj-zajedavec, temvec tudi od razli¢nih drugih dejavnikov [135].

Defolie in sod., ki so raziskovali korelacijo med invadiranostjo z zajedavci in ravnijo KORT,
pa so ugotovili, da ni povezav med parazitozo in povisano vrednostjo KORT, saj tretjina raziskav
poro¢a o pozitivni, tretjina o negativni korelaciji med parazitozo in vrednostmi

glukokortikoidov, tretjina pa ne zazna odnosa med KORT in glukokortikoidi [136].

V Zivalskem vrtu Ljubljana je bilo pred sedmimi leti v skupini kozorogov potrjenih $est razli¢nih
vrst zajedavcev [36, 37]. V svoji raziskavi smo pri isti skupini kozorogov potrdili tri vrste
zajedavcev. Rezultati so pokazali invadiranost s strongilidi (max 1050 EPG) in eimerijami
(max 62000 OPG). V enem primeru smo potrdili invadiranost s kapilarijami (50 EPG). Testiranje
je bilo znova izvedeno tri tedne po zdravljenju. Zdravljenje je bilo uspesno, kljub temu smo
Se vedno ugotavljali nizko invadiranost z eimerijami in strongilidi. Eimerije smo potrdili pri vseh
28 testiranih kozorogih (max 1300 OPG). Invadiranost s strongilidi je padla z 90,9 odstotka
(22 testiranih in 20 pozitivnih) na 28,6 odstotka (28 testiranih in 8 pozitivnih).

Tudi v nasi raziskavi smo vzporedno merili raven FGCM v iztrebkih. Ob primerjavi koncentracije
FGCM pred dehelmintizacijo in po njej nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik med
15 kozorogi. Ce smo izpostavili samo mlade kozoroge (letnika 2018 in 2019), ki so bolj ob&utljivi
na parazitoze, smo ugotavljali razlike v koncentraciji FGCM pred dehelmintizacijo in po nje;j.
Pri mladih Zivalih, starih manj kot 11 mesecev, je bila povpre¢na koncentracija FGCM pred
dehelmentizacijo 23,45 ng/g iztrebkov, po dehelmentizaciji pa 17,70 ng/g. Pri Zivalih, starejsih
od 10 let, je bila povprecna koncentracija FGCM pred dehelmentizacijo povpre¢no 25,36 ng/g,
po dehelmintizaciji pa 23,71 ng/g. lzracunana velikost ucinka je bila pri mladih Zivalih r= 0,65
in pri starih r=0,24, kar kaze, da je verjetnost vpliva dehelmintizacije na padec FGCM vecja

pri mladih Zivalih kot pri starih.

Pete hipoteze nismo potrdili, saj kljub uspesno izvedeni dehelmintizaciji vzoréenje in preiskave

koncentracije KORT pred in po njej niso pokazale statisticno pomembnih razlik.
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V Sesti hipotezi smo predvideli, da bomo jeseni (parjenje) ugotavljali viSjo raven kortizola
kot spomladi in poleti. Menili smo, da bomo ugotovili tudi statisticno znacilne korelacije

med ravnijo kortizola in spolnimi hormoni.

SploSno znano dejstvo je, da agresivnost in dominantni polozaj samca lahko povzrodita stres
pri dolocenih posameznikih v skupini, predvsem pri mladih in starih kozorogih ter samicah
v ¢asu parjenja. Sica (2014) meni, da na socialni status alpskega kozoroga neposredno vpliva
tako starost kot tudi telesna masa Zivali. Hkrati je ugotovil, da je ta neodvisen od koncentracije
testosterona v iztrebkih [132]. V ogradah se v ¢asu aktivne reprodukcijske sezone vzpostavi
hierarhija pri samcih in pri samicah, ki pa ne vodi do zviSanja ravni KORT pri dominantnih
osebkih, ampak pri nizje rangiranih. Moreno s sodelavci (2007) je ugotovil, da se raven

kortizola ob samem parjenju zvisa zaradi spolne aktivnosti, ne pa zaradi dominantnosti [137].

V raziskavi smo pri samcih poleti in jeseni ugotavljali korelacijo med koncentracijo spolnih
hormonov (testosteron) in koncentracijo FGCM v iztrebkih, jeseni pa smo ugotavljali tudi
korelacijo med koncentracijo testosterona in KORT v krvi in dlaki. Pri samicah smo poleti in
jeseni ugotavljali korelacijo med koncentracijo spolnih hormonov (estradiol) in koncentracijo
FGCM v iztrebkih. Z raziskavo nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik (p > 0,05)
med koncentracijo testosterona in koncentracijo FGCM v iztrebkih samcev. Do enakih
rezultatov smo prisli pri samicah, pri katerih smo ugotavljali koncentracijo estradiola.
Statisti¢no znacilnih korelacij (p > 0,05) med koncentracijo estradiola in FGCM v iztrebkih

nismo ugotovili.

Nasi rezultati kaZzejo podobno kot rezultati Sica (2014), da socialni status alpskega kozoroga in
koncentracija FGCM v iztrebkih nista odvisna od koncentracije testosterona pri samcih
oziroma estradiola pri samicah, ¢eprav smo pri dominantnem samcu tako poleti kot jeseni
ugotavljali najvisjo koncentracijo FGCM (poleti 39,78 ng/gin jeseni 35,52 ng/g) in testosterona
(poleti 5,05 ng/g in jeseni 15,95 ng/g) med vsemi testiranimi samci, kar je povezano z njegovo

dominantnostjo na hierarhicni lestvici.
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Povisane vrednosti koncentracije FGCM in testosterona smo ugotovili tudi pri samcu st. 3,

ki je bil drugorangirani v skupini in se je stalno boril za prevlado.

Seste hipoteze nismo potrdili, saj med koncentracijo KORT v vzorcih, odvzetih poleti in jeseni,
ter pridobljenih z venepunkcijo, slino in iztrebki (FGCM), nismo ugotovili statisti¢no
pomembnih razlik, je bila pa statisti¢no znacilna razlika med koncentracijo KORT v dlaki poleti

in jeseni (p < 0,001).
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6 SKLEPI

- Prisotnost KORT (o0z. FGCM) smo potrdili v osmih razliénih medijih (kri, pridobljena
z venepunkcijo, krvosesnimi stenicami in medicinskimi pijavkami, dlaka, slina, solze,
urin in iztrebki).

- Postopka vzoréenja urina in solz sta tezko izvedljiva in v praksi manj uporabna.

- Ugotovljena koncentracija KORT (oz. FGCM) je najvisja v urinu in krvi, sledijo dlaka,
iztrebki, solze in slina.

- Pri invazivnem pristopu (odlov in fiksacija) k odvzemu krvi se je odvzem
z medicinskimi pijavkami (H. medicinalis) pokazal kot primerna metoda. Rezultati so
statisti¢no primerljivi z rezultati odvzema z venepunkcijo.

- Odvzem krvnih vzorcev pri posamezni Zivali s krvosesnimi stenicami in medicinskimi
pijavkami na leziS¢u je pri Zivalih, ki Zivijo v skupini, tezko izvedljiv. Metoda je
izvedljiva, vendar je bolj uporabna pri izoliranih Zivalih.

- Koncentracija kortizola v vzorcu krvne plazme, odvzete s krvosesnimi stenicami
ob neinvazivnem pristopu na lezis¢u, je bila niZja kot pri odvzemu krvne plazme
s krvosesnimi stenicami ob invazivnem pristopu z odlovom in fiksacijo.

- Zbrane hematoloske in biokemic¢ne preiskave krvi pri alpskih kozorogih so lahko
pripomocek k hitrejsi in ustreznejsi diagnostiki zdravstvenega stanja pri tej vrsti.

- Ob primerjavi koncentracije FGCM pred dehelmintizacijo in po njej nismo ugotovili
statistiéno pomembnih razlik.

- Korelacija med KORT in spolnimi hormoni (testosteron, estrogen) ni bila potrjena.
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7 POVZETEK

Pristop k vzorcéenju pri divjih in netreniranih Zivalih predstavlja stres in nevarnost poskodb
ob odlovu in fiksaciji za Zivali in osebje, ki izvaja odlov in vzorcenje, zato je bil namen doktorske
naloge ugotoviti koncentracije KORT in FGCM v razliénih medijih (kri, slina, solze, urin, dlaka in
iztrebki) in korelacije med njimi ter primerjati vrednosti pri invazivnem in neinvazivnhem
pristopu k vzor€enju. Ob tem smo opravili hematoloSke, biokemicne in parazitoloSke preiskave
ter ugotavljali koncentracije spolnih hormonov in korelacije med KORT in FGCM z rezultati
omenjenih preiskav. V raziskavo smo vkljucili 29 kozorogov treh starostnih skupin in obeh

spolov v Zivalskem vrtu Ljubljana.

Najvisjo povprecno koncentracijo KORT preiskovanih kozorogov smo izmerili v krvnih vzorcih,
pridobljenih z venepunkcijo (95,10 ng/ml), in najniZjo koncentracijo v vzorcih, pridobljenih
s krvosesnimi stenicami (51,35 ng/ml), pri odvzemu vzorcev z invazivhim pristopom.
Ugotovljena je bila statisticno pomembna razlika v koncentraciji KORT med venepunkcijo in
krvosesnimi stenicami (Wilcoxon: Z=-3,823, p<0,001). Povpretna koncentracija KORT
v vzorcih, pridobljenih z medicinskimi pijavkami, je bila 78,29 ng/ml. V primerjavi
z venepunkcijo nismo ugotovili statisticno pomembne razlike (Wilcoxon: Z=-1,650, p > 0,05).
Hkrati je bila ugotovljena statisticno znacilna razlika v koncentraciji KORT v vzorcih,
pridobljenih s krvosesnimi stenicami, in v vzorcih, pridobljenih z medicinskimi pijavkami
(Wilcoxon: Z=-3,179, p < 0,01), oboje je bilo izvedeno ob invazivnem pristopu. Pri vzorcu
krvne plazme, pridobljene s pomo¢jo krvosesne stenice na lezis€u ob neinvazivnem pristopu,
smo ugotovili signifikantno niZjo vrednost (1,05 ng/ml) v primerjavi s krvno plazmo, odvzeto

s krvosesnimi stenicami ob invazivnem pristopu (51,52 ng/ml) pri enem samcu.

Povprecna koncentracija KORT v dlaki preiskovanih kozorogov je bila 29,63 ng/g, v slini
12,63 ng/ml, v urinu 126,12 ng/ml in v solzah 13,28 ng/ml. Povprecna koncentracija FGCM
v iztrebkih je bila 21,68 ng/g.
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V slini smo ugotovili statisticno znacilno razliko v koncentraciji KORT med samci in samicami
(p <0,05). V serumu, pridobljenem z venepunkcijo, so bile izmerjene znacilne statisti¢ne
razlike (p < 0,01) v koncentraciji KORT med tremi starostnimi skupinami kozorogov. Rezultati
iztrebkov so pokazali statistichno pomembno razliko med kozorogi, mlajSimi od 10 mesecev,
in kozorogi, starejSimi od 10 let (Mann-Whitney: Z=21,89, p<0,001). V dlaki je bila
ugotovljena statisticno pomembna razlika med koncentracijo KORT, vzoréeno poleti in jeseni

(p < 0,001). Visjo koncentracijo KORT smo ugotavljali jeseni (35,95 ng/g).

Pred dehelmintizacijo smo potrdili invadiranost s strongilidi (90,9 %), eimerijami (100,0 %) in
kapilarijami (4,5 %). Tri tedne po zdravljenju je invadiranost padla tako po Stevilu invadiranih
Zivali kot tudi po stopnji invadiranosti. Ugotavljali smo 28,6-odstotno invadiranost s strongilidi,
100,0-odstotno z eimerijami in 0,0-odstotno s kapilarijami. Stevilo oocist eimerij je padlo
s 627.200 na najve¢ 1300 OPG/g iztrebka. Med koncentracijo FGCM pred dehelmintizacijo in
tri tedne po njej nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik (p > 0,1). Ob izracunu vrednosti

r te nakazujejo na razlike pri mladih kozorogih, pri katerih je bila vrednost r = 0,65.

Med koncentracijo KORT oziroma FGCM in spolnimi hormoni (testosteron, estradiol) nismo

potrdili statisti¢cno znacilne korelacije (p > 0,05).

Delez nevtrofilcev je bil v povprecju nad referenénimi vrednostmi za koze, delez limfocitov
pa pod njimi. Vrednosti alfa-amilaze (115,94 U/L) so se pri vseh kozorogih gibale

nad referenénimi vrednostmi (referenéne vrednosti od 0 do 63 U/L).

V nalogi smo ugotovili, da lahko KORT ugotavljamo v razlicnih medijih (kri, iztrebki, slina, dlaka,
urin in solze). Za zmanjSevanje stresa in nevarnosti pri odlovu tako za Zivali kot za osebje,
ki sodeluje pri odlovu, je najbolj pomemben neinvazivni pristop k vzorcenju, kar smo potrdili
z uporabo krvosesnih stenic in medicinskih pijavk na posebnem lezis¢u, kar pa je lazje izvedljivo

pri posameznih in izoliranih Zivalih kot pri vecjih skupinah v velikih ogradah.
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8 SUMMARY

Sampling wild, untrained animals by capturing and restraining them causes stress and risk of
injury to both the animal and the staff capturing the animal and performing the sampling.
Therefore, the aim of this doctoral dissertation was to determine cortisol and FGCM
concentrations in various media (blood, saliva, tears, urine, hair, and faces) as well as
correlations between them, and to compare values obtained using an invasive and
non-invasive sampling approach. Haemotological, biochemical, and parasitological tests were
performed, and sex hormone concentrations and correlations between cortisol and FGCM
were established based on the results of these tests. The study included 29 Alpine ibex from

the Ljubljana Zoo, representing three age groups and both sexes.

Using an invasive sampling approach, the highest average cortisol concentration in the ibex
investigated was measured in samples collected through venipuncture (95.10 ng/ml), and the
lowest concentration was established in samples obtained using bloodsucking bugs
(51.35 ng/ml). There was a statistically significant difference in cortisol concentration between
the samples collected through venipuncture and those obtained with bloodsucking bugs
(Wilcoxon: Z=-3.823, p <0.001). The average cortisol concentration in samples collected with
medicinal leeches was 78.29 ng/ml. No statistically significant difference compared to
venipuncture was established (Wilcoxon: Z=-1.650, p > 0.05). At the same time, a statistically
significant difference in cortisol concentration was established between samples collected
with bloodsucking bugs and those collected with medicinal leeches (Wilcoxon: Z = -3.179,
p < 0.01); an invasive approach was used for both. In a blood plasma sample collected with
bloodsucking bugs on a bed using a non-invasive approach, a significantly lower value
(1.05 ng/ml) compared to blood plasma collected using an invasive approach with

bloodsucking bugs (51.52 ng/ml) was established in one dominant male.

The average cortisol concentration established for the ibex investigated was 29.63 ng/g in hair,
12.63 ng/ml in saliva, 126.12 ng/ml in urine, and 13.28 ng/ml in tears. The average FGCM

concentration in faeces was 21.68 ng/g.
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A statistically significant difference in cortisol concentration in saliva was established between
males and females (p < 0.05). In the serum obtained through venipuncture, statistically
significant differences (p < 0.01) in cortisol concentration were measured between the three
ibex age groups. The faecal test results showed a statistically significant difference between
ibex younger than 10 months and those older than 10 years (Mann—Whitney: Z = 21.89,
< 0,001). A statistically significant difference in cortisol concentration in hair was found
between the samples collected in summer and those collected in autumn (p < 0.001). A higher

cortisol concentration was established in autumn (35.95 ng/g).

Infestation with Strongylida (90.9%), Eimeria (100.0%), and Capillaria (4.5%) was confirmed
before deworming. The number of animals infested and the degree of infestation decreased
3 weeks after treatment. Infestation with Strongylida was 28.6%, with Eimeria 100.0%, and
with Capillaria 0.0%. The number of Eimeria oocysts decreased from 627,200 to a maximum
of 1,300 per gram of faeces. No statistically significant differences were established in FGCM
concentration before and 3 weeks after deworming (p > 0.1). The r values calculated indicate

differences in young ibex (r = 0.65).

No statistically significant correlation between cortisol or FGCM concentrations and sex

hormones (testosterone, estradiol) was confirmed (p > 0.05).

The average share of neutrophils was above the reference values for goats, and the share of
lymphocytes was below them. The alpha-amylase values (115.94 U/l) were above

the reference values (0—63 U/I) in all ibex.

The dissertation established that cortisol can be measured in various media (blood, faces,
saliva, hair, urine, and tears). In catching the animals for sampling purposes, a non-invasive
sampling approach is the most suitable to reduce stress and risk of injury to both the animals
and the participating staff. This was also confirmed by using bloodsucking bugs and medicinal
leeches on a special bed. However, this is easier to perform on individual and isolated animals

than on larger groups in large enclosures.
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Iskrena hvala ¢lanoma komisije prof. dr. Martinu Dobeicu in prof. dr Marku Samardziji,
ki sta s skrbnim pregledom in konstruktivnimi pripombami pomagala oblikovati ta doktorat.
Najvecjo tezo med njimi je na svoja pleca vzela predsednica komisije prof. dr. Nina Cebulj
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Nikakor pa doktorat ne bi mogel nastati brez izjemne pomoc¢i mojih sodelavcev v Zivalskem
vrtu Ljubljana, kjer ekipi veterinarske ambulante nikoli ni bilo Skoda ¢asa in truda ob vzorcenju,
pripravi vzorcev in spodbujanju. Posebej bi rad omenil kolega dr. Pavla Kvapila, ki je bil vle¢ni
konj pri strokovni in znanstveni rasti veterine in posameznikov v Zivalskem vrtu Ljubljana in
direktorici Barbari Miheli¢, ki je dovolila in podprla opravljanje naloge na Zivalih v Zivalskem
vrtu Ljubljana. Neizmerna zahvala gre tudi oskrbnikom, saj brez njihove pomoci odlov in
vzoréenje ne bi bila mogoca, ter vsem ostalim sodelavcem, ki so me bodrili in ob tem tudi
opominjali, da bo pocasi treba koncati z nalogo. Najvecji doprinos so imeli meni dragi kozorogi,

ki so sodelovali v nalogi in dali vse vzorce, z pomocjo katerih smo lahko izpeljali doktorat.

Na koncu bi se rad zahvali Se moji druzini. StarSem, ki so me sprejeli kot veterinarja,
sestri Damjani, ki je prva odprla vrata doktoratom v nasi druZini, tasc¢i Ljubi, ki mi je vedno

stala ob strani in tastu Andreju.

Predvsem gre zahvala moji dragi Zeni Petri in otrokom Evi, Galu in Tei, ki so morali velikokrat
prilagoditi svoje Zivljenje mojemu poklicu in niso obupali nad menoj tudi takrat, ko sem

razmisljal, da bi se mogoce Ze raje prepisal na univerzo za tretje Zivljenjsko obdobje.
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