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Uvod

Opisivanje laboratorijskih Zivotinja
ima za cilj jasnu identifikaciju jedinke
na temelju specificnih oznaka vanjskog
izgleda odredene vrste, odnosno pasmine
ili linije te uz oznacavanje omogucuje
njezinu tocnu identifikaciju i pracenje
tijekom istrazivackog rada (Donovan i
Brown, 2006.). Prema Zakonu o zastiti
zivotinja (Narodne novine 102/2017),
pod laboratorijskim zivotinjama
podrazumijevaju se pokusne Zivotinje
koje se uzgajaju u svrhu koristenja u
pokusima, znanstvene ili obrazovne
svrhe te za rad na izoliranim organima,
tkivimai trupovimau tu svrhu usmréenih
zivotinja i za proizvodnju bioloskih
pripravaka, i to: mis (Mus musculus),
Stakor (Rattus norvegicus), zamor¢ic (Cavia
porcellus), zlatni hréak (Mesocricetus
auratus), kineski hrcéak (Cricetulus
griseus), mongolski skakac¢ (Meriones
unguiculatus), kuni¢ (Oryctolagus
cuniculus), pas (Canis familiaris), macka
(Felis catus), sve vrste primata koji ne
ukljucuju covjeka, zaba Xenopus (laevis,
tropicalis) i Rana (temporaria, pipens) te
zebrica (Danio rerio).

U zemljama clanicama Europske
unije (EU), osim zakonodavnih odredbi,
smjernice za rad s laboratorijskim
zivotinjama propisane su i od strane
Europske federacije za znanost o
laboratorijskim  Zivotinjama  (engl.
Federation for European Laboratory Animal
Science Associations — FELASA) osnovane
1978. godine, u ¢ijem se drustvu od 2004.
godine nalazi i Hrvatsko drustvo za
laboratorijske Zzivotinje (engl. CROatian
Laboratory Animal Science Association —
CROLASA) osnovano 1981. godine. Na
svjetskoj razini postoje i mnogobrojni
propisi i vodi¢i za koristenje te zastitu
zdravlja i dobrobiti laboratorijskih
zivotinja (Anonymous, 2011.a, 2016.).

Prema sluzbenim podatcima
medunarodnih istrazivackih organizacija
biomedicinskog podrudja, od svih vrsta
laboratorijskih Zivotinja najvise se u
istrazivackom radu (> 95%) ('). koriste
miSeviiStakori. Jasnaito¢naidentifikacija
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laboratorijskih ~ zZivotinja, neovisno o
primijenjenoj  metodi  oznacavanja,
osnovni je uvjet za postojanje relevantnih
rezultata u znanstvenom istrazivanju
(Wang, 2005.). Gubitak oznake ili oteZana
identifikacija za posljedicu moze imati
isklju¢ivanje Zzivotinja iz daljnjeg tijeka
istrazivanja i tako utjecati na rezultate
pokusa (Anonymous, 1998., 2003.).

U ovom radu dat je pregled osnovnih
postupaka prilikom identifikacije i
oznacavanja laboratorijskih Zivotinja -
miSeva i Stakora.

Postupci prilikom
identifikacije laboratorijskih

miseva i stakora

Prije samog oznacavanja, zivotinju je
pozeljno opisati, jasno i nedvosmisleno,
prema specifi¢nim oznakama
vanjskog izgleda vrste, pri cemu je
nuzno poznavanje anatomske grade i
razvijenosti pojedinih regija tijela. Tocan
opis osnovni je preduvjet za identifikaciju
zivotinje te sljedivost podataka tijekom
znanstvenog  istrazivanja. = Nejasno,
netoc¢no ili dvosmisleno opisivanje moze
rezultirati otezanom identifikacijom,
potrebom za dodatnim brojem Zivotinja
u laboratorijsko-pokusne svrhe te u
konacnici  pogreSnim  tumacenjem
dobivenih rezultata. Prilikom opisivanja
prosuduje se vanjski izgled Zivotinje
uzimajuéi u obzir spoznaje o rastu
i razvoju vrste, odnosno pasmine
ili specificne linije, kostanu gradu,
izrazenost spolnih obiljezja te opcu
procjenu njezina zdravlja (Hrapkiewicz i
sur., 2013.). Prilikom opisivanja potrebno
je osigurati izvor svijetlosti, Zivotinju
opisati sasvih strana tijela (prednje, lijevei
desne, straznje strane te podrudje trbuha).
Poznavanje standarda vrste, odnosno
pasmine, tj. opis idealnog pasminskog
tipa prema vrsti laboratorijske Zivotinje
temelji se na prosudivanju izgleda 11
regija tijela: glave, vrata, trupa, leda, sapi,

repa, prsa, trbuha, ingvinalnog podrudja
te prednjih i straznjih ekstremiteta
(Anonymous, 2011.a, 2016.). Procjenom
razvitka pojedinih  dijelova tijela,
tjelesnih proporcija i kondicije stvaramo
sliku odgovara li Zivotinja propisanim
standardima pasmine. Po zavrsetku opisa
prosuduje se izgled, odnosno boja koZe
i sluznica te dlake kako bi se zakljucno
ustvrdilo stanje konstitucije, zdravlja i
kondicije zZivotinje (Anonymous, 2011.b).
Boja koze wuglavnom je konstantna
(svijetlo ruzicaste boje), dok boja dlake
moze varirati i uglavnom predstavljaju
tzv. ,ogledalo” zdravlja Zivotinje. Koza
zdravih zivotinja je mekana, elasti¢na,
prekrivena finom, gustom, mekom
dlakom dobroga sjaja, osim u bezdla¢nih
vrsta, odnosno pasmina, tj. specifi¢nih
linjja. Pri opisivanju laboratorijskih
Zivotinja, navode se specifine oznake,
koje mogu biti urodene (Sare drugih
boja, zvrk dlake) ili ste¢ene (oZziljci nastali
tijekom zivota ili nedostatak nekoga dijela
tijela). Laboratorijske Zivotinje najcescée
su jednobojne, no neke vrste, odnosno
pasmine ili specifi¢ne linije mogu biti
viSebojne uz prisutne specifi¢cne Sare
(Anonymous, 2011.a,b, 2016.).

Tjelesnoj se masi prilikom opisivanja
zivotinje Cesto ne pridaje dovoljno
pozornosti, s obzirom na to da je ona
obiljezje vrste, odnosno pasmine/linije.
Da bi se jedinka izvagala i izmjerile
pojedine dimenzije tijela preporuceno je,
po potrebi, jedinku sedirati, kako bi se
ozljedivanje zivotinje prilikom rukovanja
svelo na najmanju mogucu mjeru
(Anonymous, 1998., 2003., 2011.a).

Za uzimanje tocne mjere tjelesne
mase, laboratorijske Zzivotinje se vazu
specijalnim  laboratorijskim  vagama.
Nadalje, mora se mjeriti tocno i mirno,
na nacin kako je propisano prema
standardiziranom protokolu, a dobivene
vrijednosti upisuju se u posebno
pripremljene obrasce koji su sastavni
dio istrazivackog protokola. Medu
najvaznijim mjerama su: duzina tijela
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(od vrha njuske do vrha repa), duZina
repa (od korijena repa do vrha), duzina
straznjih nogu (od vrha pete do vrha
najduljeg prsta), duzina uske (od korijena
uske do vrha), opseg prsnog kosa
(mjereno iza lopatice) te dubina prsa (od
grebena do prsne kosti) (Pekow, 2005.).

Uzimanje tjelesnih mjera predstavlja
vazno sredstvo prilikom opisivanja
zivotinje, kako bi se dobili to¢ni podatci o
odnosu pojedinih dijelova tijela. Potrebno
jenavesti kojim su mjernim instrumentom
mjere uzete. Laboratorijski miSevi i
Stakori najceS¢e se mjere ravnalom
ili obicnom vrpcom. Nadalje, prikaz
pojedinih odnosa uzetim apsolutnim
mjerama tijela moze biti od koristi, jer se
u postotcima jedne temeljne mjere moze
pouzdano pratiti povedanje ili smanjenje
drugih, odnosno varijacije izmedu istih.
Opisna sredstva ukljucuju i fotografiranje
zivotinje kako bi se i slikom dokumentirali
odnosi dijelova tijela na pocetku, tijekom
i na kraju istrazivackog rada. Snimanje
se provodi uvijek istim uredajem, na isti
nadin te na istoj udaljenosti. Ukoliko se
zivotinje koriStene u laboratorijske svrhe
promatraju pojedinacno, preporucljivo
je fotografiju postaviti na kavez s
opisom i tumacem kartica kao sastavni
dio identifikacijske dokumentacije. Za
ocekivatije da¢enedvosmislenost, to¢nost
opisivanja kao i sam uspjeh opisivanja
ponajprije ovisiti o iskustvu, znanju,
izvjeStenosti i osposobljenosti osoblja
za rad s laboratorijskim Zzivotinjama
(Anonymous, 2011.b, Bukovi¢-5osic,
2016.).

Metode oznacavanja
laboratorijskih miseva i

stakora

Laboratorijske Zzivotinje potrebno je
oznaciti najboljom mogucom metodom,
Sto ovisi o vrsti i namjeni istrazivanja
te nacinu njihova uzgoja i drzanja
(skupnom ili pojedinacnom) (Tonguc

Isken i sur., 2008.). Uzimajuéi u obzir
mnogobrojne metode koje se danas
koriste u laboratorijskih  Zivotinja,
pet je osnovnih nacela koje prilikom
provodenja samog nacina oznacavanja
moramo uzeti u obzir: 1. da je nacin
oznacavanja $to jednostavnije provediv,
2. da je oznacavanje provedivo po
mogucnosti Sto ranije od rodenja, 3. da
je ekonomski prihvatljivo, 4. dugotrajno,
5. da su prisutne oznake lako uocljive i
¢itljive u svakom trenutku.

U dosadasnjoj literaturi opisano je
viSe nacina oznacavanja laboratorijskih
zivotinja, pri ¢emu se postojece metode
stalno usavrsavaju novim tehnologijama
i materijalima. Izbor metode oznacavanja
ovisi o vrsti laboratorijske Zivotinje,
potrebama iste u istrazivackom radu,
trajnosti  materijala te troSkovima
postupka oznacavanja (Chenisur., 2016.).

Metode oznacavanja laboratorijskih
zivotinja mogu se podijeliti s obzirom
na trajnost i invazivnost. S obzirom na
trajnost mogu biti privremene metode
oznacavanja, u kojih oznake traju od
nekoliko sati do nekoliko dana te trajne
metode s trajanjem oznaka do nekoliko
godina ili tijekom cijeloga Zivotnog vijeka
jedinke. Metode oznacavanja prema
invazivnosti mogu biti neinvazivne i
invazivne, kojima se najceS¢e ujedno
uzorkuje tkivo za potrebe genotipizacije
(Dahlborn i sur., 2013.). Prilikom
oznacavanja zivotinja cilj je smanyjiti
na najmanju mogucu mjeru akutne
posljedice koje mogu nastati prilikom
samog mehanickog postupka provedbe
oznacavanja, s obzirom da su u veéini
slucajeva zivotinje po prvi puta u
postupku rukovanja ili obuzdavanja
(Pekow, 2005., Anonymous, 2011.b).

Dahlborn  (2007.) je  prikazao
rezultate anketnog ispitivanja o primjeni
najucestalijih metoda oznacavanja miseva
i Stakora. Ispitivanje je provedeno u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD)
i Kanadi te Europi. U SAD-u i Kanadji,
u najvecem postotku bile su zastupljene
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dvije metode: urezivanje oznaka na
uskama (44%) i oznaCavanje usnom
markicom (48%). U zemljama Europe
znatno su se manje koristile usne markice
(21%), anajéescée primijenjena metoda bila
je urezivanje posebnih znakova ili oznaka
na uskama zastupljena s 52%. Uklanjanje
distalnoga clanka prsta i tetoviranje uske
bile su najmanje koriStene metode za
oznacavanje miseva i Stakora istrazivanih
populacija.

Privremene neinvazivne
metode oznacavanja

Oznacavanje koze flomasterom ili
tusem (engl. skin marking)

Flomaster ili tu$ sluzi za privremeno
oznacavanje onih laboratorijskih zivotinja
u kojih jos nije dovoljno razvijena
dlakavost. Podrudje oznacavanja ovisi o
vrsti Zivotinje, odnosno pasmini/liniji te
kasnijim postupcima tijekom istrazivanja.
Primijenjuju se flomasteri razlicitih
boja i oblika, s debljim ili tanjim vrhom,
ili tuSevi razli¢itih boja. Ova metoda
oznacavanja se najces¢e koristi kada je
zivotinje potrebno oznaditi kroz krace
vremensko razdoblje, od nekoliko sati
do nekoliko dana (Anonymous, 2011.a,
2016., Chen i sur., 2016.). Oznake se
najcesce postavljaju na podrudju grebena
ili leda, a moguce su i na Sapama, repu,
uski, trbuhu te u pazusnom podrudju.

Tonguc Isken i sur. (2008.) navode
rezultate istrazivanja provedenog na
Stakorima tijekom kojeg su promatrali
trajnost oznaka na razlicitim regijama
tijela Stakora koristedi cetkicu s tusem
za bojanje dlake. Ovisno o prisutnosti
oznaka mna ledima, proksimalnim
ili distalnim dijelovima prednjih i
straznjih ekstremiteta, oznaceni dio
tijela imao je identifikacijsku oznaku
prema metodi dodijele brojc¢anih
vrijednosti.  Rezultati  istraZivanja
su pokazali da su identifikacijske
oznake na dlaci pojedinih regija tijela

ostale prisutne, ujedno i vidljive za
ocitavanje i 11 tjedana po provedenom
oznacavanju.

Oznacavanje flomasterom ili tusom,
kao privremena metoda, najcesce se
primijenjuje pri sortiranju i razvrstavanju
zivotinja unutar skupine (po spolu ili
dobi), u novorodenih miseva i Stakora
te bezdla¢nih Zivotinja (Dahlborn i sur.,
2013.). Prednosti metode su: jednostavna
primjena, oznacavanje je moguce odmah
po rodenju zivotinje, ekonomski je
prihvatljiva, a oznake su odmah lako
citljive.

Nedostatci metode su: ograniceni broj
identifikacijskih oznaka prilikom oznaca-
vanja vece skupine Zivotinja, moguca re-
akcija tkiva kod bezdla¢nih Zivotinja pri
ucestalijoj primjeni boja, moguca reakci-
ja tkiva ili organizma prilikom unosenja
boje kroz usta (ucestalim lizanjem) Sto se
u konacnici moZe odraziti na rezultate
istrazivackog rada. Nadalje, moguca je
oteZana identifikacija pri skupnom drza-
nju Zivotinja zbog nestanka ili promjene
boje (Leclercq i Rozenfeld, 2001.).

Sisanje dlake, dlakorez (engl. shaving/
cutting the fur)

Zivotinje se najCe$ce SiSaju brija¢im
aparatom, a rjede posebnim Skarama
zaobljenoga vrha. SiSaju se pojedini
dijelovi tijela koji su dobro obrasli
dlakom, najcesée podrudja leda i sapi
i to u Zzivotinja starijih od dva tjedna.
Dlaka se skracuje na duzinu od svega
nekoliko milimetara iznad koZe u obliku
specificnih oznaka ili brojeva. Njihova
vidljivost ovisi o intenzitetu rasta dlake,
a u prosjeku traje od 1 do 4 tjedna.
Prednost metode proizlazi iz jednostavne
primjene, zatim se moZe primijeniti kod
Sarenih (viSebojnih) jedinki, ekonomski
je prihvatljiva, a oznaka je lako uocljiva
u svakom trenutku, narocito u prvom
tiednu nakon oznacavanja. Nedostatci
su manji broj identifikacijskih oznaka te
otezana identifikacija Zivotinje s obzirom
na rast dlake (Dahlborn i sur., 2013.).
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Privremene invazivhe metode
oznacavanja

Potkozna aplikacija tinte (engl.
subcutaneous ink application)
Privremenom potkoznom aplikacijom
tinte oznacavamo Zivotinju oznakama
koje su jasne, vidljive i nedvosmislene.
Prije provodenja, potrebnoje dezinficirati
mehanicku opremu za potkoZznu
aplikaciju tinte i kozu (slika 1a). Uspjeh
oznacavanja u velikoj mjeri ovisi o
osposobljenosti osobe koja provodi
postupak potkozne aplikacije. Oznake
traju od nekoliko sati do nekoliko dana
i najcesce se postavljaju u podrudju repa
(slika 1b) ili s vanjske strane uske (slika
1c), a rjede na clanke prstiju prednje ili
straznje noge. Opisanom metodom mogu
se oznaciti sve dobno-spolne kategorije
laboratorijskih Zivotinja (Chen i sur.,
2016.). Prema navodima Castelhano-
Carlos i sur. (2010.), oznacavanje veceg
broja jedinki bijelog pokrova najcesce
zahtijeva primjenu dviju razli¢itih
boja. Ukoliko su jedinke oznacene

pojedinaénim oznakama, odredena boja
moze oznacavati specificnu brojcanu
vrijednost (broja pet, deset ili sli¢no).
Oznaka moze biti vidljiva i nekoliko
mjeseci nakon aplikacije, ovisno o vrsti
i intenzitetu rasta Zivotinje.

PotkoZna aplikacija tinte rijetko se
koristi za oznacavanje clanaka prsta
novorodenih miseva ili pak Stakora
starijih od osam dana. U slucaju aplikacije,
Ce$¢e u novorodenih miSeva, oznake
na Sapama vidljive su do mjesec dana
nakon oznacavanja. Metoda nerijetko
prouzroci upalne reakcije i otekline, Sto
je mogudi odgovor na samu aplikaciju
tinte ili na njezinu koli¢inu (Leclercq i
Rozenfeld, 2001.). Lokalne reakcije tkiva
na aplikaciju tinte mogu izravno utjecati
na tijek i rezultate istraZivanja (Kasanen
i sur., 2011.). Nedostatci opisane metode
su oteZana primjena, ve¢a manipulacija
zivotinjama, moguce upalne reakcije na
mijestu aplikacije, ograniceni broj oznaka
prisutnih na ¢lancima prsta ako su
uzgajani u vise razlicitih kaveza, primjena
tinte razli¢itih boja, potrebno poznavanje
ofitovanja oznaka na uskama, repu i
¢lancima prsta (Castelhano-Carlos i sur.,
2010.).

Oznacdavanje usnom markicom (engl.
ear tag)

Oznacavanje  usnom  markicom
jedna je od najceSce koriStenih metoda
oznacavanja laboratorijskih  Zivotinja.
Usne markice za laboratorijske Zivotinje
razli¢itoga su oblika ovisno o wvrsti
zivotinje i namjeni istrazivanja. NajceSce
se koriste za oznacavanje miSeva i Stakora,

s

Slika 1a. Pribor za potkoZznu aplikaciju tinte; Slika 1b. PotkoZna aplikacija tinte u bezdlacnom podrucju

repa misa linije CD1 starosti tri dana; Slika 1c. Potkozna aplikacija tinte razlicitih boja u podrucju uske
misa linije CD1 starosti tri tjedna (lzvor: Chen i sur., 2016.).
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Slika 2a. Metalna usna markica s upisanim brojem za misa/Stakora; Slika 2b. Metalna usna markica s
utisnutim brojem; Slika 2c. Metalna usna markica s urezanim brojem; Slika 2d. Metalna usna markica
s utisnutim dvodimenzionalnim (2D) matriénim bar kodom. (lzvor: https://www.kentscientific.com/

products/eartagsmouseandrats).

a uglavnom su izradene od plastike
(Dahlborn i sur., 2013.). Veli¢ine su oko
5 mm s upisanim (slika 2a), utisnutim
(slika 2b) ili laserski urezanim (slika 2c)
brojem (identifikacijskom oznakom).
Novije generacije usnih markica, osim
identifikacijskih oznaka u obliku brojeva,
imaju urezan dvodimenzionalan (2D)
matricni bar kod (slika 2d). Prema
navodima proizvodaca, u usporedbi
s klasiénim, dvodimenzionalne usne
markice u bar kodu mogu pohraniti i do
Sest milijuna identifikacijskih oznaka, tj.
zapisa. U svakodnevnom laboratorijskom
radu sve je CeS¢a uporaba plasticnih usnih
markica razli¢itih boja, oblika i veli¢ina
(*). Danas se najces¢e za oznacavanje
laboratorijskih Zivotinja koriste plasti¢ne
usne markice razlicitih boja i oblika koje
je moguce skinuti, $to je osobito pozeljno
u onim istrazivanjima koja ukljucuju
primjenu suvremenih analitickih metoda
kao sto je magnetska rezonancija (MR) ili
kompijuterska tomografija (CT) (3*).
USna se markica sastoji od dva
odvojena dijela, pri¢vrS¢uje se za usku
zivotinje posebno dizajniranim klijestima.
Prije oznacavanja potrebno je pregledati
zivotinju, posebno podrucdje gdje ¢e usna
markica biti postavljena, dezinficirati
kozu tkiva, usnu markicu i instrumente

2 http://www.pharmaseq.com/index.
php/technology/p-chips-for-tagging-
authentication-applications

http://www .taconic.com/prepare-your-model/
preconditioning-solutions/rodent-id/;

* https://www.eickemeyer.com/Pet-Care/More/

Tattoo-Equipment-Hauptner.htmlwww.
animalaid.com

za oznacavanje. Osim navedenog,
zivotinju treba pravilno obuzdati kako
bismo prilikom oznacavanja/markiranja
zahvatili donju tre¢inu uske (Kitagaki i
Shibuya, 2004., Anonymous, 2011.a,b).
Prema preporuci FELASA-e, miSeve
i Stakore usnom markicom najbolje je
oznaciti nakon drugog, odnosno treceg
tjedna starosti kako bi se na najmanju
mogucu mjeru smanjio rizik od moguce
infekcije te moguca pojava nekroti¢nih,
ulcerativnih i neoplasti¢nih promjena na
tkivu uske (Dahlborn i sur., 2013.).

Markice izgledom i kvalitetom moraju
biti jednostavne za primjenu, da oblikom i
veli¢inom umanje mogucu pojavu stresa i
boli prilikom oznacavanja, da su dovoljno
vrste, elasticne, lagane i otporne. Nakon
markiranja potrebno je pratiti klinic¢ko
stanje zivotinje. Istrazivanja su pokazala
da je u pojedine vrste glodavaca zabilje-
Zen znatno vedi gubitak metalnih (45%) u
odnosu na plasticne (10%) usne markice
(Kitagaki i Shibuya, 2004.). Prilikom iden-
tifikacije, o¢itavanja brojeva ili oznaka na
usnoj markici, Zivotinji je potrebno prici
dovoljno blizu te je otezano i rukovanje s
laboratorijskim Zivotinjama. Mogude nus-
pojave su upala i proliferacija tkiva te ne-
oplazije. U pojedinih linija laboratorijskih
miSeva (C57BL/6) zabiljeZena je upala
usne hrskavice, $to je moguca posljedica
autoimunoga odgovora tkiva na spoje-
ve legure usne markice (Waalkers i sur.,
1987.). Nadalje, u zivotinja oznacenih me-
talnim usnim markicama, ustvrdene su
viSe razine bakra i citokina u usporedbi s
onima koje nisu bile oznacene (Kitagaki i
Hirota, 2007.).
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Trajne invazivne metode
oznacavanja

Tetoviranje (engl. tatooing)

Tetoviranje podrazumijeva trajnu
aplikaciju tinte razli¢itih boja u koZzu,
u obliku brojeva ili oznaka, pomocu
posebno izradenih igli. Prije tetoviranja
potrebno je provesti postupak smanjenja
ili iskljucenja osjecaja boli u Zzivotinje,
dezinficirati standardnu (elektri¢nu)
opremu i kozu tkiva te pregledati
dijelove tijela na kojima ¢e se postaviti
identifikacijska oznaka svojstvena vrsti,
odnosno pasmini/liniji (Chen i sur.,
2016.). Osim tetovirnih igli, mogu se
koristiti klijesta s rotiraju¢im glavama ili
pojedinacnim iglicastim umetcima (°). U
miSeva i Stakora uglavnom se tetovira
unutarnja ili vanjska strana uske, rep
(slika 3a) ili c¢lanci prsta (slika 3b).
Standardnom (elektricnom) tetovaznom
opremom (slika 3c), mogu se tetovirati
odrasli miSevi i1 Stakori, s oznakama u
obliku slova i/ili brojeva (Castelhano-
Carlos i sur., 2010.). Ako se iglicastim
umetcima tetovira unutarnja strana uske
namjestouboda potrebnoje utrljati tusili
pastu, a oznake postaju vidljive nekoliko
dana nakon oznacavanja. Metoda je
jednostavna, a njezina primjena moguca
i u novorodenih misSeva starih svega
nekoliko dana, na nacin da se tetovira
clanak prsta (Kasanen i sur., 2011.), no
najces¢e se preporucuje nakon odbica
(De Greeve, 2007.). Chen i sur. (2016.)
navode da su prednosti opisane metode
ekonomska prihvatljivost, dugotrajnost,
dobra vidljivost oznaka prilikom
ocitavanja identifikacijske oznake te
jednostavna primjena. Primjenom tinte
razlic¢itih boja te uporabom mehanickog
sustava za tetoviranje, povecala se
brzina oznacavanja tijekom samog
postupka, ali i smanjila moguénost

° http://www jax.org/universalearpunchmouse-
numberingsystem2015030t101044.pdf

Slika 3a. Tetovirna oznaka na repu misa; Slika 3b.
Tetovirna oznaka na clancima prsta novorodenoga
misa; Slika 3c. Prikaz osnovne opreme za
tetoviranje (Izvor: http:// http://www.itsbio.co.kr/
main/goods_view.php?category2=81&no=640).

upalnih reakcija. Nedostatci opisane
metode ponekad su nejasne oznake
zbog moguce vibracije mehanicke
opreme, manji volumen aplicirane tinte
te otezana identifikacija Zivotinja nakon
duljeg razdoblja (°).

¢ https://www.kentscientific.com/products/
eartagsmouseandrats
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Slika 4a. Tetoviranje Clanka prsta misa, uporaba mikrotetovirne igle i spremnika s tintom; Slika 4b.
Mikrotetoviranje uske misa (Izvor: Dahlborn i sur., 2013.).

Postupak iziskuje spretnost, dobru
tehniku rada i osposobljenost osoblja
kako bi se na najmanju mogucu mjeru
svele moguce ozljede ili nenamjerna
ostecenja tkiva (uske, repa ili Sape). Ako
se miSevima tetovira rep (slika 3b), to
treba uciniti do drugog ili tre¢eg tjedna
starosti.

Mikrotetoviranje (engl. microtatooing)

Postupak mikrotetoviranja slican je
tetoviranju, uz razliku Sto se pri mikro-
tetoviranju (brojeva, linija ili posebnih
znakova) koriste mikrotetovirne igle
specificne za odredenu vrstu Zivotinje
(Kasanen i sur., 2011.). Veli¢ina opreme
za rad ovisi o vrsti i velicini Zivotinje, a
ukljucuje pincete, mikrotetovirnu iglu i
spremnik s tintom (slika 4a) (Dahlborn i
sur., 2013.). Mikrotetoviranje novorode-
nih miSeva i Stakora provodi se uz pomo¢
povecala, a tetovirne oznake najcesce se
postavljaju na clanku prsta (slika 4a) ili
usci (slika 4b). Ovom metodom mogu se
oznacavati jedinke svih dobnih skupina,

ukljucujudi i novorodene Zivotinje (Chen
isur., 2016.).

Elektronicko oznacavanje,
mikrocipiranje (engl. microchipping)
Elektronicko se oznacavanje
laboratorijskih zivotinja provodi
primjenom mikrocipa, tzv. elektronickog
transpondera,  razli¢itog oblika i
veli¢ina. Mikroc¢ip se aplicira u potkozje,
najces¢e u medulopaticnom podrudju.
Pri aplikaciji, bitno je postivati nacela
asepse 1 antisepse te osigurati opcu
(inhalacijsku) anesteziju jedinke u skladu
s veterinarskom praksom. S obzirom da
se radi o invazivnoj metodi, preporuca
se nakon oznacavanja pratiti klinicko
stanje zivotinje, a mjesto aplikacije
zatvoriti mikrosavom (Albrecht, 2010.).
Mikrocip se sastoji od niskoenergetskog
transpondera koji sadrzi jedinstvenu,
brojéanu identifikacijsku oznaku. Na
trzistu su dostupne razlicite velicine
mikrocipova za laboratorijske Zivotinje,
dimenzija 12 mm duzine i 1 mm Sirine,

Slika 5a. Prikaz dviju veli¢ina mikrocipa, za misa (gornji) i Stakora (donji); Slika 5b. Prikaz odnosa dviju
veli¢ina igala za mikroCipiranje i veli¢ine odrasloga misa linije C57BL (Izvor: Dahlborn i sur., 2013.).
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(b)
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Slike 6a-6d. RazliCiti oblici $kara za urezivanje znakova na uskama miseva i Stakora (lzvor: http://www.

braintreesci.com/prodinfo.asp?number=EP-A7020.)

odnosno manji, dimenzija 6 mm duZine i
1 mm Sirine (slika 5a i 5b). Prislanjanjem
elektronickog citaca na mikrocip potice
se niskofrekventni signal i prijenos
identifikacijskih oznaka na uredaju
izmedu mikrodipa i citaca kako bi se
ocitala identifikacijska oznaka u obliku
slova i/ili brojeva (Mandecki i sur.,
2006.). Cijena elektronickog oznacavanja
ponajprije ovisi o cijeni elektronickog
transpondera — mikrocipa, programa
za pohranu podataka te opreme za
potrebe rada. Razvojem tehnologije i
novih materijala na trzistu dostupni su
mikrocipovis ve¢im kapacitetom pohrane
podataka, wuz istodobno ocitavanje
osnovnih fizioloskih funkcija Zivotinja,
poput otkucaja srca ili temperature tijela
(Anonymous, 2011.a, 2016.). Oznacavanje
miSeva ili Stakora mikrocipom najbolje je
provesti nakon odbica, ukoliko je iz bilo
kojeg razloga to potrebno uciniti ranije
ne preporuca se prije 10. dana starosti

(Dahlborn i sur., 2013.).
Prednosti metode proizlaze iz
tone i nedvosmislene identifikacije,

pohrana podataka o vecem broju jedinki
te bezicnoga prijenosa podataka za
potrebe analize i pracenja podataka
tijekom istrazivackog rada. Nedostatci
mikrocipiranja, prije svega, su visoka
cijena opreme, otezan rad s mladim
zivotinjama, u mladih miSeva (do pet
dana starosti) osim ucestalijeg glasanja,
mogu se javiti i nekontrolirani pokreti
ekstremiteta i mokrenje (Castelhano-
Carlos i sur., 2010.).

Pri dugotrajnim istrazivanjima
mogu se javiti tumorozne i metasta-

ske tvorbe, kao posljedica reakcije or-
ganizma na strano tijelo u obliku pro-
liferacije vezivnoga tkiva, imunoloske
reakcije organizma te upalni procesi
na mjestu oznacavanja (Kitagaki i Hi-
rota, 2007.). Albrecht (2010.) navodi
da su ograni¢ene tumorozne tvorbe
pri dugotrajnoj potkoznoj aplikaciji
mikrocipa utvrdene u 0,8 do 4,1% la-
boratorijskih slucajeva.

Urezivanje znakova na uskama
(busenje uske - rovasenje) (engl. ear
punching or notching)

To je trajna invazivha metoda
oznacavanja kojom se posebnim Skarama
(slike 6a-6d) urezuju ili zarezuju znaci
na usci zivotinje, naj¢eS¢e miSeva i
Stakora. Znaci mogu biti razlicitih
oblika i veli¢ine (0,5-2 mm) (Dahlborn i
sur., 2013.). Prije oznacavanja potrebno
je dezinficirati opremu, primjereno
obuzdati Zivotinju kako bi se umanjio
stres, mogucnost ozljedivanja Zivotinje,
ali i osobe koja provodi postupak. Osim
navedenog, prethodno je potrebno
usaglasiti se oko nacina oznacavanja i
tumacenja pojedinih oznaka, tj. opisati
jedinstveni sustav oznaka kako bi i druge
osobe bile u mogucnosti identificirati
zivotinju na temelju poloZaja urezaka
na usci, sustavom broj¢anih vrijednosti.
Oznake se uobicajeno tumace pomocu
standardiziranoga grafikona ili fotografije
s jasnim i nedvosmislenim oznakama,
kao sto je prikazano na slikama 7a i 7b.
Ovom se metodom moZe oznaciti velik
broj Zivotinja u skupini, kroz razli¢ite
kombinacije oznaka na usci, dok se u
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Slike 7a i 7b. Tumacdenje identifikacijskih oznaka na temelju urezaka na usci, sustavom brojcanih
vrijednosti. (Izvor:http://www.jax.org/universalearpunchmousenumberingsystem2015030t101044.pdf).

manjim skupinama narodito olaksava
identifikacija jedinke. (°).

Cinelli i sur. (2007.) navode da su
nedostatci metode, prije svega, moguce
upalne i nekroticne promjene na tkivu
te otezana identifikacija u velikim
skupinama Zivotinja. Oznake na usci
mogu biti i nedovoljno jasne (npr.
dvije oznake su preblizu jedna drugoj).
Neovisno o njihovoj veli¢ini tijekom
nekoliko mjeseci mogu i zacijeliti, zbog
cega pojedini autori ovu metodu smatraju

privtemenom invazivnom metodom
oznacavanja laboratorijskih ~ Zivotinja
(Hawkins i sur., 2006.).

Kasanen i sur. (2011.) istrazivali su
utjecaj razlicitih metoda oznacavanja (te-
toviranje, mikrotetoviranje, urezivanje
znakova) na fizioloSke pokazatelje mise-
va i Stakora. Ustvrdili su da se vrste razli-
kuju u frekvenciji otkucaja srca, tjelesnoj
aktivnosti i temperaturi tijela s obzirom
na metodu oznadavanja. Stakori su imali
znacajno vise vrijednosti tlaka i frekven-
cije otkucaja srca prilikom oznacavanja
urezivanjem znakova u usporedbi s te-
toviranjem u odnosu na miseve. To, iz-
medu ostaloga, pripisuju vecem opsegu
sputavanja i manipulativnim postupcima
sa Stakorima nego miSevima. Opisana
metoda oznacCavanja jednostavna je za
primjenu i omogucuje jednostavnu iden-
tifikaciju, a uklonjeni uzorak tkiva moze
posluziti za potrebe genotipizacije, tj.
analize genoma zivotinje.

Uklanjanje distalnoga ¢lanka prsta
(engl. distal phalanx removal)

Prema preporuci FELASA-e,
uklanjanjem distalnoga clanka prsta
prvenstveno se oznacavaju mladi miSevi i
Stakori, izmedu 4. 1 7. dana starosti. Osim
toga, tako se ujedno mogu uzeti uzorci
tkiva za potrebe biopsijei/ili genotipizacije
(Dahlborn i sur., 2013.). Identifikacija se
temelji na nedostatku pojedinog clanka
prsta na Sapi/Sapama Zivotinje. Metoda
se najcesce koristi za oznacavanje miseva.
Mogu¢nost uklanjanja distalnoga clanka
prsta ovisi o njegovoj razvijenosti, i varira
medu pojedinim sojevima miSeva, uz
prosje¢nu duzinu ¢lanka od 2 do 3 mm
u jedinki starih do sedam dana. Pravilno
uklanjanje  ukljucuje obuzdavanje i
fiksaciju noge zivotinje na kojoj ¢emo
pomocu posebnih mikrokirurskih Skara
ukloniti ¢lanak prsta (Schaefer i sur.,
2010.).

Osifikacija ¢lanaka prstiju u misa na-
stupa u dobi od oko dva tjedna starosti
pa je clanak potrebno ukloniti prije, u
prvom tjednu Zivota, kako bi se osigu-
rao nesmetani razvoj Sape te sprijecile
komplikacije koje se mogu javiti pri ka-
snijem uklanjanju (Castelhano-Carlos i
sur., 2010., Schaefer i sur., 2010., Span-
genberg, 2010.). Zivotinju je potrebno
sputati na ispravan nacin (Neufeld i
Zhao, 1995.), sprijeciti nagle pokrete
ekstremiteta na kojem se provodi ozna-
¢avanje, osobito Zivotinja u dobi od ne-
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koliko dana, kako bi se izbjegle moguce
negativne posljedice za kasnije Zivotne
funkcije, poput smanjene snage preo-
stalih clanaka prsta na ekstremitetima
(Schaefer i sur., 2010.). Prednosti metode
odnose se na mogucnost genotipizacije,
identifikacije i odabira jedinki pozeljnog
genotipa. Nedostatci metode ponajprije
proizlaze iz njezine invazivnosti i potre-
be za edukacijom te kontinuiranim os-
posobljavanjem osoblja za uzorkovanje
bioloSkog materijala.

Identifikacija laboratorijskih zivotinja
metodom genotipizacije (engl.
identification and genotyping in
laboratory animals)

Identifikacija laboratorijskih Zivoti-
nja metodom genotipizacije temelji se
na analizi manjih ili vec¢ih oligonukle-
otidnih sljedova, tj. specificno umno-
zenih odsjecaka gena prema vrsti, od-
nosno pasmini/liniji misa ili Stakora.
Za potrebe genotipizacije najcesce se
uzima uzorak tkiva uske, repa, rjede
krvi ili tkiva ekstremiteta (Cinelli i sur.,
2007.). Prema rezultatima istrazivanja
Diesch i sur. (2009.), tkivo je najbolje
uzorkovati Sto prije nakon rodenja, pri
cemu je biopsiju repa u misa i Stakora
preporucljivo obaviti do 12. dana staro-
sti. Tkivo se uzorkuje mikrokirur§kim
Skarama ili skalpelom (slika 8a). Prema
navodima Schneider i Wolf (2005.) za
potrebe genotipizacije potrebno je uze-
ti uzorak tkiva najmanje duzine 5 mm,
a pri uklanjanju distalnog ¢lanka prsta
najmanje 2 mm (slika 8b) uz primjenu
lokalne anestezije (npr. otopina etano-
la u trajanju od 10 sekundi, povrSinska
aplikacija spreja na bazi etil-klorida (sli-
ka 8c). Hankenson i sur. (2008.) navode
da se najbolja koli¢ina i koncentracija
DNK za genotipizaciju dobije ako se
tkivo uzorkuje izmedu 10. i 21. dana
starosti u misa. Isti autori navode da
se uzorak za genotipizaciju moze pri-
kupiti i uzimanjem brisa sluznice usne
Supljine ili rektuma, dlake s korijenom

te biopsijom repa. Kolic¢ina tkiva za ge-
notipizaciju, propisana odredenim pro-
tokolom, osnova je za dovoljnu koli¢inu
i koncentraciju DNK za daljnje moleku-
larno-genetske analize.

Uzorkovanje tkiva za  potrebe
genotipizacije jedan je od najc¢es¢ih nacdina
za identifikaciju pozeljnih genotipova
miSeva u istraZivanjima pretilosti,
dijabetesa te ostalih metabolickih bolesti
usko povezanih s ulogom koju pojedini
hormoni imaju u regulaciji metabolizma
i tjelesne mase. Upravo je postupak
genotipizacije u velikoj mjeri pogodovao
uzgoju pozeljnih linija miseva kao modela
za proucavanje metabolickih i nasljednih
bolesti (Sutter i sur., 2013.).

Poznavanjem molekularnoga slijeda
nukleotidnih baza uéinkovito se mogu
otkriti promjene nastale na podrucju
odgovarajucih gena, posebno onih spe-
cificnih nasljednih bolesti od interesa za
buducda istrazivanja razli¢itih metabo-
lickih i zlo¢udnih bolesti (Namae i sur.,
1998., Diesch i sur., 2009., Sutter i sur.,
2013.). Chung i sur. (1997.), Hirasawa i
sur. (1997.) i Namae i sur. (1998.) medu
prvima su opisali postupak genotipiza-
cije i identifikacije pojedinih genotipova
miSeva na temelju specificno umnozenih

Slika 8a. Prikaz  najcesce  koristenih
instrumenata za uzorkovanje tkiva za potrebe
genotipizacije; Slika 8b. Mjerenje duzine tkiva
(repa) za genotipizaciju; Slika 8c. Primjena
lokalne anestezije na bazi etil-klorida na vrhu
repa. Slika 8d. Uzorkovanje vrha repa za potrebe
genotipizacije (lzvor: http://www.theodora.com/
rodent_laboratory/genotyping.html).
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odsjecaka gena metodom lancane reak-
cije polimerazom.

Prednosti identifikacije laboratorij-
skih Zivotinja metodom genotipizacije
su mogucnost dugotrajne pohrane uzo-
raka, kontinuirano nadopunjavanje baze
podataka novim uzorcima tkiva i DNK
zapisima, analiza i usporedba starih ar-
hiviranih i novih uzoraka/podataka za
potrebe istrazivanja ubrzo nakon rode-
nja, rana dijagnostika pojedinih nasljed-
nih bolesti, smanjenje troskova uzgoja i
broja laboratorijskih Zivotinja za potrebe
istrazivanja.

Nedostatci same metode su i dalje
relativno visoki troskovi genotipizacije.
Unato¢ navedenom, metoda sve vise
pronalazi uporabu u identifikaciji
laboratorijskih Zivotinja. Pri identifikaciji
laboratorijskih ~ Zivotinja ~ metodom
genotipizacije, joS uvijek se osim
poznatog genotipa koristi i jedna od
vizualnih metoda oznacavanja, najcesce
usnom markicom.

Sazetak

Opisivanje i oznacavanje laboratorijskih
zivotinja imaju za cilj jasnu identifikaciju
jedinke Sto je jedan od glavnih preduvjeta za
pouzdanost istrazivanja, pracenje i sljedivost
podataka tijekom istrazivackog rada, narocito
u slucaju genetski izmijenjenih Zivotinja. Od
svih vrsta laboratorijskih Zivotinja koje se
prema zakonskim aktima smiju koristiti u
laboratorijske svrhe, u vise od 95% slucajeva
zastupljeni su miSevi i Stakori, razliditih
linija, ovisno o namjeni i vrsti istrazivanja.
Prije oznacavanja potrebno je opisati labora-
torijsku zivotinju, poznavati standarde vrste,
odnosno pasmine ili linije. Opisivanje labora-
torijskih Zivotinja prema procjeni i razvitku
pojedinih regija tijela, boji koze, tjelesnim
izmjerama te fotografiranjem, uvelike ovisi
o iskustvu, znanju i osposobljenosti osoblja.
Pet je osnovnih nacela koja se moraju uzeti
u obzir prilikom oznacavanja: da je metoda
oznacavanja jednostavna za primjenu, da se
moze koristiti Sto ranije od rodenja zivotinja,
da je ekonomski prihvatljiva, da je dugotrajna
te da su prisutne oznake lako uocljive i Citljive

u svakom trenutku identifikacije. Metode
oznacavanja laboratorijskih zivotinja mogu se
podijeliti s obzirom na trajnost i invazivnost.
Prema trajnosti mogu biti privremene ili tra-
jne, a prema invazivnosti invazivne ili neiv-
anzivne. Privremene neinvazivne metode
oznacavanja ukljucuju primjenu flomastera
ili tusSa te SiSanje dlake, a privremene in-
vazivne metode potkoznu aplikaciju tinte te
oznacavanje laboratorijskih Zivotinja usnom
markicom. Tetoviranje/mikrotetoviranje,
elektronicko oznacavanje, urezivanje zna-
kova na usci, uklanjanje distalnoga clanka
prste te identifikacija laboratorijskih Zivotinja
metodom genotipizacije su trajne invazivne
metode oznacavanja. Urezivanje znakova na
usci te oznacavanje usnom markicom naj-
zastupljenije su metode oznacavanja labo-
ratorijskih miSeva i Stakora. Ovisno o vrsti
zivotinje, postupcima, vremenu i tijeku rada
te u skladu sa zakonskim aktima o zastiti
dobrobiti zivotinja primijenit ¢e se najbolja
metoda opisivanja i oznacavanja laboratori-
jskih Zivotinja. Uspjeh oznacavanja laborato-
rijskih zivotinja u znatnoj mjeri ovisi o iskust-
vu, educiranosti i osposobljenosti osoblja te
primjeni specijalne opreme za oznacavanje.
Kljucne rijeci: identifikacija, oznacCavanje,
laboratorijske Zivotinje (mis i stakor)
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The aim of laboratory animal description
and marking is the clear identification
of each individual animal, as one of the
preconditions for research reliability, follow
up and traceability of data recorded during
research, especially in the case of genetically
modified animals. Mice and rats of various
lines account for more than 95% of all
laboratory animal species that can be used
legally in laboratory research, depending
on the purpose and type of studies. Prior
to marking, the laboratory animal should
be described, based on the due knowledge
of the standard species, breeds and lines.
Describing laboratory animals according to
assessment and development of particular
parts of the body, skin colour, body measures
and photographs greatly depends on the
experience, knowledge and competence of
personnel. There are five basic principles
that should be considered in animal marking,
as follows: the marking method should be
simple to use, applicable as early as possible
after birth, economically acceptable, long-life,
and the marks should be readily observable
and legible at any time of identification. The
methods of laboratory animal marking can

be divided according to their durability and
invasiveness. In terms of durability, they
can be temporary or permanent, while in
terms of invasiveness they can be invasive
or non-invasive. Temporary non-invasive
marking methods include the use felt-tip
pen (skin marking) and shaving/cutting the
fur, whereas temporary invasive methods
include subcutaneous ink application and ear
marking (ear tag). Tattooing/micro-tattooing,
electronic marking (microchipping), ear
notching, removal of the finger distal phalanx,
and genotyping are permanent invasive
methods of laboratory animal marking.
Ear notching and ear marking are the most
widely used methods of marking laboratory
mice and rats. The best method of laboratory
animal marking depends on the animal
species and must be in accordance with the
legislation on animal welfare, procedures,
timing and course of laboratory experiments.
Success of laboratory animal marking greatly
depends on personnel experience, training
and competence, and on the use of specialized
marking equipment.

Key words: identification,
laboratory animals (mouse and rat)

marking,

VETERINARSKA STANICA 49 (6), 455-468, 2018.



