AKTUALNA TEMA / CURRENT TOPIC

Prof. dr. sc. Zeljko Cvetnié
izabran za redovitog clana

Hrvatske akademije
znanosti i umjetnosti

Josip Madi¢*

Na Izbornoj skupstini Hrvatske
akademije znanosti i umjetnosti (HAZU)
odrzanoj 12. svibnja 2016. godine izabrano
je 11 novih redovitih clanova. S ponosom
isticemo da je medu njima i prof. dr. sc.
Zeljko Cvetnié, dosadasnii ¢lan suradnik
Hrvatske akademije znanosti i umjetnosti
i znanstveni savjetnik u trajnom zvanju
Hrvatskog veterinarskog instituta u
Zagrebu. Time se prof. dr. sc. Zeljko
Cvetni¢ uvrstio u skupinu uglednih
veterinara, ciji je znanstveni rad i
doprinos okrunjen izborom za redovitog
¢lana HAZU.

Prije kratkog prikaza svekolikog
znanstvenog i stru¢nog opusa akademika
Zeljka Cvetniéa, na osnovi kojeg je iza-
bran za redovitoga clana, zelim Citatelje
Veterinarske stanice podsjetiti na nase
ugledne veterinare, dosada izabrane za
redovite ¢lanove HAZU. To su bili: aka-
demik Ivo Babi¢ (parazitolog), akademik
Bozidar Okljesa (obstetricar), akademik
Teodor Varicak (anatom), akademik Ivo
Tomasec (ihtiolog), akademik Sergej Fo-
renbacher (internist), akademik Eugen
Topolnik (mikrobiolog i imunolog), aka-
demik Slavko Krvavica (patofiziolog),
akademik Slavko Cvetni¢ (infektolog) i
akademik Branko Kurelec (ekolog). Re-
doviti clanovi Razreda za medicinske
znanosti sada su: akademik Teodor Wi-

kerhauser (parazitolog), akademik Josip
Madi¢ (mikrobiolog i imunolog) i novo-
izabrani akademik Zel]ko Cvetni¢ (bak-
teriolog i epidemiolog). Clan suradnik
HAZU sada je prof. dr. sc. DraZen Mati-
¢i¢ (kirurg), a dopisni ¢lan dr. Ivan Ka-
ti¢ (veterinar povjesnicar, Kopenhagen,
Danska). U proslosti su clanovi suradnici
HAZU bili: prof. dr. sc. Mladen Hajsig
(mikolog) i prof. dr. sc. Hrvoje Gomerci¢
(anatom). Veterinari su dosada bili birani
u Razred za medicinske znanosti i Razred
za prirodne znanosti HAZU.

Sadasnji ¢lanovi Odbora za animalnu
i komparativhu patologiju Razreda za
medicinske znanosti HAZU su: akade-
mik Teodor Wikerhauser, akademik Jo-
sip Madi¢, akademik Zeljko Cvetni¢, ¢lan
suradnik prof. dr. sc. Drazen Matici¢, do-
pisni ¢lan dr. sc. Ivan Kati¢, prof. dr. sc.
L]ubo Barbi¢, prof. dr. sc. Zeljko Grabare-
vi¢, prof. dr. sc. Duro Huber, prof. dr. sc.
Boris Habrun, prof. dr. sc. Mirko Lojkic¢,
prof. dr. sc. Marko Samardzija i dr. sc. Re-
lja Beck. U Razredu za prirodne znanosti
HAZU trenutno nema nijednog veterina-
ra.

Akademik Zeljko Cvetni¢ roden je 26.
studenoga 1963. u Mraclinu. Diplomirao
je na Veterinarskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu. Zaposlen je kao znanstveni
savjetnik u Hrvatskom veterinarskom
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institutu. U dva mandata obnasao

je duznost ravnatelja, a trenutno
obnasa duZnost zamjenika ravnatelja i
predstojnika Odjela za bakteriologiju i
parazitologiju. UsavrSavao se u Zavodu
za javno zdravstvo Republike Hrvatske,
zatim u Institutu za mikrobiologiju
Veterinarskog fakulteta SveucilisSta u
Ljubljani, potom u AFSSA - OIE/FAO
Reference Laboratory for Brucellosis,
Tuberculosis and Paratuberculosis u
Parizu. Radi uspostave i razvijanja
suradnje boravio je u Spanjolskoj u
Pamploni u sklopu Mediterranean
Zoonoses Control Programme te u
Zaragozi u Centru =za istraZivanje
zdravlja Zivotinja s posebnim osvrtom na
brucelozu (CITA- Zaragoza). U Ceskoj
(Veterinary Research Institute - Brno)
boravio je u viSe navrata i usavrSavao
se mna dijagnostici tuberkuloze i
paratuberkuloze. U  Kopenhagenu
u Danskoj usavrSsavao se u Institute
for Food and Veterinary Research,
Institute of Infectious Animal Diseases
i Department of Veterinary Diagnostics
and Research.

Akademik Zeljko Cvetni¢ postigao
je iznimne rezultate u razvoju humane
i veterinarske epidemiologije i bakte-
riologije u Hrvatskoj, dao je i zapazen
doprinos  znanstvenim postignuc¢ima
u istraZivanju bakterijskih zoonoza na
svjetskoj razini, koji je vidljiv po otkri¢u
novih molekularnih znacajki nekih vrsta
mikobakterija Sto uvelike utjece na tijek
epidemioloskih istrazivanja tuberkuloze.

Osobito su znacajna njegova istrazivanja
bruceloze u domacih Zivotinja u kojima je
prvi dokazao biovar 3 vrste Brucella suis
u zivotinja u Europi te prvi puta opisao
vrstu Brucella ovis u Hrvatskoj i regiji.
Vazan doprinos dao je u dokazivanju
vrsta roda Brucella u dobrog dupina
u sjevernom dijelu Jadranskog mora.
Akademik Zeljko Cvetni¢ objavio je vise
od 320 publikacija od cega je vise od 120
originalnih radova, a viSe od 90 njegovih
radova indeksirano je u medunarodnim
indeksnim bazama. Radovi su mu
citirani viSe od 820 puta u bazi Web of
Science i viSe od 930 puta u bazi Scopus,
uz h-indeks 18. Autor je 4 monoautorske
i 3 koautorske knjige. Bio je voditelj
dvaju znanstvenih projekata i jednog
programa te suradnik na tri znanstvena
projekta, a uveo je i institucionalnu
suradnju s inozemnim laboratorijima
u  Francuskoj, (vjeékoj, épanjolskoj,
Danskoj, Nizozemskoj i Sloveniji. Bio
je recenzent projekata financiranih od
Ministarstva znanosti RH, osam knjiga te
mnostva radova objavljenih u domadim i
inozemnim casopisima, zatim mentor pri
izradi pet disertacija, magisterija i vise

diplomskih radova.
Treba posebno istaknuti iznimno
veliku aktivnost akademika Zeljka

Cvetni¢a u korjenitoj obnovi zgrada i
laboratorija Hrvatskog veterinarskog
instituta i veterinarskih zavoda u Rijjeci,
Splitu, Vinkovcima i KriZevcima (viSe od
7 500 m?). Pod njegovim ravnateljstvom
nabavljeno je izuzetno puno nove
vrhunske laboratorijske opreme,
akreditirano je viSe od 200 laboratorijskih
metoda u 29 laboratorija. U Institutu je
uspostavljeno 19 referalnih laboratorija s
37 podrudja rada i 72 metode te mnoge
druge aktivnosti vazne za veterinarsku
dijagnostiku na medunarodnoj razini.
Njegovom  zaslugom  osnovan je
Laboratorij za molekularnu dijagnostiku
bakterijskih zoonoza. Tijekom tematskog
vrjednovanja javnih znanstvenih instituta
u  Republici Hrvatskoj, povjerenstvo
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sastavljeno od medunarodnih strucnjaka,
ocjenilo je Hrvatski veterinarski institut
2011. godine jednim od najboljih javnih
instituta u Republici Hrvatskoj.

Veliko prakticno i laboratorijsko
iskustvo akademik Zeljko Cvetni¢
uvelike unosi u svoj profesorski rad
na Veterinarskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu, Farmaceutskom fakultetu
SveuciliSta u Mostaru i na Veterinarskom
fakultetu Univerziteta u Sarajevu. Bio je
¢lan razlicitih tijela Ministarstva znanosti,
obrazovanja i sporta te Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske. Kao
predsjednik ili ¢lan organizacijskog
odbora sudjelovao je u organizaciji
razlicitih znanstvenih i stru¢nih skupova.

Akademik Zeljko Cvetni¢ dobitnik
je nagrade Hrvatske akademije znanosti
i umjetnosti iz podrudja medicinskih
znanosti za 2010. godinu, zatim priznanja
Veterinarskog zavoda Krizevci (2011.
godine), priznanja Veterinarskog insti-
tuta dr. Vaso Butozan, Banja Luka
(2014. godine), zahvalnice Hrvatskog
veterinarskog instituta Zagreb (2015.
godine), nagrade grada Velika Gorica
,Zlatna turopoljska podgutnica” (2015.
godine) i povelje za osobit doprinos i
postignu¢e u nastavnoj, znanstvenoj
i strucnoj djelatnosti Prehrambeno -
tehnoloskog fakulteta Sveudilista u
Osijeku (2016. godine).

Cestitamo akademiku Zeljku
Cvetni¢u na izboru za redovitog clana
HAZU wu Razredu za medicinske

znanosti. Uvjereni smo da je ¢lanstvo u
toj najviSoj i najuglednijoj znanstvenoj

i umjetnickoj instituciji u Republici
Hrvatskoj zasluZio svojim  vrsnim
znanstvenim postignuc¢ima, svestranom
stru¢nom djelatnoscu, izuzetnim radom
na unaprjedenju hrvatskog veterinarstva
i svim svojim ljudskim vrjednotama.
PoZelimo da akademik Zeljko Cvetnié
svojim marom i sposobnostima i nadalje
pozrtvovno radina unaprjedenjuiugledu
hrvatske veterinarske znanosti i struke.
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Odredivanje broja koagulaza
pozitivnih stafilokoka na Baird-

Parker selektivnoj podlozi
razlicitih proizvodaca

Dora Stojevic*, Maja Stepanic, Vesna Dobranic¢ i Andrea Humski

Uvod

Bakterije roda Staphylococcus su prema
Gramu pozitivne, fakultativno anaerobne
bakterije, kuglasta oblika promjera oko 1
um, nepokretne i ne tvore spore. Dio su
fizioloSke mikroflore organizma, a neke
vrste u odredenim uvjetima mogu prou-
zrociti infekciju. Od trideset vrsta bakte-
rija koje pripadaju rodu Staphylococcus za
veterinarsku mikrobiologiju najvazniji su
S. aureus, S. pseudointermedius i S. hyicus.
Stafilokoki tvore mnoge ekstracelularne
enzime i toksine koji bitno utjecu na viru-
lenciju pojedinih sojeva. Najvaznije skupi-
ne enzima i toksina Sto ih tvore su: koagu-
laza, dezoksiribonukleaza, stafilokinaza,
fosfataza, hijaluronidaza, beta-laktamaza,
hemolizini, enterotoksini, leukocidin i
letalni toksin (Cvetni¢, 2013.). Od nave-
denih skupina istaknut ¢emo mogucnost
tvorbe koagulaze i eneterotoksina koji
su propisani Uredbom (EZ) 2073/2005 te
su znacajni u mikrobiologiji hrane. En-
terotoksini stafilokoka su termostabilni
proteini koje proizvode uglavnom S. au-
reus, ali i drugi koagulaza pozitivni sta-
filokoki. Kako svi sojevi stafilokoka nisu
enterotoksigeni, tvorba koagulaze jedan

je od pokazatelja onih potencijalno ente-
rotoksigenih. Uredbom (EZ) 2073/2005
(Anonymus, 2005.) u Poglavlju 2. (Kriterij
higijene proizvodnje) propisano je odre-
divanje broja koagulaza pozitivnih stafi-
loka u uzorcima sireva, mlijeka i sirutke
u prahu, a za one kod kojih je dokazana
vrijednost koagulaza pozitivnih stafilo-
koka > 10° CFU/g pripisana je provjera
prisutnosti stafilokoknih enterotoksina.
Pored navedenog, istraZivanja su pokaza-
la da koncentracija koagulaza pozitivnih
stafilokoka u hrani mora biti priblizno 10°
CFU/g (Linage i sur., 2012.) kako bi mogla
prouzroditi intoksikacije, iako njihov broj
nije uvijek objektivan pokazatelj prisutno-
sti stafilokoknih enterotoksina u hrani.

Prema navedenom vidljivo je znacenje
odredivanja tocnog broja koagulaza
pozitivnih stafilokoka za S$to je bitno
odrediti odgovaraju¢e mikrobioloske
metode i hranjive podloge.

Cilj ovog rada bio je procijeniti
rezultate  pretraZivanja  Baird-Parker
hranjivih podloga trirazli¢ita proizvodaca
provedenog radi procjene laboratoriju
najprihvatljivije u smislu pouzdanosti pri

Dora STOJEVIC*, dr. med. vet., (dopisni autor, e-mail: stojevic@veinst.hr), Maja STEPANIC, dr. med.
vet., stru¢na suradnica, dr. sc. Andrea HUMSK], dr. med. vet., znanstvena savjetnica, naslovna docentica,
Hrvatski veterinarski institut, Zagreb, Hrvatska, dr. sc. Vesna DOBRANIC, dr. med. vet., izvanredna
profesorica, Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska
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odredivanju broja koagulaza pozitivnih
stafilokoka na podlogama pripremljenim
i skladiStenim u laboratorijskim uvjetima.

Baird-Paker hranjiva podloga

Prilikom odabira hranjive podloge za
odredivanje broja koagulaza pozitivnih
stafilokoka u wuzorcima hrane Baird-
Parker je Cest odabir, zbog mogucnosti
izolacije i odredivanja broja oStecenih
mikroorganizama bez neselektivnog
namnaZanja.  Baird-Parker  hranjiva
podloga s ,egg yolk tellurite” emulzijom
(BPA) je selektivna podloga za izdvajanje
i odredivanje broja koagulaza pozitivnih
stafilokoka iz hrane, vode, okolisa i
klinickih uzoraka. Baird-Parker (Baird-
Parker, 1962.) je razvio ovu hranjivu
podlogu iz tellurite—glicin recepture
preuzete od Zebovitz i sur. (1955.)
poboljsavsi njegovu pouzdanost
u izdvajanju koagulaza pozitivnih
stafilokoka iz hrane dodajuéi Zumanjak
jajeta kao dijagnosticki cimbenik i natrijev—
piruvat za zastitu i oporavak oStecenih
bakterijskih stanica. Zumanjak obogacuje
podloguidemonstrira aktivnost proteolize
(bistrenje  Zumanjka) vidljivu = kroz
stvaranje prozirne zone oko kolonije, koja
daljnjom inkubacijom postaje mutna Sto
je posljedica aktivnosti lipaze. Navedena
hranjiva podloga izmedu ostalog sadrzi
litijev—klorid i telurit koji inhibiraju

Tabela 1. Sastav Baird-Parker hranjive podloge

popratnu mikrofloru, dok piruvat i
glicin stimuliraju rast stafilokoka. Baird-
Parker hranjiva podloga moze sadrzavati
i sulfametazin, ako postoji sumnja na
prisutnost Proteus spp. u pretraZzivanim
uzorcima. Detaljnji prikaz sastava hranjive
podloge nalazi se u tabeli 1. Tipicne
kolonije koagulaza pozitivnih stafilokoka
su crne, sjajne, konveksne, promjera 1-5
mm okruzene zonom Sirine 2-5 mm. Jasna
se prstenasta zona pojavljuje 48 sati nakon
inkubacije kao rezultat lipolize i proteolize
podloge, a crna boja kolonija potjece od
redukcije telurita.

Uz Baird-Parker hranjivu podlogu,
koja je odredena kao obvezna normom
HR EN ISO 6888-1, konstantno se
razvijaju nove metode i hranjive podloge
za identifikaciju stafilokoka. Tako su
Schoeller i Ingham (2001.) usporedbom
,Baird Parker” i ,3M-Petrifilm rapid
Staphylococcus aureus” hranjive podloge
(PFRSA) ustvrdili da ,,PFRSA” moze
biti odgovarajuca alternativa za ,Baird-
Parker”. Ingham i sur. (2003.) proucavali
su sli¢nost ,,3M Petrifilm Staph Express”
i ,Baird-Parker” hranjive podloge u
odredivanju broja S. aureus iz uzoraka
hrane Zivotinjskog podrijetla.

Teramura i sur. (2010.) su usporedbom
,Compact dry X-SA” (CD-XSA) metode
s metodama koje koriste ,Mannitol
salt egg yolk“te Baird-Parker” hranjivu
podlogu kao i ,3M Petrifilm-STX”

Pepton iz kazeina (tripton)
Ekstrakt mesa

Ekstrakt kvasca

Natrij piruvat

Glicin

Litij klorid

Agar

Emulzija Zumanjka s kalij teluritom

Sulphametazine

10 g/L
5g/L
Tg/L

10 g/L

12 g/L
5g/L
15-20 g/L
50 mL/L
0,05 g/L
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metode, ustanovili kako je ,CD-XSA”
metoda odgovarajuca alternativa za
odredivanje broja S. aureusa u higijenskoj
kontroli hrane. Kim i Oh (2010.) su
usporedujudi razli¢ite hranjive podloge
(,Mannitol salt” (MSA), ,Baird-Parker”,
,Vogel Johnson”, ,RAPID Staph” i
,CHROM agar Staph aureus”) ustanovili
da sve, osim ,MSA”, pokazuju 100%-
tnu osjetljivost i specificnost. Iako je
Baird-Parker hranjiva podloga razvijena
jos polovicom proslog stoljeca, prema
navedenim radovima i svakodnevnoj
laboratorijskoj praksi njezina je uporaba
unatoc razvoju novih hranjivih podloga i
dalje nezamjenjiva i opravdana.

Materijali i metode
Hranjive podloge

U provedenom istraZivanju koristene

su Baird-Parker hranjive podloge
proizvodaca:
a) Baird-Parker agar, Merck

(Darmstadt, Germany), kat. br.
1.05406.0500

b) Baird-Parker agar, AES Chemunex

(Combourg, France), kat. br.
AEB150302
¢) Baird-Parker agar, Oxoid

(Basingstoke, United Kingdom),
kat. br. CM1127.

Hranjive podloge izradene su prema
uputama proizvodaca, nakon cega im
je odredena pH vrijednost, sterilnost i
produktivnost (fertilnost i selektivnost).
Razdijeljene u sterilne petrijeve zdjelice,
podloge su ohladene potom vakumirane
i skladistene pri temperaturi od 2 °C
do 8 °C radi ocuvanja vlage, smanjenja
mogucnosti kontaminacije i odrZanja
roka trajanja.

Provjera hranjive podloge referentnim
sojem

Provjera hranjive podloge provedena
je sojem ATCC 25923 Staphylococcus

aureus, na nacin da je bakterijska kultura
soja s Eskulin krvnog agara (EKA, Merck)
precijepljena u 100 mL BH bujona (Brain
heart broth, Merck) i inkubirana pri 37
°C tijekom 18-24 sata radi dobivanja
suspenzije priblizne gustoce 10% CFU/
mL. Nakon inkubacije pripremljena su
decimalna razrjedenja sve do 10* kako
bi se odredio porast bakterijskog soja
usporedno na odabranim selektivnim
podlogama  (Baird-Parker  hranjive
podloge proizvodaca Merck, Oxoid, AES
Chemunex) i neselektivnoj hranjivoj
podlozi za odredivanje ukupnog broja
aerobnih mezofilnih bakterija (Plate
count agar, PCA, Merck).

Hranjive podloge testirane su sojem
ATCC 25923 na dan njihove pripreme
te nakon jednog i dva mjeseca, do kada
su vakumirane bile skladiStene pri
temperaturi od 2 °C do 8 °C. Proizvodaci
ispitivanih ~ Baird-Parker = hranjivih
podloga navode njihov predvideni rok
trajanja, tako je preporuceni rok trajanja
proizvodaca AES dva dana, Merck
preporuca koristenje hranjive podloge
unutar mjesec dana, dok proizvodac
Oxoid ne navodi vremenski rok ved
preporuca koristenje svjeze hranjive
podloge uz redovitu provedbu kontrole.

Postupak odredivanja broja koagulaza
pozitivnih stafilokoka

Odredivanje broja koagulaza
pozitivnih  stafilokoka provedno je
prema normi HR EN ISO 6888-1.

Ukratko, uzorci mlijeka deseterostruko
su razrijedeni puferiranom peptonskom
vodom, pripremljena su razrjedenja
od 10" do 10° CFU/g te inokulirana na
povrsinu Baird-Parker hranjive podloge.
Inokulirane ploce inkubirane su 24 do 48
sati u inkubatoru pri 37 °C u aerobnim
uvjetima, nakon ¢ega su izbrojane porasle
tipi¢ne i atipicne kolonije.

Odabrano je pet tipicnih i pet
atipiénih kolonija iz dva sukcesivna
razrjedenja, preneseno u epruvetu s
BH bujonom i nacijepljeno na EKA radi
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Ispitni udio [x g ili x mL) /9 x mL puferirane peptonske vode (BPW) puferirane peptonske vode

U

1,0 mL na Baird-Parker hranjivu podlogu: inkubacija 24 do 48 sati + 2 sata na 37 °C

U

Odabir tipi¢nih i atipicnih kolonija i precijepljivanje na BH bujon i EKA

U

BH bjuon: Inkubacija 24 + 2 sata na 37 °C

U

Kuniéja plazma
Inkubacija 37 °C 6-4 sati i 24 sata

Dijagram 1. Postupak brojenja koagulaza pozitivnih stafilokoka

odredivanja morfoloskih karakteristika
bakterijskih kultura. Bujoni i krvni agari
su inkubirani pri temperaturi od 37 °C
tijekom 24 + 2 sata.

Za odredivanje koagulaze koriStena
je kunidja plazma (Merck), koja je nakon
pripreme razdijeljena u male epruvete
po 0,3 mL. Svakoj epruveti dodano je 0,1
mL BH bujona s bakterijskom kulturom,
nakon cega su inkubirane pri 37 °C u
vodenoj kupelji i sadrzaj pregledan
nakon 4 do 6 sati te ponovo nakon 24 sata
kako je prikazano u dijagramu 1.

Odredivanje broja koagulaza
pozitivnih stafilokoka u uzorcima
prirodno kontaminiranog sirovog
mijeka

Uzorci sirovog mlijeka pripremljeni
su prema normi HR EN ISO 6887-
5, dok je postupak odredivanja broja
koagulaza pozitivnih stafilokoka
prethodno opisan u cijelosti. Ukupno je
pretraZeno 64 uzoraka sirovog mlijeka
za koje je pretpostavljena kontaminacija
bakterijama roda Staphylococcus spp., a za
odredivanje broja koagulaza pozitivnih

stafilokoka iskoriStena su razrijedenja
u intervalima vrijednosti navedenih u
kriterijima za sirovo mlijeko namijenjeno
ljudskoj potrosnji pod tockom 3.1.4.
Vodi¢a za mikrobioloske kriterije za
hranu (Anonymus, 2011.).

Rezultati

Baird-Parker ~ hranjive  podloge
testirane su sojem ATCC 25923 kako bi se
usporedno odredio porast bakterijskog
soja na odabranim hranjivim podlogama.
Rezultati dobiveni testiranjem ATCC
25923 sojem na dan izrade hranjivih
podloga te nakon mjesec dana i dva
mjeseca izraZeni su u vrijednostima log, i
prikazani u tabeli 2.

Od ukupno 64 pretrazena uzorka
sirovog mlijeka, Cetiri su bila pozitivna
na prisutnost koagulaza pozitivnih
stafilokoka, dok za sojeve Staphylococcus
spp. izdvojene iz  preostalih 60
pretraZivanih uzoraka sposobnost tvorbe
koagulaze nije pronadena. Navedeni
rezultati prikazani su u tabeli 3. Izdvojene
koagulaza pozitivne kolonije imale su
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Tabela 2. Broj Staphylococcus aureus ATCC 25923 na Baird-Parker hranjivoj podlozi

.. Testiranje na dan Testiranje nakon Testiranje nakon
Hranjiva podloga . . .
izrade mjesec dana dva mjeseca

Oxoid 8,95
AES 8,99
Merck 8,55
PICA 8,59

Plate count agar

8,49 8,21
8,50 8,46
8,59 8,51
8,04 8,57

Tabela 3. Broj koagulaza pozitivnih i koagulaza negativnih stafilokoka dobiven iz uzoraka sirovog

mlijeka usporedbom triju hranjivih podloga

" Koagulaza pozitivni Koagulaza negativni
Hranjive podloge stafilokoki stafilokoki
3

Oxoid 60
AES 60
Merck 60

Tabela 4. Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka iz uzoraka sirovog mlijeka

Oxoid (log, ] AES (log,,) Merck (log, )

3,40
2 1,70
3 -
4 2,88

tipi¢nu morfologiju na svim Baird-Parker
hranjivim podlogama te tvorile hemolizu
na EKA. Detaljniji rezultati prikazani su
u tabeli 4. i izraZeni u vrijednostima log,

Rasprava
U infekcijama Zivotinja i ljudi
koagulaza pozitivnim stafilokokima

osobito je prisutna bakterija S. aureus.
Patogena je za ljude i Zivotinje, kod kojih,
uz druge bolesti, prouzro¢i mastitis i time
velike ekonomske gubitke. Najces¢i izvor
kontaminacije mlijeka bakterijama ove
vrste je vime bolesnih muznih Zivotinja.
Budu¢i da mijeko krava s klinickim
mastitisom nije prikladno za ljudsku
uporabu, narocito opasno je mlijeko
zivotinja sa supklinickim mastitisom koje
zavrSava u skupnom stajskom uzorku

3,38 3,32
1,78 1,70
1 1
2,81 2,88

s mlijekom zdravih Zivotinja. S. aureus
samo je jedan od kontaminanta koji
mogu biti prisutni u sirovom mlijeku
te predstavljati opasnost za zdravlje
ljudi. Cinitelji koji isto tako utjetu na
mikrobiolosku ispravnost mlijeka su
mogucnost  kontaminacije  prilikom
prikupljanja, obrade, distribucije i
skladiStenja mlijeka (LeJeune i Rajala-
Schultz, 2009.).

Ovim radom procijenjene su Baird-
Parker hranjive podloge razlicitih
proizvodaca, s obzirom na broj poraslih
karakteristicnih bakterijskih kolonijja i
izrazajnost morfoloskih karakteristika te
radi odredivanja moguceg roka trajanja
vezanog uzlaboratorijske uvjete pripreme
i skladiStenja. Rezultati pretrazivanja
sojem ATCC 25923 prikazani su u tabeli
2. i pokazuju podjednak broj poraslih
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kolonija na svim ispitivanim hranjivim
podlogama.  Rezultati  pretrazivanja
provedeni mjesec dana nakon izrade
podloga prikazuju kako na svim
testiranim hranjivim podlogama broj
kolonija S. aureus (ATCC 25923) nije
promijenjen, dok je ispitivanje provedeno
nakon dva mjeseca pokazalo slabiji porast
kolonija te mutniju i slabije izraZenu
prstenastu  zonu na Oxoid hranjivoj
podlozi, za razliku od Baird-Parker
podloge Merck i AES gdje ove promjene
nisu zabiljezene. Sukladno prikazanim
rezultatima prihvaceno je preporuceno
koriStenje svjeze pripremljenih podloga
radi odredivanja Sto tocnijeg broja
poraslih kolonija. Rezultati pretrazivanja
sirovog mlijeka na prisustvo koagulaza
pozitivnih stafilokoka prikazani su
u tabeli 3. i 4. te takoder pokazuju
podjednak broj poraslih kolonija na svim
ispitivanim hranjivim podlogama.

Rezultati ~ ukazuju  kako  su
pretrazivane hranjive podloge razlicitih
proizvodaca, za odabranu kategoriju
uzorka hrane, podjednako prikladne za
odredivanje broja koagulaza pozitivnih
stafilokoka.

Sazetak

Svrha predmetnog istrazivanja bila je
usporediti Baird-Parker hranjive podloge
razlic¢itih proizvodaca radi odredivanja one
najprihvatljivije u smislu pouzdanosti enu-
meracije karakteristicnih bakterijskih koloni-
ja, izrazajnosti morfoloskih karakteristika i
odredivanja moguceg roka trajanja obzirom
na laboratorijske uvjete pripreme i skladistenja
podloga. U radu su opisani rezultati testiranja
Baird-Parker hranjive podloge triju razlicitih
proizvodaca. Odredivanje moguceg roka tra-
janja provedeno je testiranjem ATCC sojem,
a na uzorcima sirovog mlijeka provedeno je
istrazivanje za odredivanje najprihvatljivije
podloge u smislu enumeracije i izrazajnosti
morfoloskih karakteristika. Testiranjem ATCC
sojem prihvaceno je koristenje svjeze pri-
premljenih hranjivih podloga za $to tocnije
odredivanje broja bakterijskih kolonija. Od

64 pretrazena uzorka sirovog mlijeka, Cetiri
su bila pozitivnha na prisutnost koagulaza
pozitivnih stafilokoka, dok u preostalih 60
pretrazenih uzoraka nije pronadena njihova
prisutnost. Dobiveni rezultati ukazuju kako
su pretrazivane hranjive podloge razlicitih
proizvodaca, za odabranu kategoriju uzorka
hrane, podjednako prikladne za odredivanje
broja koagulaza pozitivnih stafilokoka.

Kljucne rijeci: Baird-Parker hranjiva pod-
loga, ATCC soj, sirovo mlijeko
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Determination of Coagulase Positive Staphylococcus on Baird-

Parker Selective Media from Different Manufacturers

Dora STO]EVIC, DVM, Young Reseacher, Maja STEPANIC, DVM, Expert Associate, Andrea
HUMSKI, DVM, PhD, Scientific Advisor, Assistant Professor, Croatian Veterinary Institute, Za-
greb, Croatia; Vesna DOBRANIC, DVM, PhD, Associate Professor, Faculty of Veterinary Medi-

cine University of Zagreb, Croatia

The objective of this study was to
compare Baird-Parker agars from different
manufacturers to determine the most
acceptable agar for characteristic bacterial
colony enumeration, morphological
expression and probable expiration date,
consideringlaboratory preparationand storage
conditions. Baird-Parker agars from three
different manufacturers were included in the
study. Determination of probable expiration
date was conducted with an ATCC strain,
while determination of the most acceptable
agar for characteristic bacterial colony
enumeration and morphological expression

was conducted on raw milk samples. Testing
with the ATCC strain found that freshly
prepared agars were more acceptable for the
accurate determination of bacterial colony
counts. Of the 64 samples tested, four samples
were positive for the presence of coagulase
positive staphylococcus, while the remaining
samples were negative. The study results
indicate that all agars were equally suitable
for the determination of coagulase positive
staphylococcus for the selected food matrix.

Key words: Baird-Parker agar, ATCC strain,
Raw milk
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Procjena kakvoce osam
razlicitih vrsta meda

Bruno Calopek, Ksenija Markovié, Nada Vahié i Nina Bilandzi¢*

Uvod

Med je prirodna tvar koju proizvode
p¢ele medarice Apis mellifera te se
bez obzira na napredak industrije ne
moze konstituitati nekim proizvodnim
procesom. Naime, med c¢ini i do 200
razlicitih tvari (bjelancevine, slobodne
aminikiseline, vitamini, organske kiseline,
enzimi i minerali) i ima izvrsne nutritivne
vrijednosti i senzorska svojstva (Orhan
i sur, 2003.). Sastav i svojstva meda
ovise o botanickom podrijetlu nektara,
klimatskim uvjetima i svojstvima tla na
kojima je biljka rasprostranjena, pasmini
pcela te sposobnostima samog pcelara
(Bauer, 1999., Kaskoniené i Venskutonis,
2010.). Zbog izvrsne nutritivne vrijednosti
i ugodnih senzorskih svojstava te lake
probavljivosti od davnina je vazan
dio prehrane. Zbog svog sastava,
slatkoce i fizikalno-kemijskih svojstava
idealna je zamjena za konzumni Secer.
Sadrzi prirodnu mjeSavinu glukoze i
fruktoze (65%) te je stoga dobar izvor
ugljikohidrata (Silva i sur., 2009.). Danas
se sve viSe upotrebljava u industriji,
prije svega prehrambenoj kao dodatak
proizvodima. U Europskoj uniji se oko
10% meda koristi u proizvodnji hrane
dok je u SAD-u taj postotak u industriji
hrane ¢ak 60-80% (Ward i Boynton, 2010.).

Pojedine vrste meda blagotvorno
djeluju na poboljSanje  covjekova
zdravlja pa se med u svim civilizacijama

koristi i kao lijek. Poznato je njegovo
antibakterijsko, antifungalnoiantivirusno
djelovanje pri ¢emu je antibakterijska
aktivnost povezana sa sadrzajem Secera i
vlage, pH, sadrzajem vodikova peroksida
i fitokemijskim ¢imbenicima. Jedan je od
glavnih sastojaka tradicionalne medicine
te i danas ima vaznu ulogu u zastiti od
gastrointestinalnih  infekcija, kontroli
proljeva, lijecenju rana, suzbijanju upala,
saniranju infekcija, minimizaciji oziljaka,
lije¢enju sebori¢nog dermatitisa i gubitka
kose (Al-Waili 2001., Bogdanov i sur,
2008., Czipa i sur., 2015.).

Smatra se da danas postoji preko sto
razlicitih vrsta meda koji se razlikuju s
obzirom na nacin proizvodnje, odnosno
prezentiranja (cijedeni med, vrcani med,
presani med, filtrirani med, med u sacu,
med sa sa¢em ili med s dijelovima saca)
te obzirom na podrijetlo medonosnih bi-
ljaka na cvjetni ili nektarni med te med
podrijetlom od medne rose, odnosno
izlucevine kukaca (Hemiptera) na med-
ljikovac ili medun (Pravilnik, 2015.). Med
moze biti uniflorni i poliflorni. Uniflorni
med se oznacava prema odredenoj biljnoj
vrsti ako u netopljivom sedimentu sadrzi
najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne
vrste (Pravilnik, 2009., 2013.). Najznacaj-
ne i najzastupljenije vrste meda u Hrvat-
skoj su: bagrem (Robinia pseudoacacia L.),
kesten (Castanea sativa Mill.), lipa (Tilia

Bruno CALOPEK, mag. ing. prehr. inz., dr. sc. Nina BILANDZIC*, (dopisni autor, e-mail: bilandzic@
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L.), amorfa (Amorpha fructicosa L.), livadni
med, suncokret (Helianthus annus L.), ka-
dulja (Salvia officinalis L.), lavanda (Lavan-
dula officinalis L.), ruzmarin (Rosmarinus
officinalis L.) te vrijesak (Alluna vulgaris)
(Vahci¢ i Matkovic, 2009.).

Zahtjevi kakvoce meda u Republici
Hrvatskoj odgovaraju zahtjevima
Europske unijeidefinirani su Pravilnikom
o medu (EC, 2001., Pravilnik, 2015.). Med
ne smije sadrzavati umjetno dodane
aditive ili druge organske i anorganske
tvari strane njegovom sastavu. Drugim
rije¢ima, med ne smije imati strani okus
i miris, biti u stanju vrenja te imati
umjetno izmijenjenu kiselost ili biti
zagrijavan pri ¢emu bi prirodni enzimi
bili uniSteni ili inaktivirani. Glavni
kriteriji sastava meda koji se plasira na
trziste definirani Pravilnikom o medu
su: maseni udjel vode, ukupna koli¢ina
slobodnih kiselina, elektricna vodljivost,
udjel reducirajucih Secera, udjel saharoze
te udjel hidroksimetilfurfurala.

Cilj ovog rada je odredivanje
fizikalno-kemijskih pokazatelja u osam
vrsta meda te na temelju dobivenih
rezultata procjena njegove kvalitete
prema zahtjevima Pravilnika o kvaliteti
meda (Pravilnik, 2015.).

Materijali i metode
Uzorkovanje meda

Ukupno 131  uzoraka  meda
proizvedenih tijekom 2011. godine
uzorkovano je mna teritoriju cijele

Hrvatske. Uzorkovano je osam vrsta
meda u broju: 24 bagrema, 40 kestena,
21 cvjetni, 26 livada, 6 lipa, 3 kadulje, 4
sumska i 7 medljikovca. Uzorci meda (250
g) uzorkovani su u staklene posude i do
analiza ¢uvani su na sobnoj temperaturi.

Priprema uzorka meda za analize
Priprema uzoraka meda prije analiza
fizikalno-kemijskih pokazatelja ovisi o
konzistenciji meda (International Honey
Commission, 2009.). Med u tekuéem
stanju se prije pocetka analize polako

promijesa Stapicem ili se protrese.
Granulirani med priprema se tako da se
zatvorena posuda stavi u vodenu kupelj
i zagrijava 30 min. na temperaturi od 60
°C, a prema potrebi i na 65 °C. Tijekom
zagrijavanja mozZe se promijesati Stapi¢em
ili kruzno protresti, a zatim brzo ohladiti.
Med se ne zagrijava u slucaju kada se
odreduje hidroksimetilfurfural.

Med se sa sadrzajem stranih
tvari (vosak, dijelovi pcela ili dijelovi
saca) zagrijava u vodenoj kupelji na
temperaturi od 40 °C, a zatim procijedi
kroz tkaninu, koja se stavlja na ljepilo
zagrijavano toplom vodom. Uzorci meda
u sacu pripreme se tako da se sace otvori,
procijedi kroz Zi¢ano sito s kvadratnim
otvorima promjera 0,5 mm x 0,5 mm.
Ako dio saca i voska prode kroz sito,
uzorak se zagrijava u vodenoj kupelji na
temperaturi od 60 °C, a prema potrebi
zagrijava se 30 min. i na 65 °C. Za vrijeme
zagrijavanja promijeSa se Stapicem ili
protrese kruznim pokretima, a zatim

brzo ohladi.

Odredivanje fizikalno kemijskih
pokazatelja

Sve metode koje su primjenjene u
ovome radu provedene su prema upu-
tama za pojedini pokazatelj odredivanja
koji je definirao Medunarodni odbor za
med (International Honey Commission,
2009.). U svim uzorcima meda prove-
dena je analiza sljedec¢ih fizikalno-ke-
mijskih pokazatelja: maseni udio vode,
ukupna kiselost, elektricna vodljivost,
maseni udio reducirajué¢ih Secera, ma-
seni udio saharoze te udio hidroksime-
tilfurfurala (HMF). Zbog sloZenosti me-
toda ovdje su navedeni samo osnovni
principi odredivanja.

Odredivanje udjela vode u medu (%)
provedeno je metodom koja se temelji na
refraktometrijskom odredivanju. Indeks
refrakcije uzorka se odredi refraktome-
trom pri temperaturi od 20 °C te se teme-
ljem odredenog indeksa refrakcije izracu-
nava koli¢ina vode (% m/m).
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Odredivanje kiselosti meda (mmoL/
kg) =zasniva se na titraciji uzoraka
otopinom natrijeva hidroksida uz
primjenu  fenolftaleina do  pojave
svijetloruZicaste boje.

Odredivanje elektricne vodljivosti
(mS/cm) meda provodi se mjerenjem
elektricne  vodljivosti u  20%-tnim
otopinama meda pomoc¢u konduktometra
na nacin mjerenja elektricne otpornosti
koja je obrnuto proporcionalna elektri¢noj
vodljivosti.

Odredivanje reduciraju¢ih  Secera
(g/100g, %) temelji se na redukciji
Fehlingove otopine (otopina bakrova
sulfata i otopina kalijeva natrijeva
tartarata i natrijeva hidroksida) titracijom
pomocu otopine reducirajuc¢ih Secera
iz meda. Kao indikator se upotrebljava
metilensko modro bojilo.

Odredivanje udjela saharoze (g/100g,
%) zasniva se na hidrolizi saharoze,
redukciji Fehlingove otopine titracijom
reducirajuéim Sederima iz hidrolizata
meda uz metilensko modro bojilo.

Odredivanje wudjela HMF-a (mg/
kg) provodi se metodom po Winkleru.
Alikvoti otopine meda, otopine
p-toluidina i barbiturne kiseline se
pomijesaju, a boja koja pritom nastaje
mijeri se u odnosu na slijepu probu u
kivetama promjera 1 cm na valnoj duljini
od 550 nm.

Statisticka analiza

Statisticka analiza dobivenih
rezultata fizikalno-kemijskih pokazatelja
provedena je koriStenjem Microsoft
Excel programa, a izracunati statisticki
pokazatelji ~ uklju¢ivali su  srednju
vrijednost i standardnu devijaciju (SD) te
raspon (minimum-maksimum).

Rezultati i rasprava

Med je prirodna namirnica i njegova
uporaba i potraznja je sve raSirenija u
razli¢itim aspektima covjekova Zzivota.
Stoga je kontrola i ispitivanje njegove

kvalitete  obvezno, primarno radi
zastite potroSaca. Fizikalno-kemijska i
senzorska svojstva su glavna obiljeZja u
razumijevanju kakvoce meda. U ovome
radu provedene su analize fizikalno-
kemijskih pokazatelja u osam vrsta
meda. U tabeli 1 su prikazani rezultati
odredivanja pokazatelja masenog udjela
vode, ukupne kiselosti, elektricne
vodljivosti, masenog udjela reducirajucih
Secera i saharoze te udjela HMF-a.

Ugljikohidrati i voda ¢ine glavne
sastojke meda te se i fizikalno-kemijske
karakteristike odreduju koli¢inom i
odnosom izmedu pojedinih Secera i
vode. Ovisno o vrsti meda ugljikohidrati
¢ine 95-99% suhe tvari, odnosno 73-
83% ukupne tvari meda. Slatko¢u medu
daju Seceri fruktoza, glukoza, saharoza
i maltoza. Dva monosaharida fruktoza i
glukoza zastupljeni su u rasponu od 88%
do 95% ukupnih ugljikohidrata te tako
imaju najvedi utjecaj na fizikalna svojstva
meda odnosno gustocu, viskoznost,
ljepljivost, sklonost kristalizaciji,
higroskopnost i mikrobiolosku aktivnost
(Vah¢i¢iMatkovi¢, 2009.). Omijer fruktoze
i glukoze odreden je vrstom meda te se
kreée od 1/1 do 1,2/1 (Ojeda de Rodriguez
i sur.,, 2004.). Udio disaharida saharoze u
medu je do 10% i pri kontroli kakvoce
meda vaZan je pokazatelj krivotvorenja
meda prihranom pcela Se¢erom, odnosno
saharozom ili direktnim dodavanjem
Secera u med (Vahci¢ i Matkovi¢, 2009.).
Prema Pravilniku, udio reducirajucih
Secera za cvjetni med mora biti najmanje
60g/100g, odnosno za medljikovac,
mjesavine mediljkovca i cvjetnog meda
najmanje 45g/100g, a udjel saharoze ne
vec¢i od 5 g/100g te za bagrem najvise
10g/100g (Pravilnik, 2015.).

U svim ispitivanim uzorcima osam
vrsta meda udio reducirajucih Secera bio
je iznad 60 g/100 g te se kretao u rasponu
od 64,1 do 74,3 g/100 (%). Od ukupno 131
uzorka meda u svega 4 uzorka (livada,
dva od kestena i kadulja) utvrdeno je da
ne udovoljavaju postavljenom Kkriteriju
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Tabela 1. Rezultati fizikalno-kemijskih analiza u uzorcima osam vrsta meda.

Deskrip- | Reducira- | Kolicina
Vrsta meda tivna juci Seceri | saharoze
statistika | (g/100g) | (g/100g)
Sred. vrij. 71,1 1,55
Bagrem
(n=24) SD 1,85 1,20
Raspon 66,9-74,0  0,05-4,59
Sred. vrij. 70,6 1,39
Kesten
(n = 40) SD 1,56 1,53
Raspon 66,8-74,0  0,05-6,30
Sred. vrij. 70,4 1,41
Cvjetni
(n=21) SD 1,79 1,15
Raspon 66,2-74,3  0,05-3,93
Sred. vrij. 70,1 1,67
SD 1,89 1,56
Raspon 65,0-73,8 0,25-6,36
Sred.vrij. 71,4 1,49
SD 1,66 1,377
Raspon 69,7-74,3  0,0-3,69
Sred. vrij. 69,5 2,75
LU sD 3,31 3,47
(n=3)
Raspon 66,1-72,7  0,59-6,75
Sred. vrij. 69,7 0,81
SD 0,92 0,79
Raspon 68,8-70,9  0,05-1,92
Sred. vrij. 67,9 1,24
Medljikovac sD 2,02 0,55
(n=17)
Raspon 64,1-70,7  0,20-1,92

za saharozu te je najvisa koncentracija
saharoze od 6,75% utvrdena u medu
kadulje. U prijaSnjem istrazivanju udjela
reducirajucih Secera u razlicitim vrstama
meda prikupljenih u periodu 2003.-
2005. na podrudju Hrvatske utvrdeni
su sliéni rezultati od 67,4% do 73,1%
(Sari¢ i sur., 2008.). Najvisi postotak je
utvrden u medu kestena u sezoni 2003.
Udjeli saharoze su se kretali od 1,1% do
najvise vrijednosti od 8,7% utvrdene u
medljikovcu (sezona 2004.). Pri tome su
najvece pojedinacne vrijednosti saharoze

Kolic¢ina Kiselost HME Elek.t.ri(:na
vode (mmolL/ (ma/ka) vodljivost
(%) kg) (mS/cm)
16,1 8,88 6,22 0,16

0,95 1,39 8,14 0,036
14,8-18,6  7,0-12,0 0,77-38,9 0,11-0,23
16,8 12,4 5,40 1,58

1,11 4,67 5,09 0,23
14,8-19,8  7,0-31,0 0,38-22,7 1,12-1,99
16,2 18,3 5,80 0,58

1,12 6,77 6,99 0,29
14,1-18,0 10,0-28,0 0,38-10,8 0,22-1,26
16,9 22,2 6,78 0,78

1,18 6,55 5,32 0,25
14,9-19,3 10,0-38,0 0,58-18,1 0,42-1,34
16,3 12,0 9,51 0,80

1,02 3,34 1.4 0,21
15,5-17,8  7,0-17,0 20322‘ 0,61-1,09
16,1 16,7 12,9 0,55

0,60 3,21 13,9 0,34
15,5-16,8 13,0-19,0 3,65-28,8 0,33-0,95
15,6 22,0 5,28 1,28

1,14 7,07 7,13 0,15
14,8-17,2 15,0-24,0 0,38-15,7 1,07-1,43
15,3 22,4 2,74 1,33

1,37 6,55 1,08 0,31
14,2-17,9  13,0-34,0 1,34-4,80 1,01-1,73

odredene u planinskom livadom medu
od 10,7% te medljikovcu od 10,5%. Slicne
udjele reducirajucih Secera (67,9%11,24%)
i saharoze u medu medljikovcu odreden
je i u prijasnjem istrazivanju (75% i 1,4%)
ovog meda u Hrvatskoj (Primorac i sur.,
2009.). U prijadnjim istraZivanjima u
razlicitim vrstama meda u Brazilu i Indiji
reducirajudi Seceri utvrdeni su u rasponu
od 53,2% do 80,0%, dok su udjeli saharoze
bili 0,1% i 27,4% (Komatsu i sur., 2002.,
Anupama i sur., 2003.).
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Zbog visokog udjela Secera med je
vrlo higroskopan te u kontaktu s vlaznim
zrakom moze apsorbirati odredenu
koli¢inu vode, a veliki postotak vode
u medu moze stvarati probleme pri
obradi, procesiranju i skladistenju
(Vah¢i¢ i Matkovié, 2009.). Sadrzaj vlage
u medu ovisi o klimatskim uvjetima,
godisSnjem dobu i stupnju zrelosti
meda. Visoki sadrzaj vlage c¢ini med
podloznim fermentaciji, kvarenju i
gubitku okusa S$to rezultira znatnim
padom kvalitete (Downey i sur., 2005.,
Baroni i sur., 2006.). Dok vecina bakterija
raste u neutralnom i blago luznatom
mediju, kvasci i plijesni mogu rasti i u
kiselom medjiju (pH 4,0-4,5) (Conti, 2000.).
Propisi EU zahtijevaju koli¢inu vlade do
najvise 20% u svim vrstama meda osim
za med vrijeska za koji je dopusteno do
23% (EC, 2001.).

U ovom istrazivanju maseni udio
vode u 8 vrsta meda odreden je u
rasponu od 14,1% do 19,8% te svi
uzorci udovoljavaju propisanom %-tku
vlage. Udio vlage ispod 20% isto tako
je utvrden u razlic¢itim vrstama meda iz
Maroka u rasponu od 13,1% do 20,0%
(Terrab i sur., 2002.), u razli¢itim vrtama
meda iz Argentine u rasponu 16,4%-
18,1% (Malacalza i sur., 2005.), u medu
iz Portugala u rasponu 13,5%-19,7%
(Silva i sur., 2009.) kao i medu iz Indije
u rasponu od 17,2% do 20,0% (Saxena
i sur, 2010.). U prijasSnjem istrazivanju
u Hrvatskoj u samo 2 od 254 uzoraka
meda utvrden je maseni udio vode
iznad 20% (medljika 20,2%, cvjetni med
20,6%) (Sari¢ i sur., 2008.). Visoki postotci
vlage od 42,27% do 52,89% utvrdeni
su u medu kestena iz Italije (Neri i sur.,
2010.). Isto tako, u uzorcima Sumskog
meda iz Malezije utvrdeno je 30,0% do
37,7% vlage (Chua i sur., 2012.). Visoki
postotak vlage tijekom skladistenja moze
prouzrociti fermentaciju  djelovanjem
kvasaca te neZeljena fermentacija moze
rezultirati formiranjem etilnog alkohola i
ugljikovog dioksida. Alkohol moze dalje

oksidirati u octenu kiselinu i vodu Sto
prouzrodi kiseli okus. Stoga je % vlage
u medu glavni kriterij odredivanja roka
trajanja meda.

Udio HMF-a (ciklicki aldehid
nastao dehidracijom fruktoze i glukoze)
se prvotno koristio kao indikator
krivotvorenja meda pri ¢emu se njegova
koncentracija povecavala proporcionalno
porastom temperature. Medutim, HMF je
prisutan u maloj kolicini i u prirodnom
medu (<1 mg/kg). Koncentracija HMF-a u
medu ovisna je o vrsti meda, odnosno pH-
vrijednosti, udjelu kiselina, udjelu vlage
i o izloZenosti svjetlosti (Fallico i sur,
2004., Spano i sur., 2005.). U pojedinim
vrstama meda, kao $to je kesten s visokim
pH, ni pri dugom zagrijavanju na 50 °C
(na primjer 6 dana) ne dolazi do stvaranja
HMF-a (Fallico i sur.,, 2004.). Danas se
udio ove tvari koristi kao pokazatel;
svjezine i pregrijavanja meda, a izrazito
visoke vrijednosti iznad 100 mg/kg jos
uvijek mogu indicirati krivotvorenje
meda (Vah¢i¢ i Matkovi¢, 2009.).
Dopusteni udio HMF-a prema propisima
EU te hrvatskoj legislativi iznosi 40 mg/
kg (EC, 2001., Pravilnik, 2015.).

U ovom istrazivanju koncentracije
HMF-a su se kretale u rasponu od 0,77
do 38,9 mg/kg te se moze zakljuciti da svi
analizirani uzorci meda zadovoljavaju
dopustenim vrijednostima. Sli¢no je
utvrdeno i pri odredivanju koncentracija
HMF-a u razli¢itim portugalskim vrstama
meda koje su se kretale izmedu 2,45 i
32,75 mg/kg (Silva i sur., 2009.), odnosno
u raznim vrstama meda iz Irske izmedu
1,4 i 37,3 mg/kg (Downey i sur., 2005.).
Prijasnji radovi pokazuju da razlike u
koncentraciji HMF-a u uzorcima meda
prikupljenim tijekom istog razdoblja
mogu biti posljedica varijacija klimatskih
uvjeta izmedu neka dva podrucja (Baroni
isur., 2006.).

Med sadrzi niz organskih kiselina
kao Sto su limunska, mravlja, octena,
maslac¢na, mlijecna, piroglutaminska,
vinska, jabucna, oksalna i benzojeva, a
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najzastupljenija je glukonska kiselina
koja nastaje kao produkt djelovanja
enzima glukoza oksidaze na glukozu.
Identificirano je devetnaest organskih
kiselina u medu koje se mogu Koristiti
za karakteriziranje razlicitih vrste meda
(Suarez-Luqueisur., 2002.). Koncentracija
limunske kiseline se moze koristiti kao
pouzdan pokazatelj za razlikovanje dvije
glavne vrste meda, odnosno cvjetnog
i medljikovca. Visoke koncentracije
jabucne, limunske i jantarne kiseline (304-
509 mg/kg) utvrdene su u medu kestena
za razliku vrlo niskih koncentracija u
medu eukaliptusa (38-70 mg/kg) (Suarez-
Luque i sur, 2002.). Ukupna kiselost
je vazan pokazatelj kakvoce meda, a
pH vrijednosti meda su u rasponu od
3,2 do 6,5 (Vahci¢ i Matkovié, 2009.).
Naime, udio kiselina u medu znatno
utjece na fermentacijske procese, a zbog
prisutnosti mnogih organskih kiselina
u obliku estera dolazi do utjecaja na
miris i okus. Visoka kiselost nastaje kao
posljedica fermentacije meda, odnosno
fermentacije alkohola u organske kiseline
tijekom nekog vremena (Huidobro i sur.,
2001.). Niski pH meda inhibira prisutnost
i rast mikroorganizama i doprinosi
kompatibilnosti meda s mnogim
prehrambenim proizvodima u smislu
pH i kiselosti (Gomes i sur., 2011.). Tako
je kiselost od velike vaznosti za vrijeme
vrcanja i skladiStenja meda, jer utjece na
njegovu teksturu, stabilnost i trajnost.
Kiselost se u medu izracunava kao
slobodna, laktonska i ukupna kiselost
(Downey i sur., 2005.). Slobodna kiselost
izrazava prisutnost organskih kiselina,
narocito glukonske kiseline koja je u
ravnotezi s odgovaraju¢im laktonima i
nekim anorganskim ionima kao Sto su
fosfati ili sulfati. Laktonskom kiselosti
se podrazumijeva rezervna kiselost u
slucaju kada med postaje alkalan. Ukupna
kiselost je zbroj slobodne i laktonske
kiselosti (Terrab i sur., 2002.). Direktivom
EU, odnosno prema Pravilniku najvisa
dopustena koli¢ina slobodnih kiselina je 50

mmol/kg (meqg/kg) (EC, 2001., Pravilnik,
2015.). U ovome istrazivanju koje obuhvaca
8 vrsta meda kiselost je odredena u
rasponu od 8,88 do 22,4 mmol /kg. Najvisa
vrijednost od 38,0 mmoL/kg odredena je
u livadnom medu. Sli¢an raspon kiselosti
utvrden je i u prijaSnjem istrazivanju u
Hrvatskoj od 7,3% do 21,4% kao Sto je i
u uzorcima kestena izmjerena kiselost
od 11,6 do 12,4 mmoL/kg Sto se takoder
podudara s 12,4% odredenim u uzorcima
kestena u ovome istraZivanju (Sari¢ i sur.,
2008.). U medu medljikovcu iz Makedonije
i Hrvatske utvrdene su razlike u ukupnoj
kiselosti, odnosno koncentracije od 49,5 i
31,5 mmolL/kg (Primorac i sur., 2009.). U
ovome istraZivanju odredena je ukupna
kiselost od 22,4 mmoL/kg u toj vrsti
meda. U razli¢itim vrstama meda iz Irske,
odnosno Spanjolske kiselost se kretala
u rasponima 21,2-55,9 megq/kg, odnosno
17,0-51,5 meq/kg (Downey i sur.,, 2005.,
Silva i sur., 2009.). U Sest vrsta meda iz
Indije ukupna kiselost se kretala od 31,39
do 47,37 mEq/kg (Saxena i sur., 2010.).
Elektri¢na vodljivost je svojstvo koje
uvelike ovisi o prisustvu koncentracije
mineralnih soli, organskih kiselina i
proteina u uzorcima meda (Chua i sur.,
2012.). Stoga, Sto je ukupan sadrzaj
mineralnih tvari vedi, veca je i elektricna
vodljivost. S druge strane, elektri¢na
vodljivost je u negativnoj korelaciji s
koli¢inom vlage u uzorcima meda. Zbog
jednostavnosti i brzine odredivanja danas
se sve viSe koristi u rutinskoj kontroli
kakvode meda, a umjesto odredivanja
udjela pepela. Ovaj pokazatelj pokazuje
veliku varijabilnost u skladu s botanickim
podrijetlom meda te je vazan pokazatelj
razlikovanja vrsta meda obzirom na
botanicko podrijetlo (Terrab i sur., 2002.).
Prema Pravilniku o medu odredena
je elektri¢na vodljivost od (mS/cm): naj-
vise 0,8 za sve vrste meda; najmanje 0,8
za med medljikovac i med od kestena i
njihove mjeSavine; iznimke su med od
planike, vrijesa, eukaliptusa, lipe, vrije-
ska, manuke i cajevca (Pravilnik, 2015.).
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U ovome istrazivanju u 63 uzorka meda
bagrema, cvjetnog, livadnog i meda kadu-
lje odredena je elektri¢na vodljivost ispod
0,8 mS/cm. Medutim, vodljivost iznad 0,8
mS/cm utvrdena je u 20 uzoraka meda: 4
Sumska, 10 livadna, 4 cvjetna i 2 lipe. Po-
vecane vrijednosti vodljivosti odredene
su za kestenov med i medljikovac sa sred-
njim vrijednostima od 1,58 i 1,33 mS/cm
§to odgovara zahtjevima Pravilnika. Naj-
niza srednja vrijednost vodljivosti od 0,16
mS/cm odredena je u medu bagrema. Li-
pin med je pokazao vrijednosti u rasponu
0,61 do 1,09 mS/cm $to je zadovoljavajuce
po Pravilniku. U razli¢itim vrstama meda
iz Irske, odnosno Portugala odredene
su vodljivosti u rasponu od 0,11 do 0,48
mS/cm, odnosno 0,106 do 0,636 mS/cm
(Downey i sur., 2005., Silva i sur., 2009.).
Medutim, u ovome radu povisena, odno-
sno nesukladna vrijednost elektri¢ne vod-
ljivosti od 1,07 do 1,43 mS/cm utvrdena je
u sva 4 ispitivana uzorka sumskog meda,
a Sto se podudara s prije utvrdenim vri-
jednostima u Sumskom medu iz Hrvatske
od 1,04 do 1,27 mS/cm (Sari¢ i sur., 2008.),
kao i vrijednostima za Sumski med iz
Malezije izmjerenim u rasponu 1,07-1,48
mS/cm (Chua i sur., 2012.).

U zakljucku, kontrolom Sest fizikalno-
kemijskih pokazatelj utvrdeno je da
ukupno 109 ispitanih uzoraka meda,
osam razlicitth vrsta, zadovoljava
kriterije propisane Pravilnikom o medu.
Ukupno 22 uzorka meda ne udovoljavaju
kriterijima za sljedeca dva pokazatelja:
4 uzorka obzirom na udjel saharoze (1
livada, 2 kestena i 1 kadulja); 18 uzoraka
obzirom na elektricnu vodljivost (4
$umska, 10 livadnih i 4 cvjetna).

Sazetak

U ovome istrazivanju sakupljen je
ukupno 131 uzorak osam razli¢itih vrsta
meda: 24 bagrema, 40 kestena, 21 cvjetni,
26 livada, 6 lipa, 3 kadulje, 4 Sumska i 7
medljikovaca. Kao glavni kriteriji sastava u
svrhu procijene kvalitete u uzorcima meda

prema Pravilniku o medu, odredeni su
fizikalno-kemijski pokazatelji: maseni udio
vode, ukupna kiselost, elektricna vodljivost,
udio reducirajucih Secera i saharoze te udio
hidroksimetilfurfurala. U svim ispitivanim
uzorcima osam vrsta meda udio reducirajucih
Secera bio je iznad propisanih 60%, odnosno u
rasponu od 64,1% do 74,3%. Za samo 4 uzorka
meda (1 livada, 2 kestena, 1 kadulja) utvrdeno
je da ne udovoljavaju postavljenom kriteriju
za saharozu (< 5%) te je najvisa koncentracija
saharoze od 6,75% utvrdena u medu kadulje.
Svi uzorci zadovoljavaju kriterij masenog
udjela vode ispod 20%, a odredeni su u
rasponu od 14,1% do 19,8%. Koncentracije
hidroksimetilfurfurala su se kretale u rasponu
od 0,77 do 38,9 mg/kg, odnosno svi uzorci
meda su ispod propisane vrijednosti od 40
mg/kg. Ukupna kiselost u uzorcima odredena
je u rasponu od 8,88 do 22,4 mmoL/kg (ispod
dopustenih 50 mmoL/kg), a najvisa vrijednost
od 38,0 mmoL/kg odredena je u livadnom
medu. U 63 uzorka meda bagrema, cvjetnog,
livadnog i kadulje odredena je elektricna
vodljivost ispod propisanih 0,8 mS/cm.
Vrijednosti iznad 0,8 mS/cm utvrdene su u
20 uzoraka meda: 4 Sumska, 10 livadnih, 4
cvjetna i 2 lipe. Povecane vodljivosti odredene
su za kestenov med i medljikovac sa srednjim
vrijednostima od 1,58 i 1,33 mS/cm Sto
udovoljava zahtjevima Pravilnika o medu.
Najniza srednja vrijednost vodljivosti od
0,16 mS/cm odredena je u medu bagrema. U
zakljucku, kontrolom Sest fizikalno-kemijskih
pokazatelja u ukupno 109 ispitanih uzoraka
meda osam razlicitih vrsta meda, zadovoljava
kriterije propisane Pravilnikom o medu.
Ukupno 22 uzorka meda ne udovoljava
kriterijima obzirom na dva pokazatelja, udjel
saharoze, odnosno elektricne vodljivosti.

Kljucne rijeci: uniflorni med, poliflorni med,
medljikovac, fizikalno-kemijski pokazatelji, kakvoéa
meda
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In this study, a total of 131 samples were
collected of eight different types of honey: aca-
cia (24), chestnut (40), multiflower (21), multi-
flower meadow (26), lime (6), sage (3), forest
(4) and honeydew (7). Pursuant to the Ordi-
nance on honey, physico-chemical parameters
were examined to assess the quality of honey
samples: moisture content, total acidity, elec-
trical conductivity, reducing sugars content,
sucrose content and hydroxymethylfurfural
content. In all tested samples, the proportion
of reducing sugars was above the prescribed
60% and ranged from 64.1% to 74.3%. Only
four honey samples (one each meadow and
sage, two chestnut) did not meet the sucrose
criteria (<5%) and the highest sucrose concen-
tration of 6.75% was found in sage honey. All
samples met the criteria for moisture content
(<20%) and ranged from 14.1% to 19.8%. Hy-
droxymethylfurfural concentrations ranged
from 0.77 to 38.9 mg/kg and all samples met
the prescribed value (< 40 mg/kg). Total acid-
ity was determined in the range from 8.88
to 22.4 mmoL/kg (under the permissible 50

mmol/kg), and the highest value of 38.0 mmol/
kg was determined in a multiflower meadow
honey. In 63 samples of honey (acacia, multi-
flower, multiflower meadow and sage), elec-
trical conductivity was found to be below the
prescribed 0.8 mS/cm. Values above 0.8 mS/cm
were found in 20 samples of honey (4 forest,
10 multiflower meadow, 4 multiflower and 2
lime). Increased conductivity was determined
for chestnut and honeydew honey, with av-
erage values of 1.58 and 1.33 mS/cm, which
meets the requirements. The lowest mean
conductivity of 0.16 mS/cm was determined
for acacia honey. In conclusion, the six tested
physico-chemical parameters met the stipu-
lated criteria pursuant to the Ordinance on
honey in 109 samples of eight different honey
types. A total of 22 honey samples failed to
meet the criteria for two parameters, the su-
crose content and electrical conductivity.

Key words: Monofloral honey, Multifloral
honey, Honeydew, Physico-chemical parameters,
Honey quality
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Odjel za veterinarsko javno zdravstvo

Laboratorij za mikrobiologiju hrane biljeZi poCetak rada od samog osnutka Hrvatskog veterinarskog instituta 1933. godine.
Laboratorij za svoju temeljnu djelatnost ima provjeru uskladenosti mikrobioloSke ispravnosti hrane Zivotinjskog podrijetla sa
zakonskim propisima, te nadzor nad uzro¢nicima bolesti koje se prenose hranom u svrhu zastite zdravlja ljudi.

S ciljem uskladivanja rada s medunarodnim zahtjevima, uvodenje standardiziranih metoda ispitivanja uspjesno je dovrSen
dobivanjem akreditacije prema normi 17025 s dvadeset i dvije ISO i AOAC akreditirane ispitne metode.

Laboratorij sudjeluje u projektima s tematikom zdravstvene ispravnosti hrane, analize rizika; suradnjom s institucijama kao
Sto su Ministarstvo poljoprivrede, Hrvatska agencija za hranu, Hrvatski zavod za norme, Hrvatska akreditacijska agencija; te
provodi edukaciju subjekata u poslovanju s hranom.

Laboratorij za odredivanje rezidua je zaduZen za kontrolu ostataka zabranjenih tvari, veterinarskih lijekova i kontaminanata
u hrani Zivotinjskog podrijetla te hrani za Zivotinje. U svome radu primijenjuje orijentacijske analize te potvrdne metode at-
omske apsorpcijske spektrometrije, tekucinske i plinske kromatografije s masenom detekcijom. U 2010. g. Laboratorij je
proglaSen Nacionalnim referalnim laboratorijom (NRL) za rezidue.

Laboratorij provodi ukupno 51 metodu te odreduje: zabranjene supstance (kloramfenikol, metabolite nitrofurana, dapson);
veterinarske lijekove, kokcidiostatike, kontaminanate (kemijske elemente: arsen, olovo, kadmij, ziva, bakar, selen i cink),
organoklorirane i organofosforne pesticide, piretroide i karbamate, bezno(a)piren te aflatoksin M1, boje (malahitno i leukoma-
[ahitno zelenilo) te vrstu mesa.

Sudjeluje u tri monitoringa ugovorom definirana sa Ministarstvom poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja: Drzavni program
monitoringa rezidua, Monitoring granicnih prijelaza i Monitoring hrane za Zivotinje.

Laboratorij za mikrobiologiju hrane za Zivotinje od 1976. godine provodi analize uklju¢ene u probleme Zivotinja u vezi s
nepravilnom hranidoom, temeljem kojih se radi procjena podobnosti predmetne hrane za Zivotinje. Od 2008. godine analize
se provode standardiziranim metodama akreditiranim prema normi 17025. BakterioloSka pretraga hrane za zivotinje Koristi se
smijesa, te od saprofitskih bakterija i plijesni koje u povecanom broju mogu naskoditi zdravlju Zivotinja.

Pretraga na prisutnost tkiva toplokrvnih Zivotinja za dokazivanje prisutnosti animalnih proteina podrijetlom od prezivaca upora-
bom mikroskopske pretrage, te pretrage za detekciju mesno-koStanog brasna prezivaca, proizvoda koji potjecu od prezivaca,
te govede DNA u krmivima i krmnim smjesama.

HematoloSke i biokemijske pretrage koje se obavljaju u svrhu odredivanja metabolickog statusa Zivotinja.

Laboratorij za analiticku kemiju

Djelatnost Laboratorija za analiticku kemiju zasniva se na provedbi Sirokog spektra kemijskih analiza primjenom brojnih akred-
itiranih standardnih i internih analitickih metoda.

Analitika hrane za Zivotinje provodi se odredivanjem osnovnih kemijskih parametara te minerala i soli u razlicitim sirovinama,
krmnim smjesama i ostaloj hrani za Zivotinje. Pretrage ukljucuju i odredivanja mikotoksina kao toksicnih sastojaka.

Analitika se namimica Zivotinjskog podrijetla sastoji u ispitivanju pokazatelja kakvoce kao i zdravstvene ispravnosti kroz
odredivanje kolicine razlicitih aditiva u gotovim proizvodima.

U Laboratoriju se provode i ispitivanja tvari s anabolickim ucinkom (stilbeni, prirodni i sintetski steroidi, beta-adrenergicki
agonisti i ostalo) u razlicitom bioloSkom materijalu te interpretacija utvrdenih razina analita.

Laboratorij za analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka

U Laboratorij za analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka obavlja se provjera kvalitete domacih i uvoznih VMP-a i
znanstveno-struéna procjena dokumentacije o VMP-ima u svrhu dobivanja i produljenja odobrenja i promjena za stavljanje
VMP-a u promet.

Laboratorij je 2009.godine rekonstruiran, opremljen je suvremenom opremom za analize lijekova. Provjera kvalitete provodi
se od 2007. akreditiranim se metodama visokodjelatne teku¢inske kromatografije (HPLC), spekirofotometrijskom metodom i
plinskom kromatografijom (GC).

0d 2006. godine strucnjaci Laboratorija aktivno suraduju sa znanstveno-stru¢nim odborima Europske agencije za lijekove
(EMA), Europskim direktoratom za kvalitetu lijekova (EDQM) i Sluzbenim laboratorijem za kontrolu medicinskih proizvoda
(OMCL) i Hrvatskom agencijom za lijekove i medicinske proizvode (HALMED).



Campylobacter spp. — uzrocnici
e

kampilobakterioze (l. dio)
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Termotolerantni

i

Uvod

Kampilobakterioza je najucestalija Ze-
lucano-crijevna bolest u ljudi u Europskoj
uniji. Campylobacter (C.), C. jejuni, C. coli,
C. lari, C. upsaliensis pripadaju skupini
tzv. termotolerantnih Campylobacter spp.
Pripadnici te skupine uzrocnici su vecine
slucajeva kampilobakterioze u ljudi. Vr-
sta C. jejuni spp. jejuni najcesc¢i je uzroc-
nik kampilobakterioze, dok ostale vrste
termotolerantnih kampilobaktera te vrsta
C. fetus rjede prouzroce infekcije u ljudi.
Termotolerantne vrste kampilobaktera, za
razliku od ljudi, u raznih vrsta domacih i
divljih Zivotinja iznimno prouzroce bolesti
iako su cesto i u velikom broju prisutne u
izmetu. Smatra se da su dobro prilagode-
ne uvjetima Zivota u crijevnom dijelu nji-
hova probavnog sustava. Kao najvazniji
rezervoar vrste C. jejuni smatra se domaca
perad, posebice kokosi (Gallus gallus).

Povijest i osobine otkrica

kampilobaktera
Pretpostavlja se da je Theodor
Escherich 1884. godine prvi uocdio

enteropatogene kampilobaktere kada
je izolirao i opisao bakterije spiralnog

oblika iz uzorka izmeta pacijenta s
proljevom (Shulman i sur., 2007.). Novu
vrstu bakterije Vibrio fetus, povezanu s
oboljenjem fetalnih ovojnica u goveda
po prvi put su opisali 1919. godine
Smith i Taylor, dok 1931. Jones i sur. po
prvi put opisuju bakteriju poput vibrija
izdvojenu u slucaja proljeva goveda te
je nazivaju Vibrio jejuni. Razvojem novih
metoda istrazivanja naziv novog roda
Campylobacter spominju po prvi puta
Sebald i Véron 1963. godine (Butzler,
2004.). Tada su iz roda Vibrio u rod
Campylobacter svrstani C. jejuni i C.
sputorum, dok Vibrio coli, kojeg je prvi
opisao Doyle 1948. godine u slucaju
svinjske dizenterije, postaje C. coli 1973.
godine (Véron i Chatelain, 1973.). Interes
javnosti za ovu bakteriju pobuduju
i istrazivanja Butzlera 70.-tih godina
proslog stoljeca, koji dokazuje njezinu
znacajnu prevalenciju u uzorcima izmeta
pacijenata s proljevom (Butzler, 2004.).

Bakterije roda Campylobacter su
mikroaerofilni,  spiralno  zakrivljeni,
gram negativni Stapi¢i, koji mogu

poprimiti oblik slova ,S”, ili nalikovati
galebovim krilima (Cvetni¢, 2013.). Rastu
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u uvjetima atmosfere s oko 10% CO,,
5% O, i 85% N, po cemu se razlikuju od
ostalih uzroé¢nika bolesti koji se prenose
hranom (Humphrey i sur.,, 2007.). Rod
Campylobacter trenutno broji 26 vrsta i
11 podvrsta (Anonymus, 2016.). Vrste
C. jejuni, C. coli, C. lari i C. upsaliensis
nazivaju se joS i termotoleranim
kampilobakterima, jer optimalno rastu
pri temperaturama od 41 °C do 43 °C, no
ne pokazuju odlike pravih termofilnih
bakterija jer ne rastu pri temperaturama
od 55 °C i visim (Levin, 2007.). Pri
niskim temperaturama, primjerice 4 °C,
mikroorganizam prezivljava, ali se ne
umnaza. C. jejuni pri temperaturi od 4
°C pokazuje vecu otpornost u uvjetima
oksidativnog stresa, nego pri temperaturi
od 42 °C - optimalna temperatura rasta
(Garénaux i sur., 2008.). S obzirom na
mikroaerofilnu prirodu kampilobaktera,
dugo se pokuSava objasniti kako
prezivljavaju u aerobnim uvjetima u
svjezem pilecem mesu. Mogudi odgovor
dali su Hilbert i sur. (2010.), koji su
dokazali da je prezivljavanje C. jejuni u
uvjetima aerobne atmosfere omoguceno
metabolickim komenzalizmom s
bakterijama iz roda Pseudomonas. Vaznu
ulogu u preZivljavanju kampilobaktera
ima i njihova sposobnost stvaranja
biofilma, jer tako mogu opstati u okolisu
zasticeni od za njih nepovoljnih uvjeta,
ali se ne mogu umnazati. Dokazano
je i da biofilm brze i ceSc¢e stvaraju u
aerobnim uvjetima, a sporije i rjede u
mikroaerofilnim uvjetima okolisa (Reuter
i sur., 2010.). Shaw i sur. (2012.) dokazali
su da kampilobakteri trebaju selen zbog
aktivacije format-dehidrogenaze, enzima
koji omogucuje kolonizaciju crijeva
domacina, Ciji nedostatak moze imati
ulogu u sprjecavanju kolonizacije crijeva.

Rezervoari i prosirenost

kampilobaktera u prirodi
Kampilobakteri su sveprisutni, a u

okoli$ dospijevaju prije svega izmetom

razli¢itih vrsta sisavaca i ptica. Njihovo

prisustvo u rijekama, potocima i jezerima
pokazatelj je oneciS¢enja izmetom divljih
ptica i/ili stoke, odnosno kanalizacijskih
i/ili poljoprivrednih otpadnih voda.
Ta pojavnost je povremena i ovisi o
godi$njem dobu. U vodi mogu preZivjeti
i viSe od Cetiri mjeseca pri temperaturi
od 4 °C, ali nije dokazana mogucnost
umnazanja (Jones, 2001.). Smatra se da
zaStitnu ulogu u njihovu prezivljavanju
u razli¢itim vodenim sustavima imaju
protozoe (Snelling i sur., 2006.).

Divlje ptice predstavljaju glavni
rezervoar kampilobaktera u prirodi, cemu
u prilog ide i spoznaja o uobicajenim
vrijednostima  tjelesne  temperature
u ptica, koje u vedine vrsta iznose
izmedu 40 °C i 44 °C te utvrdena visoka
prevalencija ovih  mikroorganizama
u domace peradi. Dokazano je i da
postoji razlika u kolonizaciji pojedinih
vrsta ptica (Waldenstrém i sur., 2002.).
Brangenberg i sur. (2003.) nisu utvrdili
njihovu prisutnost u kakapoa (Strigops
habroptila), endemske pti¢je vrste na
podrudju Novog Zelanda. Vlahovi¢ i
sur. (2004.) izdvojili su C. jejuni u dvije
od ukupno 107 (1,9%) jedinki razlilitih
vrsta divljih ptica na podrucju Republike
Hrvatske. Prema rezultatima istrazivanja
Waldenstrom i sur. (2010.), sojevi C. jejuni
pokazuju sposobnost razli¢ite prilagodbe
ovisno o podrijetlu izolata. Tako su u
eksperimentalnim uvjetima dokazali
kolonizaciju = europskog  crvendaca
(Erithacus rubecula) sojem izdvojenim
iz divlje ptice, uz pojavu imunosnog
odgovora stvaranjem protutijela, dok do
kolonizacije crvendaca nije doslo nakon
inokulacije klinickog izolata C. jejuni
podrijetlom od ljudi. Vazni mehanicki
vektori u prijenosu kampilobaktera su
kukci, posebno kuéna muha (Musca
domestica) te oni iz porodice crnokrilaca
(Tenebrionidae), koji mogu unositi i Siriti
mikroorganizme u uzgojima peradi,
Sto dokazuju istrazivanja podudarnosti
genotipova kukaca i jedinki u jatu
(Templeton i sur, 2006., Hald i sur,
2008.). Postavlja se pitanje kako muhe
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djeluju kao mehanicki vektori, jesu
li iz njih izdvojeni kampilobakteri
podrijetlom iz okoliSa ili su kolonizirali
mubhe nakon ulaska u peradarske objekte.
Prisutnost kampilobaktera potvrdena je
i u glodavaca koji obitavaju unutar ili u
okolini nastambi za tov pili¢a, pri ¢emu
su mogudi izvor oneciS¢enja novih jata
(Meerburg i Kijlstra, 2007.).

Glavni rezervoar vrste C. jejuni spp.
jejuni jesu divlje ptice i domaca perad.
Svinje se smatraju glavnim rezervoarom
vrste C. coli, a odredeni genotipovi
ove bakterije posebno su prilagodeni
svinjogojskim nastambama i njihovoj
okolini, s prevalencijom u uzgoju i do
100% (Saenz i sur., 2000.). C. lari Cest
je izolat u populacijama galebova, i
njihovom prirodnom okolisu, zatim
u vodi i Skoljkasima, kao posljedica
onecisc¢enja izmetom galebova. Ova vrsta
je prisutna i u komercijalnim uzgojima
peradi diljem svijeta, a dokazana je i
u pasa, macaka, goveda i ovaca. Vazni
rezervoari C. lari su okoli$, divlje ptice,
domace Zivotinje, a prije svega domaca
perad (Matsuda i Moore, 2011.). C.
upsaliensis Cest je laboratorijski nalaz u
izmetu kako bolesnih, tako i zdravih pasa
imacaka, s prevalencijom od 5% do 66% u
macaka te 5% do 48% u pasa. Smatra se da
su psi i macke glavni izvor infekcije ljudi
s C. upsaliensis. lako je u peradi zabiljezen
vrlo nizak postotak kolonizacije s C.
upsaliensis, perad se isto tako smatra
mogudim rezervoarom ovog uzrocnika,
odnosno izvorom kampilobakterijskog
enteritisa u ljudi (Labarca i sur., 2001.).

Prisutnost kampilobaktera u
uzgoju tovnih pili¢a

Prevalencija kampilobakter-pozitiv-
nih tovnih pili¢a razlikuje se izmedu po-
jedinih proizvodaca, uzgoja i jata. Kam-
pilobakteri su takoder prisutni i u jatima
koja se drze na otvorenom (Engl. free
range), kao i u jatima uzgojenim na eko-
loski nacin, gdje prevalencija mozZe izno-
siti i do 100% (Vandeplas i sur., 2010.),

iako je na trZistu sve veca potraznja za
ekoloski proizvedenim mesom. Kampi-
lobakteri se mogu okarakterizirati kao
,,Cesti kolonizatori” zbog stalnog dokaza
kampilobakter-negativnih jata i ¢injenice
da nisu redovni nalaz crijevne mikroflo-
re, kao primjerice Escherichia coli koja je
prisutna u svih jedinki u jatu (ACMSEF,
2005.). Sirenje kampilobaktera moze biti
vrlo brzo u jatima kokosi koja su po prvi
puta kolonizirana te gotovo sve jedinke
postaju pozitivne unutar nekoliko dana
(Berndtson i sur., 1996.a). Unato¢ opce-
nito utvrdenoj visokoj prevalenciji, neka
jata tovnih pilica tijekom uzgoja ostaju
slobodna od kampilobaktera (Stern i sur.,
2001.). Netom izvaljeni pili¢i su slobodni
od kampilobaktera, a ulaskom u nastam-
be za tov viSe od 40% jata moZze postati
kolonizirano ve¢ u dobi od 4 tjedna. Zbog
brzog Sirenja unutar jata, u dobi od 7 tje-
dana kolonizacija moze dosedi visokih
90% (Evans i Sayers, 2000.). Jos uvijek nije
jasno zasto neke jedinke i u uvjetima brze
kolonizacije u istom jatu ostaju nekoloni-
zirane. U kokosi C. jejuni primarno kolo-
nizira sluznicu slijepog crijeva, no moze
biti prisutan i u drugim dijelovima crijeva
te jetri i slezeni. Unato¢ tomu, kolonizi-
rane kokosi obi¢no ne pokazuju klinicki
vidljive simptome (Newell i Fearnley,
2003.). Neprestano umnazanje ovih bak-
terija u crijevima peradi omogucuju mi-
kroaerofilni uvjeti i temperatura tijela od
oko 42 °C. Istrazivanja pokazuju da je fizi-
oloska crijevna mikroflora mladih kampi-
lobakter-negativnih tovnih pili¢a prirod-
no antagonistickog djelovanja (Schoeni i
Doyle, 1992.). Smatra se da vaznu ulogu
u zastiti pili¢a od kolonizacije tijekom pr-
vih nekoliko tjedana Zivota imaju naslije-
dena kampilobakter-specifi¢éna majcinska
protutijela (Sahin i sur., 2003.). Istraziva-
nje prevalencije kampilobaktera u eksten-
zivno drzanim jatima tijekom razdoblja
od godine dana pokazalo je da ona po-
najprije ovisi o dobi jata i smanjuje se s
dobi, dok se genetska raznolikost izolata
unutar jata povecava s dobi (Colles i sur.,
2011.). Dokazano je da sojevi podrijetlom
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od tovnih pilica u pokusnim uvjetima
pokazuju uvecanu sposobnosti pri ko-
lonizaciji drugih vrsta ptica (Cawthraw
i sur., 1996.). Prilikom eksperimentalne
kolonizacije kokosi s viSe razlicitih sojeva
C. jejuni utvrdeno je da viSestruka kolo-
niziranost moze onemoguciti umnazanje
sojeva koji su dokazano patogeni za ljude
(Chen i Stern, 2001.).

Horizontalni prijenos najznacajniji je
uzrok kolonizacije jata tovnih pili¢a. Tako
su Bull i sur. (2006.) dokazali da je okolis
izvor kolonizacije intenzivno uzgajanih
tovnih pili¢a. Moguce je i da kampilobak-
tere medu jatima prenose i radnici na far-
mama, a ne mijenjaju odje¢u i obucu pri-
likom utovara i istovara novo pristiglih
pilica (Berndtson i sur., 1996.b). U istra-
zivanju provedenom na podrudju juzne
Irske, O’Mahony i sur. (2011.) ustvrdili su
da su sva pretrazivana jata tovnih pilica
bila pozitivna na C. jejuni i C. coli, a jed-
nodnevni pili¢i te dezinficirane nastambe
negativni. Osim toga, pozitivni su bili i
uzorci izdvojeni iz okoliSa (zrak, lokve
vode), susjedna jata tovnih pilica te uzor-
ci tla. Nadalje, utvrdeni su razliciti geno-
tipovi u roditeljskim i jatima tovnih pili-
¢a, uz iskljucenu mogucnost vertikalnog
prijenosa, dok su isti genotipovi u okolisu
iu tovnim pili¢cima utvrdeni tek nakon iz-
dvajanja kampilobaktera u izmetu samih
tovnih pilica.

Uloga vertikalnog prijenosa
kampilobaktera nije u  potpunosti
razjaSnjena. Tako njihovo prisustvo

nije dokazano u netom izvaljenih pilica
koji su potjecali od sigurno pozitivnih
roditeljskih jata (Berndtson i sur,
1996.a). Izdvojeni sojevi iz pozitivnih
roditeljskih jata te sojevi podrijetlom
od njihovih potomaka, a koji su tijekom
uzgoja naknadno postali kolonizirani,
bili su genotipski razliciti (Petersen i sur.,
2001.). Izuzetno rijetko izvor kolonizacije
potomaka mogu biti roditeljska jata
(Newell i Fearnley, 2003.). Zive kolonije
bakterijaroda Campylobacternisuutvrdene
u istraZivanju uzoraka konzumnih

jaja (Sahin i sur., 2003.b), valionicama

i izvaljenim pili¢ima (Berndtson i sur.,
1996.a). Eksperimentalna istraZivanja
na uzorcima inkubiranih jaja dokazuju
da je mogu¢ prijelaz Zivih stanica C.
jejuni u oblik koji nije moguce dokazati
pretragom jaja uobicajenim kulturelnim
metodama umnazanja (Cappelier i sur.,
1999.).

Uskracdivanje hrane tovnim pili¢ima
u trajanju od 6 do 10 sati prije klanja
redovito se provodi jer pridonosi
smanjenju fekalnog sadrzaja u crijevima.
Kako ono zna potrajati i do 20 sati,
dokazan je negativan ucinak, jer zbog
tako nastalog stresa dolazi do promjena u
pH vrijednosti i mikroflori crijeva pilica,
pri ¢emu se povecava broj enterobakterija
i kampilobaktera (Byrd i sur., 1998.).
IstraZivanja drugih autora objaSnjavaju
da opisani negativni ucinak proizlazi
iz vedih vrijednosti tada prisutnog
neurotransmitera noradrenalina  koji
pospjesuje razvoj i pokretljivost kampi-
lobaktera u crijevima (Cogan i sur,
2007.). Negativni stresni ucinak na pilice
ima i prorjedivanje jata (Engl. thinning)
tijekom turnusa koji moZe pospjesiti
pojavu i Sirenje kampilobaktera te tako
do tog trenutka negativna jata mogu
takoder postati oneciséena. Sirenju
kampilobaktera dodatno pridonose i
neodgovarajude ocis¢eni te dezinficirani
transportni kavezi i vozila (ACMSE,
2005.).

Pravilno ¢iS¢enje i dezinfekcija obje-
kata su od presudne vaznosti u uzgoji-
ma te je poznato da higijensko-sanitarne
mjere za sprjecavanje salmoneloze u ja-
tima isto tako doprinose zastiti jata i od
kolonizacije kampilobakterom. Primjena
biosigurnosnih mjera tzv. skandinav-
skog tipa pokazala se narocito ucinko-
vitom (ACMSEF, 2005.). Razlicite zemlje
(Novi Zeland, Norveska, Island, Sved-
ska, Danska) izvjestile su o smanjenju
slucajeva kampilobakterioze u ljudi kao
rezultata primjene strogih i specifi¢nih
biosigurnosnih mjera na farmama, prace-
nja prevalencije kampilobaktera u jatima
tovnih pili¢a i posljedi¢nih mjera (Stern i
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sur., 2003., Sears i sur., 2011.). Od ostalih
preventivnih mjera za sprjecavanje kam-
pilobakterioze, potrebno je spomenuti
mogucnost obrade stelje pripravcima
Al-sulfata ili Na-bisulfata, sto dovodi do
smanjenja vlaznosti stelje i nepovoljnih
uvjeta za prezivljavanje bakterija (Line,
2002.). Terapija bakteriofagima koji se
dodaju hrani tovnih pili¢a predstavljena
je kao mogudi nacin znacajnog smanjenja
kolonizacije jata i eliminacije kampilo-
baktera prije klaonicke obrade, no moze
imati i negativan ucinak koji se ocituje u
mogucem povecanju rezistentnosti odre-
denih sojeva kampilobaktera (Connerton
isur., 2011.).

Klaonicka obrada trupovaii
kampilobakter

Klaonicka obrada govedih trupova
znatno se razlikuje od obrade trupova
peradi (Njari i Zdolec, 2012.), jer se
goveda koZa prilikom obrade uklanja,
kao i utroba, na nacin kojim se uspjesno
sprjeava dodir s mesom zivotinje.
Iako crijeva mogu biti oneciSéena
kampilobakterima u velikom broju, zbog
odgovarajuc¢e klaonicke obrade, govedi
trupovi nisu se pokazali znacajnim
¢imbenikom rizika za zdravlje ljudi.
Suprotno tomu, piledi trupovi obraduju
se toplom vodom ili parom, pri ¢emu se
koza, kao i probavni sustav, ne uklanjaju.
Slijepo i debelo crijevo tovnih piliéa mogu
biti  kolonizirana kampilobakterima
u velikom broju, a poznato je da
crijeva tijekom klaonicke obrade mogu
rupturirati pri ¢emu njihov sadrzaj
onecisti meso i kozu (Berrang i Dickens,
2000.). To onecis¢enje dodatno pospjesuje
obrada trupova toplom vodom ili parom,
odnosno Sirenje folikula perja, kako bi se
trup lakse ocistio od perja.

Kampilobakteri su izdvojeni s
mnogih radnih povrsina u klaonickim
objektima, iz sustava za hladenje trupova
u proto¢noj vodi (Engl. spin chiller)
te iz zraka (Berndtson i sur., 1996.a).
Cools i sur. (2005.) dokazali su da se C.

jejuni u ¢istom proizvodnom pogonu
moze pojaviti i Siriti unutar kratkog
vremenskog razdoblja, uz sposobnost
prezivljavanja do tri dana.

U literaturi je opisan veéi broj
postupaka primjenjivih u peradarskoj
industriji za koje se smatra da s uspjehom
smanjenju oneciscéenje pile¢ih trupova.
Jedan od njih je uklanjanje kloake prije
ulaska trupova u tankove za Surenje
(Musgrove i sur, 1997.). Isto tako,
pokazalo se da nova i poboljSana oprema
za Cupanje perja u klaoni¢kim objektima
smanjuje broj patogenih uzrocnika
(ACMSEF, 2005.). Sprejanje oneciS¢ene
opreme i radnih povrsina kloriranom
vodom kao i povecana koncentracija klora
u procesnoj vodi znatno su smanjili broj
kampilobaktera na obradenim trupovima
(Mead i sur., 1995.). Uranjanjem trupova
u 10%-tnu tri-natrij-fosfatnu otopinu
vode broja Campylobacter spp. smanjio
se za 1,71 log, /g (Whyte i sur.,, 2001.).
Isto tako, uporaba vodenih sprejeva s
1% mlijecne kiseline znatno je smanjila
eksperimentalno  oneciS¢enje  pilecih
trupova (Cudjoe i Kapperud, 1991.).
Odvajanjem i uklanjanjem koze od mesa
smanjuje se broj kampilobaktera na
pile¢im trupovima (Berrang i sur., 2002.).

Ucinkovite mjere kontrole
kampilobaktera u klaonickim objektima
jesu odvajanje pozitivnih i negativnih
jata tovnih pili¢a prije ulaska u pogone,
zatim njihova odvojena klaonicka
obrada. U slucajevima proizvodnje vec
onecis¢enog mesa, a u cilju smanjenja
broja kampilobaktera, najprikladniji je
postupak smrzavanje mesa. Skladistenje
trupova pri temperaturama od -20 °C
i -30 °C tijekom 72 sata smanjuje broj
kampilobaktera za 1,3 log,, CFU/g,
odnosno za 1,8 log,, CFU/g (Stern i sur.,
2003.). Postoje i drugi postupci koji se
mogu primijeniti u svrhu smanjenja broja
kampilobaktera u mesu peradi, medutim
treba napomenuti da zakonodavstvo
Europske unije u proizvodnji mesa
peradi dopusta iskljucivo obradu trupova
vodom (EFSA BIOHAZ, 2011.).
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U istrazivanju provedenom na razini
Europske unije, u svjezim trupovima
tovnih pilica utvrdena je prevalencija
Campylobacter spp. od 75,8%, pri cemu je
C. jejuni dokazan u 51%, a C. coli u 35,5%
slucajeva. Prevalencija kampilobaktera
u jatima tovnih pili¢a iznosila je 71,2%,
s vrijednostima od 40,6% za C. jejuni i
31,9% za C. coli (EFSA, 2010.).

Sazetak

Bakterije  roda Campylobacter ~ su
sveprisutni mikroorganizmi u okolisu koji
za svoj rast trebaju mikroaerofilne uvijete.
Vrste  Campylobacter  jejuni, ~Campylobacter
coli, Campylobacter lari i  Campylobacter
upsaliensis nazivaju se jo$ i termotoleranim
kampilobakterima, jer optimalno rastu pri
temperaturama od 41 °C do 43 °C, i uzrocnici
su kampilobakterioze, javnozdravstveno vrlo
znacajne zoonoze. Divlje ptice i domaca perad
su glavni rezervoar uzrocnika, pri demu se
kampilobakteri njihovim izmetom izlucuju u
okolis. Campylobacter jejuni u kokosi primarno
kolonizira sluznicu slijepog crijeva, najcesce
bez Kklinicki vidljivih znakova. Dosadasnjim
istrazivanjima nije dokazan glavni izvor
kolonizacije za komercijalne uzgoje peradi,
gdje prevalencija mozZe iznositi i do 100%.
Prisutnost kampilobaktera u jatima peradi
moze biti posljedica viSe razli¢itih ¢imbenika.
Temeljnim za peradarsku proizvodnju
smatraju se razliciti postupci za sprjecavanje
kolonizacije kampilobakter-negativnih jata,
prije svega pridrzavanje svih nacela dobre
higijenske prakse i biosigurnosnih mjera, sto je
moguce u potpunostiosigurati priintenzivnom
uzgoju u zatvorenim nastambama, za razliku
od uzgoja na otvorenom, koji sve vise dobiva
na znacenju. Probavni sustav tovnih pili¢a
moze biti koloniziran kampilobakterima u
velikom broju, a crijeva tijekom klaonicke
obrade mogu rupturirati pri ¢emu sadrzaj
lako onedisti pile¢e meso i koZu, a i klaonicki
pogon. Brojne su mjere primjenjive u
klaonicama, u svrhu smanjenja onecis¢enja
pile¢ih trupova kampilobakterima, od kojih
je jedna smrzavanje oneciS¢enog mesa.
Zaklju¢no, neophodna su daljnja istraZivanja
kampilobaktera u okolisu, farmama i
klaonickim objektima s ciljem smanjenja
prevalencije u uzgojima i trupovima peradi.

Kljucne rijeci: termotolerantni
Campylobacter spp., rezervoar, tovni pilici,
klaonicka obrada
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Thermotolerant Campylobacter spp. — Causative Agents of

Campylobacteriosis (Part1.)
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Advisor, Assistant Professor, Zeljko CVETNIC, DVM, PhD, Academician, Croatian Veterinary
Institute, Zagreb, Croatia; Bela NJARI, DVM, PhD, Full Professor, Mario OSTOVIC, DVM, PhD,
Assistant Professor, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb, Croatia

Bacteria of the genus Campylobacter are
omnipresent microorganisms throughout the
environment, and require microaerophilic
conditions for their growth. The species
Campylobacter  jejuni, C. coli, C. lari and
C. upsaliensis are called thermotolerant
campylobacters as their optimal growth occurs
at temperatures of 41 to 43 °C. They are the
causative agents of campylobacteriosis, a
zoonosis of major public health concern. Wild
birds and domestic poultry are their main
reservoir, disseminating campylobacters to the
environment via faeces. In chicken, C. jejuni
primarily colonizes the appendix mucosa,
primarily without clinically visible signs. Studies
to date have failed to demonstrate the main
source of colonization in commercial poultry
production, where the prevalence may reach
up to 100%. The presence of campylobacters in
poultry flocks can be consequential to a number
of factors. Various procedures to prevent
colonization of campylobacter-negative flocks
are considered basic for successful poultry

production, such as adherence to good hygienic
practice principles and biosafety measures,
which can be fully ensured in intensive
production within closed poultry houses, as
distinguished from the free chicken farming
that has been gaining importance in recent
years. The broiler intestine can be massively
colonized with campylobacters and the
intestine can rupture during slaughterhouse
processing, whereby intestinal contents can
easily contaminate chicken meat and skin, as
well as the slaughterhouse premises. Numerous
measures are applicable in slaughterhouses
to reduce campylobacter contamination of
chicken carcasses. One measures is the freezing
of contaminated meat. In conclusion, additional
studies of Campylobacter in the environment,
farms and slaughterhouses are needed to
reduce the prevalence of Campylobacter spp. in
chicken production and chicken carcasses.

Key words: Thermotolerant Campylobacter
spp., Reservoir, Broilers, Slaughterhouse processing
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Uvod

Bruceloza je vazna zoonoza, Siroko
rasprostranjena u ljudi i Zivotinja. Pojava
bolesti u velikoj mjeri ovisi o prisutno-
sti bolesti u Zivotinja i domacih i divljih.
Epidemiolo$ka povezanost izmedu bru-
celoze izmedu divljih i domacih zivoti-
nja je dobro znana. Izravni dodir stoke i
divljih Zivotinja najvazniji je ¢imbenik u
Sirenju bruceloze, a samim time i izravna
opasnost za infekciju ljudi (Godfroid,
2002.). PremjesStanje divljih Zivotinja na
nova podrudja predstavlja veliki rizik
u Sirenju bruceloze (Bengis i sur., 2002.,
2004.). Kod proucavanja bruceloze u div-
ljih Zivotinja namece se nekoliko pitanja,
a ona su sljedeca: je li bruceloza u divljaci
rezultat infekcije prijenosa s domacih zi-
votinja ili se infekcija odrzava u jedne ili
viSe vrsta divljaci? Jesu li divlje Zivotinje
rezervoar razlic¢itih vrsta Brucella? Ima li
bruceloza u divljaci zoonotsko znacenje?
(Godfroid i sur., 2013.).

Treba rijeSiti moguce prijepore
izmedu ekologa, veterinarske inspekcije,
proizvodaca Zivotinja, lovne industrije
i javnozdravstvenih vlasti. U svakom
slucaju u divljih Zivotinja je vazno rano
otkrivanje bolesti i sprjecavanje Sirenja
bolesti medu divljim Zivotinjama, na
domace Zivotinje i na ljude te smanjenje
rizika i moguénosti pojave i Sirenja
bruceloze (Godfroid i sur., 2011.).

Etiologija

Diljem svijeta je poznato da su
glavni uzrocnici bruceloze B. abortus
(svi biovarovi) odgovorni za brucelozu
u goveda, B. melitensis (svi biovarovi)
glavni uzroénik bruceloze u malih
prezivaca i ljudi, B. suis (biovarovi 1, 2 i
3) koji su odgovorni za brucelozu u svinja
i B. ovis koji prouzrodi epididimitis u
ovnova ili ovdji epididimitis. Ako se dogodi
bruceloza u stadu, nacionalni i medunarodni
veterinarski propisi namecu ogranicenja u
prometu i trgovini stokom Sto moZe dovesti
do velikih gospodarskih gubitaka (OIE, 2012.).
B. abortus i B. suis su izdvojeni iz velikog broja
raznih Zivotinjskih vrsta poput bizona (Bison
bison), losa/jelena (Cervus elaphus), divlje
svinje (Sus scrofa), crvene lisice (Vulpes vulpes),
europskog smedeg zeca (Lepus europeaus),
africkog bivola (Syncerus caffer), soba (Rangifer
tarandus tarandus) i karibua (Rangifer tarandus
groenlandicus). B. melitensis je rijetko izdvojena
u divljih Zivotinja. Opisani su sporadi¢ni
slucajevi u Europi u divokoze (Rupicapra
rupicapra) i kozoroga (Capra ibex) u Alpama
(Davis i sur., 1990., Garin-Bastuji i sur., 1990.,
2014., Ferroglio i sur., 1998., Godfroid, 2002.).
B. ovis 1 B. canis nikada nisu zabiljezeni u
divljih Zivotinja u Europi, ali je infekcija s B.
ovis opisana u jelena na Novom Zelandu. B.
neotomae su izdvojeni iz pustinjskog Stakora u
drzavi Utah (SAD) (Ridler i sur., 2000.).

Dr. sc. Zeljko CVETNIC, dr. med. vet., akademik, dr. sc. Maja ZDELAR-TUK, dr. med. vet., znanstvena
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vet., znanstveni savjetnik, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb, Hrvatska

VETERINARSKA STANICA 47 (4), 2016.



Z. CVETNIC, MAJA ZDELAR -TUK, SANJA DUVNJAK, IRENA REIL, B. HABRUN i S. SPICIC

Godine 1999.-2003. akutna bolest je
prijavljena u voluharica (Microtus arvalis)
u Juznoj Moravskoj (Ceska). Nova
vrsta B. microti izdvojena je iz uzoraka
bolesnih voluharica. Pokusna infekcija
i epidemioloske studije upucuju na to
da su ptice vrlo otporne na infekciju s
brucelama (Hubalek i sur., 2007.). S druge
strane dokazano je da je B. melitensis
dokazana iz briseva koZe i visceralnih
organa nilskog soma (Clarias gariepinus)
(El-Tras i sur., 2010.). Ovi nalazi ukazuju
da i ribe mogu primljive na brucele, a ve¢
je znano da su morski sisavci primljivi
na B. ceti i B. pinnipedialis, Sto ima vaznu
javno zdravstvenu implikaciju kao
potencijalna zoonoza (Cvetni¢, 2015,
Cvetni¢ i sur., 2016.).

Epidemiologija /
epizootiologija

Vrlo vazno pitanje koje se mora
razluciti je kako razlikovati prijenos
zaraze iz domacih Zivotinja i infekcija
koje se odrzavaju samo u divljaci. Veliki
farmeri moraju voditi ra¢una da si u
uzgoje ne unesu brucelozu, a osobito
u regijama ili drzavama slobodnim od
bruceloze, jer im to moZe nanijeti dodatne
troSkove povezane s pretragama prije
transporta, odnosno prodajom stoke. U
Sjevernoj Americi najveda vjerojatnost
prijenosa bruceloze izmedu divljaci
i stoke je u velikim uzgojima junadi.
Poznato je da se junad uzgaja na velikim
podrudjima, na kojima je hrana dostupna
divljim prezivacima te drugim divljim
zivotinjama (Godfroid, 2002.). Poznat je i
prijenos B. melitensis iz divljeg kozoroga
na domacu stoku i ljude u Francuskoj
(Garin-Bastuji i sur., 2014.).

Opcenito opstanak Brucella spp.
izvan domacdina sisavca je pojacan
hladnijim vremenom i vrlo ogranicen
tijekom toplog vremena, odnosno suhog
vremena i izlaganja suncu. B. abortus
prezivi nekoliko sati na suncu, alii do 185
dana u hladnom i sjenovitom prostoru.
Isto tako B. abortus moze prezivjeti od
150 do 240 dana u pobacenim plodovima,

gnoju i vodi. OneciSc¢enja okolisa kao
izvora Brucella spp. vazno je zbog
epizootioloskih i epidemioloskih razloga
(Cvetni¢, 2015.).

Brucella abortus

Tijekom iskorjenjivanja bruceloze go-
veda prouzrocene vrstom B. abortus u
Europskoj uniji (EU) i SAD-u, naglasak
je stavljen na identifikaciju moguceg
rezervoara B. abortus u divljaéi (Van
Campen i Rhyan, 2010.). Godine 1995.,
u zapadnom dijelu talijanskih Alpi
u 7 od 112 divokoza dokazana je B.
abortus, ali nije utvrdena u drugim
podrudjima Alpa (Ferroglio i sur., 2000.).
U zemljama u kojima je bruceloza goveda
iskorijenjena nema poznatih rezervoara
B. abortus u divljaci, osim bizona ijelenau
Nacionalnom parku (Greater Yellowstone
Area) u SAD-u i u Nacionalnom parku
“Wood Buffalo National Park”. Medutim,
B. abortus tzv. ,divlji tip” i B. abortus S19 i
RB51 cjepni sojevi izdvojeni su iz divljih
svinja na atlantskoj obali JuZne Karoline
u SAD-u u podrudjima gdje bruceloze
nema od 1970. godine (Stoffregen i sur.,
2007.).

Program za kontrolu bruceloze u
SAD-u prvi je put pokrenut jos 1934.
godine. Godine 1954., uspostavljen je

Nacionalni  program iskorjenjivanja
bruceloze od strane veterinarske
inspekcije  Ministarstva poljoprivrede

SAD-a. Godine 1998., procijenjeno je
da je 3,5 milijardi dolara potroSeno na
iskorjenjivanje bruceloze u domace stoke.
Pocevsi s oko 11,5% seroloski pozitivnih
reakcija u 1934., a 2008. svih 50 drzava
istovremeno se klasificiraju kao slobodne
od bruceloze goveda. Medutim, ponovna
infekcija goveda s B. abortus u divljaci
iznova je aktualizirala taj problem. Iz
perspektive javnoga zdravstva pokazalo
se da su programi suzbijanja bruceloze
u domacih zivotinja prouzrocenih
brucelama koje su opasne i za ljude (B.
abortus, B. melitensis i B. suis) i prouzroce
klinicku bolest u ljudi, isplativije od
lije¢enja bruceloze u ljudi (Olsen, 2010.).
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U SAD-u su poznati divlji rezervoa-
ri bruceloze i to za B. abortus to su bizon
(Bison bison) i sjevernoamericki jelen (Cer-
vus elaphus). Navedene Zivotinje u izravan
dodir mogu s domadim zivotinjama dodi
tijekom zimskih mjeseci kada je koli¢ina
hrane ogranicena. Opisan je slucaj infekcije
junadi koja se inficirala u izravnom dodiru
sjelenima. Epidemioloski podatci ukazivali
su da je bruceloza u bizona slicna onima u
stadima zaraZenih goveda. Klinicki znaci
u bizona inficiranih s B. abortus ocituju se
pobacajima, reproduktivnim problemima,
zaostajanjem posteljice, upalnim promjena-
ma muskih spolnih organa. Jedna je studija
pokazala da je ¢ak 46% bizona bilo serolos-
ki pozitivno i bakterioloski potvrdeno, a
podatci su vrlo sli¢ni onima koji se javljaju
u stadima goveda s brucelozom. Cijepljenje
bizona cjepivima proizvedenim od B. abor-
tus soj RB51 i S19 nije se pokazalo uspjes-
nim da bi u potpunosti zastitilo Zivotinju
od pobacaja i drugih klinickih znakova ili
da bi se taj postotak znatno smanjio. Tre-
nutno su vremenska i prostorna ogranice-
nja jedini nacin da se sprijeci prijenos bru-
celoze s bizona na domacu stoku (Forbes i
Tessaro, 1993., Rhyan i sur., 2001.).

U SAD-u je jos 1930. godine izvjeSc¢eno
o brucelozi sjevernoamerickog jelena (Cer-
vus elaphus nelsonii) kada su pronadeni po-
baceni plodovi u jelena u zatocenistvu. U
drzavi Wyoming se od 1970. vrsi nadzor i
kontrola bruceloze u jelena. Dokazano je
da je bruceloza ucestalija u jelena koji do-
laze zimi na hranilista od onih koji su slo-
bodni u prirodi. U drzavi Idaho seropre-
valencija u podrudjima gdje se jeleni hrane
zimi iznosi ¢ak 12% do 80%, dok studije
pokazuju da tamo gdje toga nema u samo
od 2% do 3%. Podatci pokazuju da je uce-
stalost bruceloze povezana s gustocom
populacije u tom podrudju, duljinom hra-
njenja u razdoblju od prosinca do svibnja
kada se najcesce i javljaju pobacaji (Rhyan
isur., 1997, Etter i Drew, 2006.).

U Africi se africki bivol smatra
rezervoarom B. abortus. U Zimbabveu
su protutijela za brucelozu dokazana
u bivola koji se smatra izvor bruceloze

za domacu stoku. U tom podrudju
su pozitivne reakcije na brucelozu
utvrdene u 9,9% goveda (Bohm i sur,
2009.). U izvjes¢ima iz Bocvane meso
tuberkuloznih bivola koje se ¢esto koristi
u ishrani ljudi predstavlja ozbiljan
javnozdravstveni rizik. U Ugandi je
dokazana seroprevalencija u 42,9%
Kafue antilopa (Kobus leche kafuensis), a
autori smatraju da su upravo te antilope
rezervoar bruceloze u prirodi. Istrazivanja
na Pirinejskom poluotoku su pokazala da
divlji prezivaci nisu rezervoari bruceloze
za stoku. B. abortus biovar 1 je izdvojena
iz jednog jelena, a po svemu sudedci
izvor infekcije bila su brucelozna goveda
(Munoz i sur., 2010., Muma i sur., 2011.,
Alexander i sur., 2012.).

U Aziji u Juznoj Koreji vrSena su
istrazivanja u tri regije na prisustvo
bruceloze u korejskog vodenog jelena
(Hydropotes inermis). IstraZivanjem su
dokazana protutijela za B. abortus u jednoj
regiji u 8% (5/60), u drugoj 25% (1/60) i u
trec¢oj u 59% (33/56) pretrazenih zZivotinja.
Rezultati istrazivanja u Europi ukazuju
da se divlji prezivaci najceSce inficiraju
vrstom B. abortus od bruceloznih krava,
ali nije dokazano da su rezervoari B.
abortus prisutni u prirodi. Dostupne
epidemioloske  informacije  ukazuju
da divlji prezZivaci nisu u mogucnosti
odrzavati infekciju vrstom B. abortus
bez introdukcije iz inficiranih goveda.
S obzirom na skoro zavrSene programe
iskorijenjivanja  bruceloze u goveda
u zemljama cdlanicama EU, malo je
vjerojatno da ¢e B. abortus postati prijetnja
zivotinjskom svijetu u EU (Godfroid i
sur., 2013., Kim i sur., 2013.).

Brucella melitensis

Poznato je da je rasprostranjenost B.
melitensis u divlja¢i znatno manja nego
Sto je to slucaj s vrstama B. abortus i B. suis.
Infekcije vrstom B. melitensis opisane su u
divokoza (Rupicapra rupicapra) i kozoroga
(Capra ibex) u francuskim i talijanskim
Alpama, a poznate su infekcije divokoza
i na Pirinejskom poluotoku. Takav nalaz
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pokazuje da se u tih divljih vrsta moze
odrzati infekcija vrstom B. melitensis.
U Francuskim je Alpama 2012. i 2013.
godine provedeno istraZivanje u 129
divljaci (55 divokoza, 30 jelena i 44 srne.
Niti u jedne Zivotinje nisu ustvrdili
klinicke simptome osim u jedne divokoze
artritis. Sve su Zivotinje dale negativnu
serolosku reakciju na brucelozu osim
jedne divokoze koja je dala pozitivhu
reakcije metodom RBT, RVI i cELISA.
Od 289 kozoroga 22 su eutanazirana,
patoloske promjene su utvrdene u dva
kozoroga (artritis i apsces u vimenu),
zatim orhitis u jo§ dva kozoroga.
Seroloske reakcije utvrdene su u 45%
(10/22), B. melitensis biovar 3 je izvojena
iz pet seropozitivnih kozoroga. Zadnji
slucajevi u tom podrudju opisani su 1999.
godine. Tada su dokazani slucajevi i u
domacih prezivaca koji su pasli u istom
podrucju. Kohabitacija izmedu divljaci
i domacih preZivaca na pasnjacima je
rijetka, ali moguca. To su rijetki slucajevi
nalaza B. melitensis i u malom broju
divljaci (Garin-Bastuji i sur., 1990., 2014.).

S obzirom da je infekcija s B. melitensis
u zemljama EU gotovo suzbijena, a u
zemljama srednje i sjeverne Europe u
potpunosti, a u nekim mediteranskim
zemljama EU napravljen je vaZan
napredak u iskorjenjivanju, smatra se
da infekcija ovom vrstom brucela nece u
buducénosti biti znatan problem u divljadi.
Vazna zarista predstavlja melitokokoza
u zemljama na Balkanu (Makedonija,
Kosovo, Albanija) i Turskoj (Pappas i sur.,
2006.). Na Bliskom istoku B. melitensis
je izdvojena iz Arapske antilope (Oryx
leucoryx) u Saudijskoj Arabiji (Ostrowski i
sur., 2002.). U vecini slucajeva B. melitensis
se javlja u nomadskih deva (Camelus
dromedarius) koje su Cesto u izravnom
dodiru s ovcama i kozama. Vrlo sli¢ni
slucajevi opisani su u grbodevama
(Camelus bactrianus) i jaku (Bos grunniens)
u srediSnjoj Aziji. B. melitensis je
izdvojena iz mlijeka deva, $to predstavlja
ozbiljan javno zdravstveni problem

(Abbas i Agap, 2002., Gwida i sur., 2012.).
Bruceloza se pojavljuje u ljama i u drugih
malih deva u nekim zemljama JuZne
Amerike, a i problem s brucelozom u
malih prezivaca u tim zemljama je velik.
O pojavi infekcije s B. melitensis u divljih
zivotinja u Sjevernoj Americi nema
podataka. U Africi je 2005. godine B.
melitensis izdvojena iz crne sable antilope
(Hipotragus niger) (Godfroid i sur., 2013.).

Brucella suis

Vrsta B. suis biovarovi 1, 2, 3 su jako
rasprostranjeni diljem svijeta, osim u Africi
gdje nema informacije u medunarodnoj
znanstvenoj literaturi o ovoj vrsti brucele
(McDermot i Arimi, 2002.). Brucella suis
biovar 3 samo je izdvojena u jugoistocnoj
Aziji i Americi. Prevalencija je u domacih
svinja relativno niska, s izuzetkom
jugoistocne Azije i Srednje i Juzne
Amerike. B. suis biovar 3 je dokazana u
konja i svinja u Hrvatskoj, Sto je prvi dokaz
tog biovara B. suis u Europi (Cvetnici sur.,
2005.). B. suis biovar 1 ogranicene su na
divlje svinje u SAD-u i Australiji. B. suis
biovar 1 izdvojena je i iz ljudi i domacih
svinja (Sandfoss i sur., 2012.). Godine 1993.
B. suis biovar 1 je izdvojena u Belgiji iz
mesara koji je rukovao mesom uvezenih
divljih svinja (Godfroid i sur., 1994.). B.
suis biovar 2 infekcija ostaje ogranicena
na divlje svinje i europskog smedeg zeca
u Europi, gdje je B. suis iskorijenjena u
intenzivnim uzgojima domacih svinja
vec vise desetlje¢a. U Hrvatskoj se B. suis
biovar 2 povremeno javlja u domacih
svinja drzanih ekstenzivno na pasi i Siri
se prirodnim pripustom, a dokazana je
i u divljih svinja. Mnoga su istraZivanja
potvrdila da su divlje svinje glavni izvor
infekcije za domace svinje. ViSe epizootija
prouzrocenih vrstom B. suis biovar 2
uglavnom su se dogadale u otvorenim
uzgojima gdje su domace svinje dosle u
izravan dodir s divljim svinjama (Cvetnic¢
isur., 2005.).

U Portugalu i Francuskoj je dokazano
da je spolni put bio nacin prijenosa
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bruceloze, ali su mogudi i drugi putevi.
Uloga divljih svinja u prijenosu bruceloze
je znatna, a prijenosu pridonose i velike
migracije. U lovu se esto puta iznutrice
ostavljaju na otvorenom i dostupne su
drugim divljim Zivotinjama, ali takva
istrazivanja nisu sustavno vrsena.
Zemljopisna prosirenost B. suis biovara
2 povijesno je bila proSirena u podrucdju
izmedu  Skandinavije i  Balkana.
Posljednjih godina dokazana je pojava
B. suis serovara 2 u Srednjoj Europi i na
Pirinejskom poluotoku. Uloga zeceva u
Sirenju bruceloze manje je vazna nego
divljih svinja, obzirom na migratorne
mogucnosti  divljih svinja. Odrasli
vepar moze prevaliti udaljenosti od vise
desetaka kilometara, ako je poremecen
lanac ishrane ili u slucaju nestaSice hrane,
dok su zecevi stacionirani na malom
podrudju. Desetak epidemija vrstom
B. suis biovar 2 zabiljeZeno je u svinja u
Danskoj izmedu 1929. i 1999. godine,
a epidemioloski dokazi povezani su
s brucelozom u zefeva. U Danskoj su
izvijestili i o infekciji s B. suis biovar 2
u goveda, a izvor infekcije opet su bili
zecevi, jer ne postoji osnovana sumnja da
bi se populacija divljih svinja kretala po
Danskoj (Pikula i sur., 2005., Munozi sur.,
2010., Godfroid i sur., 2013.). U Poljskoj
je u pet krava dokazana infekcija s B.
suis biovar 2 koja nikada nije ranije bila
dokazana u Poljskoj. Izvor infekcije nije
dokazan, a sumnja se ili na divlje svinje
ili na zeceve (Szulowski i sur., 2013.).
Bruceloza u soba (Rangifer tarandus)
ili karibua (Rangifer tarandus caribou)
uzrokovana je vrstom B. suis biovar 4 u
cijeloj arktickoj regiji (Sibiru, Kanadi,
Aljasci) i predstavlja zoonotski problem
(Forbes, 1991.). Na otoku Baffin u Kanadi
postoje tri populacije karibua, a tijekom
zime od 1983. do 1986. godine, pretrazene
su populacije u najsjevernijem dijelu
otoka i utvrdene su seroloski pozitivne
reakcije u 17/40 (43%), u 11/33 (33%) u
sjevernom dijelu otoka i u 12/82 (15%) u
juznom dijelu otoka. Brucella suis biovar
4 izdvojen je iz 24/40 (60%) karibua, a isto

tako u pretrazenih Zivotinja utvrdene
su tipi¢ne patoloske promjene. Izmedu
1986. i 1990. godine godisnja incidencija
bruceloza u ljudi koji Zive na otoku Baffin
bila je 3,4% (34/100 000) (Ferguson i
sur., 1997.). U Kanadi i Aljasci, slucajevi
oboljenja u ljudi uglavnom se javljaju
u stocara koji rade s karibuima. Svi
pacijenti s klinickom brucelozom su iz
tog podrudja, a jeli su meso i iznutrice
karibua. Obicaj je da se iz tek zaklanog
karibua jede kostana srZ i sirove iznutrice
koje mogu sadrzavati mnostvo bakterija.
Pokusima je dokazano da se stoka
izlozena inficiranim karibuima moze
inficirati. Vrstom B. suis biovar 4 moze
se inficirati muflon (Owvibos moshatus), a
ponekad i druge zvijeri. Seroloske studije
pokazale su da u sobova na podrudju
sjeverne  Norveske nisu dokazane
pozitivne reakcije. B. suis biovar 5
izdvojena iz glodavaca u isto¢noj Europi,
ali postoji samo nekoliko izolata koji su
slabo prouceni (Forbes i Tessano, 1993.).

Brucella microti

U razdoblju od 1999. do 2003. godine
pojavila se sustavna bolest u populaciji
divljih glodavaca, voluharica (Microtus
arvalis) u juznoj Moravskoj u Ceskoj. Iz
klinickih uzoraka voluharica izdvojeni

su mali gram-negativni kokobacili
i identificirani kao  Ochrobactrum
intermedium. Dodatnim analizama

izolat je identificiran kao Brucella spp.,
i utvrdeno je da je to nova vrsta unutar
roda Brucella te je mnazvana Brucella
microti (Hubalek i sur., 2007.). Dokazano
je dugotrajno prezivljavanje B. microti
u tlu, a samim time okoli$ (tlo) postaje
mogudi rezervoar infekcije (Scholz i
sur.,, 2008.). B. microti je izdvojena iz
mandibularnih limfnih ¢vorova crvenih
lisica koje su ulovljene u regiji Gmiind u
donjoj Austriji. B. microti je prosirena u
vedem zemljopisnom podrudju, pokriva
podrudje juzne Moravske i dijelove donje
Austrije, a lisice su se po svemu sudeci
inficirale jedudi inficirane voluharice.
Do sada nije bilo opisa, niti bilo kakvih
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prijava infekcije domacih Zivotinja i ljudi
vrstom B. microti (Scholz i sur., 2009.,
Ronai i sur,, 2015.).

Patogeneza bruceloze u divljih
zivotinja

Smatra se da je patogeneza bruceloze u
divljih Zivotinja identi¢na onoj koja se do-
gada u domacih Zivotinja. Smatra se da je
relativno dugo razdoblje inkubacije (laten-
cije) prije pojave klinickih znakova, a Sto
ovisi o dobi, spolu i fizioloskom stanju Zi-
votinje. Ulazna vrata su oralni put, nosne
sluznice, o¢ne spojnice, sluznice spolnih
organa. Nakon penetracije brucela u orga-
nizam, pojavljuje se upalna reakcija koja
se ocituje nakupljanjem mononuklearnih,
polimorfonuklearnih i eozinofilnih leuko-
cita. Bakterije se dalje sele putem limfe u
limfne ¢vorove, a s razvojem limfadenitisa
i bakterijemije brucele ¢e dovesti do gene-
ralizirane infekcije retikuloendotelnih or-
gana, spolnih organa i akcesornih spolnih
zlijezda. Brucele se tad mogu izdvojiti iz
jetre, bubrega, slezene, testisa, epididimi-
sa, prostate, maternice, mlijecne Zzlijezde,
kostane srZi i vecine limfnih ¢vorova. Izlu-
¢ivanje brucela mlijekom, vaginalnim se-
kretom i sjemenom muzjaka su najvazniji
nacini Sirenja bruceloze. Brucele je u nekih
zivotinja moguce nadi i u mozgu, kraljez-
ni¢noj mozdini i drugim sinovijalnim te-
kud¢inama (Godfroid i sur., 2013.).

Klinicka slika i patoloski nalaz

Klinicka slika bruceloze u divljaci naj-
ceSce se ocituje reproduktivnim poreme-
¢ajima poput: pobacaja, zaostajanja po-
steljice, metritisa, supklinickog mastitisa,
neplodno$cu, orhitisom i epididimitisom
s Cestom pojavom neplodnosti. Cesta je
pojava zglobnog hidroma osobito kod
kronicne infekcije. Pobacaj je glavni znak
klinicke bruceloze, a najcesce se javlja u
drugoj polovici gravidnosti. U 75% do 90%
slucajeva zenske Zivotinje ¢e samo jednom
pobaciti, a mogu biti latentni nositelj (5%).
Protutijela se mogu dokazati i nakon dru-
ge i trece gravidnosti (Grillo i sur., 1997.).

U inficiranih Zivotinja se razvija pla-
centitis, Sto rezultira pobacajima ili pre-
ranim rodenjem i povecanjem perinatal-
ne smrtnosti. Nakon pobacaja posteljica
moze biti edematozna i hiperemic¢na, a u
plodova se mogu uociti krvavi edemi u
peritonealnoj supljini i potkoznom tkivu.
Ponekad se moze utvrditi metritis, a ¢vo-
rovi i apscesi se mogu naci u gravidnih
i negravidnih maternica. Lezije u mater-
nici s priraslicama su najcesce razlog za
neplodnost. U testisima se mogu naci
razliciti stadiji upale do apscesa i kalcifi-
kacija, a istovjetne promjene se nalaze i u
epididimisu. Atrofije testisa i hipertrofija
repa epididimisa karakteristi¢ne su ozna-
ke kronicne infekcije. Apscesi ili druge
gnojne lezije isto se tako mogu naci u lim-
fnim ¢vorovima, slezeni, jetri, kostima,
mlijecnoj zlijezdi, a ponekad i u mozgu.
Moze se uociti hromost i Sepanje uz ote-
Cenje zglobova, a ponekad se javlja para-
liza i spondilitis (Corbel, 1997., Godfroid
isur., 2013.).

Dijagnostika

Natemeljuklinickih znakova, aosobito
na patolosko anatomskim promjenama
organa i tkiva moze se posumnjati na
brucelozu. Da bi se objektivno potvrdila
bruceloza u divlja¢i mogu se primijeniti
razlicite laboratorijske analize. Provedene
su mnoge seroloske studije s ciljem
procjene rasprostranjenosti Brucella spp.
unutar razli¢itih vrsta divljih Zzivotinja.
Za serolosku dijagnostiku bruceloze
u divlja¢i koriste se isti antigeni kao
u domacih zivotinja uz primjenu iste
metodologije poput Rose Bengal testa,
reakcije vezanja komplementa i razlicitih
varijacija imunoenzimskog testa (Abbas
i Abak, 1999.). Izdvajanje i identifikacija
brucela klasi¢nim bakterijskim
postupcima iz sumnjivog materijala
omogucuje sigurnu dijagnozu bruceloze.
Biotipizacija pruza vazne epidemioloske
podatke u pracenju izvora infekcije.
Danas se u dijagnostici koriste i mnoge
molekulske tehnike (Gardner i sur., 1996.,
Gregoire i sur., 2012.).
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Upravljanje i kontrola

U Europi biljni i Zivotinjski svijet
nema takvo znacenje kao u SAD-u gdje
postoje prirodni rezervoari B. abortus,
a to su bizoni i jeleni u Nacionalnom
parku “Greater Yellowstone Area”. Ne
postoje cjepiva protiv bruceloze koja su
na raspolaganju za divlje Zivotinje da
bi se dobili zadovoljavajuci rezultati te
da su sigurna, neskodljiva i dovoljno
imunogena. Postoje pokusna cjepiva
protiv bruceloze (RB51) koja daju nesto
manju zaStitu u odnosu na zaStitu u
goveda. Cjepivo ne moze posti¢i takvu
razinu zastite da se iskorijeni bruceloza
u bizona u Nacionalnom parku, ali moZze
pomodi u smanjenju jacine infekcije. Danas
se kontrola bruceloze u divljih Zivotinja
temelji gotovo isklju¢ivo na dobrom
gospodarenju s divljaci. Vidljivo je da se
dugo vremena smatralo da je los koji se
slobodno krec¢e “death-end” domadin za
brucelozu, ali ih se tijekom zime pocelo
prihranjivati te je medu njima doslo do
Sirenja bruceloze (Olsen i sur., 2003.).

U Europi se bruceloza uglavnom
pojavljuje u divljih svinja i ogranicena
je na B. suis biovar 2. B. melitensis se
pojavljuje rijetko u divokoza u Alpama.
B. suis biovar 2 predstavlja problem u
domacih svinja koje se drze prirodno
na ispasi i mogu dodi u izravni dodir
s divljim svinjama. Osim toga B. suis
biovar 2 je opisana i dokazana u goveda
u Poljskoj i Belgiji. Vaznost B. microti
gdje je dokazano da se moze nadi i u
tlu predstavlja rezervoar za glodavce i
predatore, a njezin je objektivni infektivni
potencijal ~ jo§  potrebno  temeljito
procijeniti (Godfroid i sur., 2013.).

Vaznost infekcije divljaci i

moguci prijenos na ljude
Bruceloza je od davnina poznata bo-

lest s vrlo malim pomorom (<2% nelije-

Cenih slucajeva). Ipak, bruceloza u ljudi
je najceSca zoonoza u svijetu i godisnje se

prijavi oko 500.000 novih slucajeva bruce-
loze ljudi u svijetu. Ljudi se cesto inficira-
ju tijekom putovanja u egzoticne krajeve
gdje ne postoji sustavna kontrola bolesti i
ljudi se inficiraju konzumirajudi razlicite
proizvode od bruceloznih ovaca i koza
(Pappas i sur.,, 2006.). Izravan prijenos
Brucella spp. iz divljaci na ljude ¢ini se
nije toliko cest i uglavnom se dogada pri-
likom klanja divlji svinja i konzumiranja
bivoljeg mesa te zbrinjavanja bruceloznih
lesina (Eales i sur., 2010.). B. suis biovar 11
3 su vrlo infektivi za ljude i zastupljeni su
u divljih svinja u SAD-u i Australiji, dok
patogenost B. suis biovar 2 za ljude nije
poznata. Na Arktiku postoji uska veza
izmedu autohtonih zajednica ljudi i so-
bova, odnosno karibua, ¢ije meso sluzi za
prehranu i vaZan su dio kulturnog naslje-
da. Dio nasljeda je i konzumacija sirove
ko$tane srzi i unutarnjih organa svjeze
usmréenih karibua, $to je znacajan ¢imbe-
nik rizika za infekciju ljudi vrstom B. suis
biovar 4 (Alexander i sur., 2012., Sandfoss
isur., 2012., Godfroid i sur., 2013.).

Sazetak

Bruceloza je vazna zoonoza, Siroko raspros-
tranjena u ljudi i Zivotinja. Pojava bolesti u ve-
likoj mjeri ovisi o prisutnosti bolesti u domacih
i divljih Zivotinja. Epizootioloska povezanost
izmedu bruceloze divljih i domacih Zivotinja
je dobro znana. Mogucdi izravni dodir domacih
i divljih Zzivotinja najvazniji je c¢imbenik u
mogucem Sirenju bruceloze medu njima i na
ljude. Premjestanje divljih Zivotinja na nova
podrudja predstavlja veliki rizik u Sirenju
bruceloze. Diljem svijeta je poznato da su glav-
ni uzrocnici bruceloze B. abortus i B. suis izdvo-
jeni iz velikog broja raznih zivotinjskih vrsta
poput bizona (Bison bison), losa/jelena (Cervus
elaphus), divlje svinje (Sus scrofa), crvene lis-
ice (Vulpes wulpes), europskog smedeg zeca
(Lepus europeaus), africkog bivola (Syncerus caf-
fer), soba (Rangifer tarandus tarandus) i karibua
(Rangifer tarandus groenlandicus). B. melitensis
je rijetko izdvojena u divljih Zivotinja. Opisani
su sporadicni slucajevi u Europi u divokoze
(Rupicapra rupicapra) i kozoroga (Capra ibex) u
Alpama. B. ovis i B. canis nikada nisu zabiljezeni
u divljih Zivotinja u Europi, a infekcija s B. ovis
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opisana je u jelena na Novom Zelandu. Bruce-
loza je opisana i u voluharica (Microtus arvalis)
u Juznoj Moravskoj (Cegka). U morskih sisava-
ca opisane su vrste B. ceti i B. pinnipedialis, kao
uzrocnici potencijalnih zoonoza $to ima vaznu
javno zdravstvenu implikaciju.

Kljucne rijeci: bruceloza, divlje Zivotinje,

epidemiologija
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Brucellosis is an important zoonosis,
widespread both in humans and animals. The
appearance of the disease depends largely
on the presence of the disease in domestic
and wild animals. The epidemiological link
of brucellosis between wild and domestic
animals is well known. Possible direct contact
of domestic and wild animals is the most
important factor in the potential spread of
brucellosis among animals and between
animals and humans. The transfer of wild
animals to new areas without any disease
control measures is a major risk for the spread
brucellosis. The main causative agents of
brucellosis, B. abortus and B. suis, have been
isolated from a wide range of mammal species,
such as bison (Bison bison), elk/deer (Cervus
elaphus), wild boar (Sus scrofa), red fox (Vulpes

vulpes), European hare (Lepus europeaus),
African buffalo (Syncerus caffer), reindeer
(Rangifer tarandus tarandus) and barren ground
caribou (Rangifer tarandus groenlandicus). B.
melitensis is rarely isolated from wild animals.
In Europe, sporadic cases were described in
chamois (Rupicapra rupicapra) and Alpine ibex
(Capra ibex) in the Alps. B. ovis and B. canis
infections have not been reported in wild
animals in Europe, while B. ovis infection was
described in deer in New Zealand. Brucellosis
was also described in the common vole
(Microtus arvalis) in Czech Republic. In marine
mammals, B. ceti and B. pinnipedialis were
described as potential causes of zoonoses with
a significant public health implication.

Key words: Brucellosis, Wild animals, Epi-
demiology
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Utjecaj negativnog
energetskog statusa

na reprodukciju
mlijecnih krava

I. Folnozi¢, T. Dobrani¢, D. Durici¢, Romana Turk, S. Vince, ]. Grizelj, D.

Gracner, Martina Lojkic, H. Valpoti¢ i M. Samardzija* L=
Uvod

Izazovi povezani s postizanjem odnosno smanjenje unosa suhe tvari
gravidnosti ~u  visokoproduktivnih  (Ingvartsen i Andersen, 2000.). U tjednu
mlijeénih  krava  poprimaju  sve prije teljenja unos suhe tvari se znatno

znatniju paZnju kako znanstvenika,
veterinara tako i samih farmera.
U danasnje vrijeme mlijecne krave
imaju tendenciju smanjenog postotka
koncepcije, duzeg servis perioda, a
samim time i povecanog remonta stada
zbog neplodnosti nego krave prije 20
do 30 godina (Weigel, 2006.). Stoga je
pravilan menadZzment krava, posebice
u peripartalnom razdoblju od iznimnog
znacenja kako bi se sprijecili metabolicki
poremecaji, teSka teljenja i puerperalni
reproduktivni poremecaji koji najcesce
vode do velikih ekonomskih gubitaka.
U peripartalnom razdoblju znatno se
povecavaju potrebe za hranjivim tvarima
neophodnim za rast ploda i sintezu
mlijeka. Najvaznija fizioloSka promjena
koja se javlja tijekom peripartalnog
razdoblja je smanjenje apetita plotkinje,

smanjuje s najve¢im padom od oko 30% u
razdoblju od 24 h prije teljenja i daljnjim
padom od 19% na dan poslije teljenja
kada se krave rutinski prebacuju na
hranidbu visoko energetskim obrocima
kako bi zadovoljile potreba laktacije
(Huzzey i sur., 2007.). Krave mlije¢nih
pasmina genetski selekcionirane za
visoku proizvodnju mlijeka ne mogu
odrzati pozitivni energetski status u
vrijeme rane laktacije te stoga moraju
mobilizirati tjelesne rezerve energije
akumulirane tijekom suhostaja kako bi
mogle udovoljiti potrebama bazalnog
metabolizma i laktacije (Pryceisur., 2001.,
Taylor i sur., 2003.). Iz toga razloga unos
energije hranom je nedostatan te vecina
visokomlijecnih krava ulazi u razdoblje
negativnog energetskog statusa (Engl.
negative energy balance, NEB) (Chagas
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i sur., 2007., Ko¢ila i sur., 2009.). NEB je
Cesto stanje koje nastaje zbog neravnoteze
izmedu wunosa energije hranom i
proizvodnih zahtjeva. Stoga nastanku
NEB-a u najvecoj mjeri doprinosi visoka
proizvodnja mlijeka i smanjeni apetit
koji se javlja u razdoblju nakon teljenja
(Rossi i sur., 2008.). S obzirom da se
krave uglavnom ne uspijevaju prilagoditi
metabolickim  promjenama  tijekom
peripartalnog razdoblja, cesto dolazi do
nastanka reprodukcijskih i metabolickih
poremecaja (LeBlanc i sur, 2006.).
Osobito su metabolickim poremecajima
sklone one plotkinje koje u peripartalno
razdoblje nisu usle u optimalnoj tjelesnoj
kondiciji (Folnozi¢ i sur., 2015.). Zbog
toga je smanjenje stupnja i trajanja NEB-a
vazan ¢imbenik u postizanju optimalne
reproduktivne ucinkovitosti (Patton i
sur., 2006.).

Metabolicke i endokrine
promjene u peripartalnom

razdoblju

Selekcijom  krava na  visoku
proizvodnju mlijeka istovremeno
je doslo i do utjecaja na sposobnost
hormonske  regulacije = metabolickih

procesa. Regulacija metabolickih procesa
u peripartalnom razdoblju izrazito je
slozena zbog povezanosti hranidbe,
energetskog i endokrinog sustava.
Zbog toga hranidbi tijekom suhostaja
i rane laktacije treba posvetiti posebnu
pozornost. Porodaj preusmjerava
hormonske aktivnosti endokrinogsustava
prema visokoj proizvodnji mlijeka, a
pod utjecajem metabolickih hormona
dolazi do usmjeravanja hranjivih tvari
prema mlije¢noj zlijezdi kako bi se
omogucdila sinteza velike koli¢ine mlijeka
u situaciji izloZenosti organizma NEB-u
(Bauman i Currie, 1980., Grummer i sur.,
2004.). Glavni pokazatelji poremecaja
metabolizma u peripartalnom razdoblju
su neesterificirane masne kiseline

(Engl. nonesterified fatty acids, NEFA) ili
slobodne masne kiseline (Engl. freefatty
acids, FFA), ketonska tijela, ponajprije
beta-hidroksibutirat (Engl. betfa-hydroxy
butyrate, BHB) i glukoza. Kod krava s
visokom proizvodnjom mlijeka potreba
za glukozom dovodi do aktivacije

procesa  glukoneogeneze,  odnosno
sinteze glukoze iz glukoplasti¢nih
spojeva nastalih razgradnjom masti

i bjelancevina u jetri (Herdt, 2000.a).
Procesi razgradnje masti i bjelancevina u
hepatocitima pod izravnom su kontrolom
endokrinih hormona, ponajprije inzulina
i glukagona. Uloga inzulina u organizmu
je smanjivanje glikemije i omogucavanje
ulaska glukoze u stanice i njezino
iskoriStavanje za metabolicke potrebe,
dok istovremeno u masnom tkivu potice
lipogenezu. Isto tako, inzulin sprijecava
aktivaciju glukoneogeneze. S druge
strane glukagon ima antagonisticki
uéinak, odnosno poti¢e lipolizu i
ketogenezu dovode¢i do povecanja
glikemije i koncentracije NEFA u krvi.
U peripartalnom razdoblju dolazi do
snizavanja koncentracije inzulina, a isto
tako i do povecane rezistencije masnog
i miSi¢nog tkiva prema inzulinu, osobito
u razdoblju od 2 do 4 tjedna nakon
porodaja (Bell, 1995., Reddliff i sur,
2003.). Navedene endokrine promjene
aktiviraju proces glukoneogeneze koji se
odrazava kroz intenzivniju mobilizaciju
masti i beta-oksidaciju masnih kiselina
iz kojih nastaje znatna koli¢ina acetil-
koenzima A (acetil-CoA). Organizam
na taj nacin Stedi glukozu za sintezu
laktoze u mlijetnoj Zzlijezdi (Herdt,
2000.a). Nastali acetil-CoA ulazi u ciklus
limunske kiseline, ali samo u koli¢ini koja
je ovisna o raspoloZivosti oksalacetata,
a koji ovisi o koli¢ini glukoze. Preostali
acetil-koenzim A skre¢e u ketogenezu,
§to je osnova za stvaranje ketonskih
tijela u visokomlije¢nih krava (Rossi i
sur., 2008.). Ketonska tijela predstavljaju
meduprodukt u oksidaciji NEFA,
odnosno nepotpunoj oksidaciji masnih
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kiselina zbog neprisutnosti dostatne
koli¢ine oksalacetata, a preZivaci masne
kiseline u fizioloskim uvjetima koriste
kao izvor energije (Herdt, 2000.b). Smatra
se da gotovo 50% svih visokomlije¢nih
krava prolazi kroz razdoblje privremene
supklinicke ketoze tijekom prvog
mjeseca laktacije (Wathes i sur., 2007.).
Prema Geishauser i sur. (2000.) za
pouzdano otkrivanje supklinicke
ketoze najpouzdanije je odredivanje
koncentracije BHB u serumu krava.
Osim stvaranja ketonskih tijela,
sljede¢a vazna promjena u metabolizmu
visokomlijecnih ~ krava je  porast
koncentracije NEFA, koje su pokazatel;j
intenziteta lipolize i mobilizacije masti iz
adipocita. VaZzno je istaknuti da je tijekom
NEB-a koncentracija NEFA narocito
poviSena u pretilih krava (Lacetera i sur.,
2005.). Naime, sniZenje koncentracije
glukoze dovodi do povecanja lipolize
i porasta koncentracije NEFA. U jetri
se NEFA esterificiraju do triglicerida, a
zatim se iz jetre transportiraju u obliku
lipoproteina vrlo male gusto¢e, VLDL
(Engl. very low density lipoproteins). Drugi
metabolicki put iskoristavanja NEFA je
oksidacija do ugljicnog dioksida u cilju
osiguravanja energije ili djelomicna

Visoka koncetracija NEFA 2 tjedna prije

teljenja

2 do 4 puta vedi rizik od dislokacije siriSta
(Cameron i sur, 1998., LeBlanc i sur., 2005.)

Tabela 1. Utjecaj NEFA i BHB na zdravlje i reprodukciju krava tijekom peripartalnog razdoblja

oksidacija pri cemu nastaju ketonska
tijela koja se dijelom iskoriStavaju u
organizmu kao izvor energije (Lassen i
Fettman, 2004.). Koncentracija triglicerida
u krvi visokomlije¢nih krava obi¢no
dostize maksimalnu vrijednost izmedu 7.
i 13. dana nakon porodaja, a nakon toga
postupno se smanjuje (Grummer, 1995.).
Kako kod krava u NEB-u kapacitet jetre za
odrzavanje ravnoteze izmedu otklanjanja
triglicerida u obliku VLDL i endogene
sinteze triglicerida nije uvijek dostatan
Cesto dolazi do nakupljanja triglicerida
u jetri, Sto posljedi¢no dovodi do masne
infiltracije jetre. Pojava masne jetre u
visokomlije¢nih krava najceSce se javlja
do 40.-og dana nakon teljenja (Grummer,
1993.). Ostali hormoni koji sudjeluju u
regulaciji lipomobilizacije i iskoriStavanju
masti u jetri su somatotropni hormon
(STH), inzulinu slican c¢imbenik rasta I
(IGF-I), tireoidni hormoni i leptin.

Povratak ciklicne aktivnosti
jajnika nakon teljenja

Najvazniji dogadaj u reprodukciji
visokomlije¢nih  krava je ponovno
obnavljanje aktivnosti jajnika i uspostava

Supklinicka ketoza (BHB>1200-1400
pmol/L)

4 do 8 puta veci rizik od dislokacije sirista
(Geishauser i sur., 2000., LeBlanc i sur,
2005.),

1,8 puta vedi rizik od zaostajanja posteljice
(LeBlanc i sur., 2004.)

Smanjeni postotak koncepcije prilikom
prvog osjemenjivanja (Walsh i sur., 2007.)

2 puta veci rizik od izlucivanja prije 60.-0g
dana laktacije (Duffield i sur., 2005.).

Smanjena proizvodnja mlijeka (Duffield,
2000.)

1,5 puta vedi rizik od izlucivanja tijekom
cijele laktacije (Duffield i sur., 2005.).

Tezi oblici mastitisa (Suriyasathaporn i sur.,
2000.).

Veda vjerojatnost razvoja anestrije u razdo-
blju nakon teljenja (McCarthy i sur., 2005.).

50% veca vjerojatnost anestrusa 60.-o0g
dana nakon teljanja (Walsh i sur., 2007.).
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pravilnih spolnih ciklusa u razdoblju
nakon teljenja. Da bi ostvarile svoj
maksimalni reprodukcijski potencijal,
odnosno  medutelidbeno  razdoblje
od 12 do 13 mijeseci, krave bi trebale
koncipirati najkasnije 3 mjeseca nakon
teljenja. Za ostvarivanje tog cilja
potreban je povratak cikli¢ne aktivnosti
jajnika nekoliko tjedana nakon teljenja
(Opsomer i sur., 1998., Gautam i sur.,
2010.). Razdoblje puerperija obiljezeno
je involucijom maternice i povratkom
cikliéne aktivnosti jajnika kako bi se
krava pripremila za sljede¢u gravidnost
(Sheldon, 2004.). Prva se ovulacija obi¢no
javlja od 17 do 42 dana nakon teljenja, a
trebali bi ju slijediti pravilni spolni ciklusi
sizrazenim znacima estrusa (Lesliei sur.,
2003.). U dosadasnjim istraZivanjima
ustanovljeno je da nedostatak energije
odgada prvu postpartalnu ovulaciju,
a samim time dolazi do produljenja
servis perioda i medutelidbenog
razdoblja. Isto tako najnovija istrazivanja
ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu
rane ovulacije i povecanog postotka
koncepcije. Prema Butler (2003.), prva se
ovulacija nakon teljenja najcesce javlja od
10 do 14 dana nakon Sto NEB dosegne
svoju najnizu razinu. Visokomlije¢ne
krave obi¢no imaju najniZu razinu
NEB-a izmedu drugog i treceg tjedna
laktacije (Gonzales i sur., 2011., Folnozi¢
i sur., 2016.). Jedan od osnovnih razloga
kasnijeg povratka ciklicne aktivnosti
jajnika ponajprije je uzrok u smanjenom
izlu¢ivanju luteiniziraju¢eg hormona
(LH) iz prednjeg reznja hipofize (Rossi
i sur., 2008.). Nadalje, Butler je (2003.)
ustanovio da niska razina energije
ne suprimira samo izlu¢ivanje LH
nego i smanjuje osjetljivost jajnika na
stimulaciju LH.

Iako NEB posredno Stetno djeluje
na jajnike, vaznu ulogu pri tome imaju
metabolicki i endokrini hormoni poput
inzulina, IGF-I, hormona rasta (GH)
i leptina. Razina inzulina i glukoze je
smanjena kod krava u NEB-u. Inzulin

povecava odgovor jajnika na djelovanje
gonadotropnih hormona i ima pozitivan
ucinak na odabir i bolji rast folikula (Gong
i sur., 2001.). Isto tako, optimalne razine
inzulina i estradiola nuzne su za ovulaciju
(Formigoni i Trevisi, 2003., Samardzija i
sur., 2006.). Kad su koncentracije IGF-I
i inzulina niske, folikuli ne sintetiziraju
dostatne koncentracije 17(3-estradiola
ili nedovoljno rastu. Zbog toga izostaje
pulzativno izluc¢ivanje LH koje je nuzno
za izazivanje ovulacije (Tomaskovi¢i sur.,
2007.). Krave koje u ranom puerperiju
imaju nisku  koncentraciju = IGF-I
najvjerojatnije ¢e kasnije imati poremetnje
u povratku cikliéne aktivnosti jajnika
(Dobrani¢ i sur., 2008.). Vazno je istaknuti
da su IGF-I i njemu srodni proteini
proizvedeni u jetri pod kontrolom GH.
Medutim, koncentracija GH u serumu je
veca nakon teljenja, dok je koncentracija
IGF-I niska. Razlog za ovaj prividni
paradoks vjerojatno lezi u malom broju
jetrenih receptora za GH induciranih
hipoinzulinemijom (Kobayashi i sur,
1999.). Kada se hranidbom nastoji povecati
unos energije pomocu prekursora za
glukozu (propilen glikola), koncentracija
IGF-1 se povecava i aktivnost jajnika je
obnovljena ranije tijekom puerperija
(Formigoni i sur., 1996.). Dakle, oporavak
iz NEB-a je kljucan ¢imbenik u povratku
cikli¢ne aktivnosti jajnika. NEB utjece na
plodnost ponajprije odgadajuéi povratak
ciklicke aktivnostijajnikaismanjujucibroj
ciklusa prije prvog osjemenjivanja. Brojna
istrazivanja pokazala su da postotak
koncepcije pozitivho korelira s brojem
ovulacijskih ciklusa prije osjemenjivanja.

U  posljednjih  20-ak  godina,
znanstvenici su poceli istrazivati ulogu
leptina  u upravljanju energetskim
rezervama u mlijeénih goveda. Osim
IGF-1 utvrdeno je da vaznu ulogu u
povratku ciklicne aktivnosti jajnika
ima i peptidni hormon leptin. Masno
tkivo, odnosno adipociti su primarni
izvor leptina (Chilliard i sur, 2005.,
Kadokawa i Martin, 2006.). Leptin ima
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kljuénu ulogu u odrzavanju homeostaze
organizma, odnosno unosa i skladistenja
energije te modulaciji imunosnih
funkcija (Chilliard i sur., 2000., 2005.).
Koncentracija leptina je smanjena u
razdobljima  nedovoljnog  uzimanja
hrane, p-adrenergicne stimulacije i
razdobljima smanjene duljine dana, dok
mu koncentraciju povecavaju inzulin i
glukokortikoidi (Chilliard i sur., 2000.).
Isto tako, utvrdena je visa koncentracija
leptina u pretilih u odnosu na mrsave
krave (Meikle i sur.,, 2004., Chilliard i
sur., 2005., Kadokawa i Martin, 2006.).
Kadokawa i Martin (2006.) su ustvrdili da
se koncentracija leptina smanjuje tijekom
rane laktacije prema najnizoj razini,
a zatim povecava u razdoblju pojave
prve ovulacije. U istraZivanju Block
i sur. (2001.) utvrdeno je da laktacija
smanjuje koncentraciju leptina cak i
kada je krava u pozitivnom energetskom
statusu. Medutim, nekoliko istrazivanja
je postiglo proturjecne rezultate glede
koncentracije leptina u razdoblju nakon
porodaja, i to od povecanja koncentracije
(Kadokawa i sur., 2000.), nepromijenjene
koncentracije (Huszenicza i sur., 2001.)
do smanjenja koncentracije (Block i sur.,
2001., Holtenius i sur., 2003.) ili prolaznog
povecanja koncentracije nakon teljenja
(Liefers i sur, 2003.). U dosadasnjim
istrazivanjima dokazano je da leptin
djeluje kao izravni metabolicki signal na
mjesta u srediSnjem Zzivéanom sustavu
koja kontroliraju pulsirajuce oslobadanje
LH. Kadokawa i Martin (2006.), testirali
su ovu hipotezu i ustvrdili da pulsirajuca
LH frekvencija pozitivno korelirana s
energetskim statusom i koncentracijom
u leptina u krvi, a isto tako i da su
amplitude pulsirajuceg oslobadanja LH
povezane samo s koncentracijom leptina.
Time su zakljucili da izmedu sinteze
leptina i reprodukcijskih pokazatelja
postoji jaka fizioloska veza. Stoga je
najlogicnije tumacenje da leptin sudjeluje
u kontroli izlucivanja LH kao jedan od
glavnih ¢imbenika u procesu ovulacije.

Moze se zakljuciti da su NEFA i BHB
neizravni metabolicki pokazatelji stupnja
NEB-a i uspjeha prilagodbe plotkinje
na njegove ucinke. NEB se u plotkinja
ocituje i klini¢ki vidljivom promjenom
tjelesne kondicije. Zbog toga je vazno
da visokomlijecne krave u optimalnoj
tjelesnoj kondiciji udu u peripartalno
razdoblje. Dosadasnja istrazivanja su
ustvrdila da ¢e ekstremne vrijednosti
tjelesne kondicije gotovo uvijek izazvati
smanjenu reproduktivnu ucinkovitost.

Sazetak

Tijekom posljednjih nekoliko desetljeca
proizvodnja se mlijeka po kravi i viSe nego
udvostrucila. Povecanje proizvodnje mlijeka
praceno je povecanjem ucestalosti zdravst-
venih problema i smanjenom plodnosti
visokomlije¢nih krava. Glavne prilagodbene
promjene u organizmu plotkinje dogadaju se
oko teljenja. Visokomlije¢ne krave ne mogu
unosom hrane osigurati visoke energetske
zahtjeve te moraju mobilizirati svoje tjelesne
rezerve kako bi odrzale visoku proizvodnju
mlijeka. Zbog nemogucnosti unosa dovoljne
kolicine energije s obzirom na potrebe orga-
nizma u tom razdoblju dolazi do razvoja neg-
ativnog energetskog statusa (NEB). Nastanku
NEB-a osim visoke proizvodnje mlijeka dopri-
nosi i smanjeni apetit koji je javlja u razdoblju
nakon teljenja. IzloZenost NEB-u posljedi¢no
dovodi do gubitka tjelesne kondicije i promje-
na u metabolickim i hormonskim pokazatelji-
ma u krvi Sto znatno utjece na kasniju plod-
nost. Za vrijeme rane laktacije visokomlijecne
krave su u NEB-u, a §to su duze u tom stanju
to kasnije pocinje lutealna aktivnost jajnika.
Razni metaboliti i metabolicki hormoni,
ukljucujué¢i  glukozu, beta-hidroksibutirat
(BHB), neesterificirane masne kiseline (NEFA),
inzulin, leptin i inzulinu slian ¢imbenik rasta
I'vazni su ¢imbenici koji utjecu na steroidogen-
ezu jajnika, folikularnu dinamiku te na razvoj
oocita. NEFA i BHB su neizravni metabolicki
pokazatelji stupnja NEB-a i uspjeha prila-
godbe plotkinje na njegove ucinke. NEB se
u plotkinja ocituje i klinicki vidljivom prom-
jenom tjelesne kondicije. Zbog toga je vazno
da visokomlijecne krave u optimalnoj tjele-
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snoj kondiciji udu u peripartalno razdoblje.
Dosadasnja istrazivanja su ustvrdila da dce
ekstremne vrijednosti tjelesne kondicije go-
tovo uvijek izazvati smanjenu reproduktivnu
ucinkovitost.

Kljucne rijeci: negativni energetski status,

reprodukcija, mlijecne krave
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In recent decades, milk production per
cow has more than doubled. Such increased
milk production has been accompanied by an
increased incidence of health problems and
decreased fertility in cows with high milk
yield. The main adaptive changes in cows
occur during the peripartal period. High milk
yielding cows were not able to compensate the
high energy demands by feed intake and, thus
have to mobilize body reserves in order to
maintain high milk production. Theinsufficient
energy intake to meet body demands in that
period usually leads to the development of a
negative energy balance (NEB). The incidence
of NEB can be attributed not only to high milk
yield but also to the loss of appetite that occurs
after calving. Exposure to NEB consequently
leads to a loss in body condition and
alterations in blood metabolic and hormonal
parameters, which may significantly influence
later fertility. During early lactation, high

yielding cows are in NEB, and the longer
they are in that status, the later ovarian luteal
activity commences. Various metabolites and
metabolic hormones, including glucosis, beta-
hydroxybutirate (BHB), non-esterified fatty
acids (NEFA), insulin, leptin, and insulin-like
growth factor I were identified as important
factors influencing ovary steroidogenesis,
follicular dynamics and development of
oocytes. NEFA and BHB are indirect metabolic
parameters of NEB intensity and the adaptive
success of cows to its effects. In cows, NEB
is seen in clinical change in body condition.
Thus, it is important that high yielding cows
enter the peripartal period in optimal body
condition. Studies have shown that extreme
body condition scores almost always reduce
reproductive efficiency.

Key words: Negative energy balance, Repro-
duction, Dairy cows
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Utjecaj neonikotinoida na

kukce oprasivace

Ivana Tlak Gajger*, Irena Bosek, Nina Bilandzi¢ i Marina Kosanovi¢

Uvod

Predstavljaju li neonikotinoidi primi-
jenjeni na poljoprivrednim povrSinama
prijetnju pcelinjim zajednicama? To je
pitanje koje je ve¢ godinama aktualna
tema u raspravama izmedu velikih
farmaceutskih korporacija i pcelara.
Rezultati brojnih istrazivanja provedenih
posljednjih  petnaestak godina dali
su jasan odgovor na to pitanje.
Neonikotinoidi predstavljaju ozbiljnu
prijetnju ocuvanju pcelinjih zajednica, a
otrovanja istima prouzroce znatne Stete
u pcelarstvu (Blacquiere i sur., 2012.). Pri
tome izravne Stete prouzroce ugibanjem
akutno otrovanih pcelinjih zajednica,
a neizravne Stete nastaju posljedicno
subletalnim otrovanjima ocitujuéi se
u konacnici smanjenjem proizvodnje
pcelinjih proizvoda i smanjenjem kolic¢ine

oprasivanja.

Medonosne pcele, bumbarske
zajednice i solitarne pcele su vaZni
oprasivaci biljaka i uzgajanih

poljoprivrednih usjeva ¢ime je njihova
uloga u odrzavanju bioloske ravnoteze
u pojedinim biocenozama neprocjenjiva
(Gonzalez-Varo i sur., 2013.). Smatra
se da pcele oprasuju tredinu svih
poljoprivrednih kultura diljem svijeta

¢ime znatno doprinose ukupnom
gospodarstvu (Williams, 1994., Velthuis i
Van Doorn, 2006., Klein i sur., 2007.).
Neonikotinoidni ~ insekticidi  se
primijenjuju u kontroli nametnika i
Stetnika na poljoprivrednim kulturama
diljem svijeta, no istodobno mogu imati
nepovoljni ué¢inak na ne ciljane organizme
poput kukaca - prirodnih opraSivaca.
Zbog spomenutog nepovoljnog utjecaja
na kukce prirodne oprasivace i rezultata
znanstvenih  istrazivanja  Europske
agencije za sigurnost hrane (EFSA)
Europska komisija (EC) donijela je u
prosincu 2013. godine dvogodisnju
zabranu primjene tri vrste neonikotinoida:
klotianidina, imidakloprida i
tiametoksama (Anonymus, 2013.).
Pesticidi su tvari namijenjene
suzbijanju Stetnika u poljoprivrednoj
proizvodnji. Istodobno onecis¢uju okolis,
prije svega povrSinske i podzemne
vodene tokove te imaju vrlo Stetan utjecaj
na biljni i Zivotinjski svijet. Pesticidi se
nalaze u hranidbenom lancu mnogih
slobodno Zzivucih, ali i domacih zivotinja
te ljudi. U uporabi se danas nalaze
tzv. selektivni i neselektivni pesticidi.
Selektivni pesticidi djeluju na toc¢no
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odredenu skupinu Stetnika i nisu Stetni
2006.). Mnogo su opasniji neselektivni
pesticidi ¢ija uporaba moZe negativno
utjecati na biljke i Zivotinje te posljedi¢no
na ljudsko zdravlje. Svi pesticidi djeluju
Stetno na prirodne ekosustave (Sanchez-
Bayo i sur., 2002.). Insekticidi su sredstva
namijenjena za suzbijanje Stetnih kukaca.
Prilikom primjene insekticidi mogu
biti u c¢vrstom, tekucem i plinovitom
stanju, a prema toksicnom djelovanju
kontaktni, inhalacijski te sistemi¢ni
(Rortais i sur., 2005.). Iako je tretiranje
insekticidima osnovno zastitno sredstvo
u poljoprivrednom gospodarenju, moze
izazvati smanjenje populacije korisnih
kukaca u prirodnim biosustavima,
smanjiti prinose u pcelarstvu, izazvati
pojavu rezidua u hrani te posljedicno
svemu navedenom smanjene prihode
pcelarima (Vermandere, 2002., Bonmatin
i sur, 2003.). Pri tome, nepovoljni se
ucinak otrova na pcele pojavljuje nakon
izravnog kontakta s vodom, nektarom ili
peludom koji su onecisceni pesticidima
(Villa i sur., 2000.). Za péele su najopasniji
insekticidi u obliku praha (Prier i sur,
2001.) koji su duZze toksicni od tekuéina
te emulzijskih i topivih koncentrata.
Mikro cestice koje lebde u zraku smatraju
se najopasnijima za skupljacice, jer su
veli¢inom slicne peludnim zrncima i
imaju tendenciju lijepljenja na dlake
te se tako unose u kosnicu gdje mogu
dugotrajno Stetno djelovati na leglo i/
ili pcelinju maticu. Stalno su prisutne
rasprave o ulozi pesticida kao uzroka
ili pogodovnog ¢imbenika za povecane
gubitke u pcelarstvu opéenito i specifi¢no,
kao i utjecaja na nedavno definiranu
pojavu naglog i neobjasnjivog nestanka
pcela iz kosnica (Engl. Colony Collaps
Disorder; CCD) (van Engelsdorp i sur,
2009.).

Neonikotinoidi

Neonikotinoidi su skupina neuro-
aktivnih insekticida novije generacije,

a kemijski su srodni nikotinu.
Neonikotinoidi su primarno razvijani
zbog znatno manje otrovnosti u
usporedbi s ranije rabljenim insekticidima
iz skupina organofosfata i karbamata.
Vedina  istrazivanih  neonikotinoida
pokazala je znatno manju otrovnost
za sisavce, nego za kukce, iako su neki
metaboliti neonikotinoida vrlo toksicni.
Primjena pojedinih insekticida iz skupine
neonikotinoida ogranicena je u pojedinim
drzavama, jer su rezultati istraZivanja
pokazali njihovu povezanost propadanja
pcelinjih zajednica s njihovim Stetnim
ucinkom. Imidakloprid, klotianidin,
tiametoksam, dinotefuran, acetamiprid
i tiakloprid rabe se wu intenzinoj
poljoprivrednoj proizvodnji. Prvi se
na trziStu pojavio imidakloprid (Elbert
i sur, 2008.), a trenutacno je prisutan
u preko 400 proizvoda (Anonymus,
2010.). Vedina neonikotinoida topiva je
u vodi, a u okolisu se sporo razgraduje
pa tako omogucava biljkama tijekom
njihovog rasta dobru zastitu od Stetnih
kukaca. Neonikotinoidi  paraliziraju
kukca blokiranjem odredenog kemijskog
puta koji odasilje Zivéane impulse u
srediSnji  Ziv€ani sustav (Tomizawa
i Casida, 2003.). Oni su antagonisti
nikotin acetilkolinskih receptora,
prouzroce  blokadu  nikotinergijskih
ziv€anih puteva. Blokada prouzroci
nakupljanje acetilkolina koji je vaZan
neurotransmiter, a to rezultira paralizom
kukca i najcesée uginu¢em. Kod sisavaca
se ovi receptori nalaze i u srediSnjem i u
perifernom zivéanom sustavu. Medutim,
kod kukaca receptori su ograniceni samo
na podrudje srediSnjeg Ziv€anog sustava.
Niska do umjerena aktivacija ovih
receptora prouzroci zivéanu stimulaciju,
ali visoke razine prouzroce prekomjernu
stimulaciju i blokiraju receptore Sto
prouzroci paralizu i uginude. Bududi
da se vecina neonikotinoida veZze
mnogo snaznije za receptore Zivaca kod
kukaca nego kod sisavaca, ova skupina
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insekticida selektivho je otrovnija za
kukce, nego za sisavce. Ti su insekticidi
sistemski, Sto znac¢i da mogu biti
apsorbirani i prenoSeni kroz biljku,
osiguravajudi zastitu protiv kukaca koji
se hrane biljkama. Biljke apsorbiraju
primijenjenu tvar kroz njihovo korijenje
ili liS¢e, a vaskularna ju tkiva prenose
u stabljiku, lis¢e, cvijece i plodove.
Neonikotinoidi se mogu primijeniti
tretiranjem sjemena, natapanjem tla ili
u granulama, folijarnim sprejevima ili
kemigacijom (dodavanjem insekticida u
vodu za navodnjavanje). Ta raznovrsnost
metoda primjene, uz svoja sistemska
svojstva i nisku otrovnost za kraljeZnjake,
jedan je od primarnih razloga zasto se
koriste za zastitu poljoprivrednih usjeva
(Elbert i sur., 2008.).

Buducdi da se neoikotinoidi apsorbiraju
u biljku, kukci koji ovise onektaru, peludu
i drugim cvjetnim resursima imaju
povecanu oralnu izlozenost ostatcima
neonikotinoida ili njihovim metabolitima.
Ostatci Stetnih tvari (rezidua) utvrdeni
su u peludu (Laurent i Rathahao,
2003.), nektaru (Krischik i sur., 2007.) i
drugim biljnim izluc¢evinama (Girolami
i sur.,, 2009.). Rezidue su utvrdene i u
oneciscenoj prasini ispustenoj iz opreme
za sjetvu (Tapparo i sur., 2012.) i korovu
koji raste blizu tretiranih polja (Krupke i
sur., 2012.). Neonikotinoidi ostaju unutar
biljke ili u tlu mjesecima, a netretirane
biljke mogu upiti ostatke prisutne u tlu
od ranijih tretiranja. Neonikotinoidne
tvari i njihovi razgradni proizvodi su
neurotoksi¢ni za kukce ukljucujudi i
pcele ve¢ kod vrlo niskih koncentracija
(1 ppb) koje ne prouzrofe ugibanje
pcela i drugih kukaca, ali prouzroce
poremecaje u ponasanju i orijentaciji Sto
moze biti pogubno za pcelinje zajednice.
Neurotoksican ucinak neonikotinoida
i njihovih metabolita mnogo je jaci kod
pcela radi njihove genomske osjetljivosti.
Naime, mapiranjem cjelokupnog genoma
pcela otkriveno je da receptori nikotin

acetilkolina imaju 11 podjedinica u
njihovom Ziv€éanom sustavu (Jones i
sur., 2006.), sto je mnogo vise nego kod
komarca ili vinske musice.
Neonikotinoidi i njihovi metaboliti
dugotrajno  perzistiraju u  okolisu.
Navedene tvari i njihovi metaboliti
mogu djelovati sinergisticki zajedno s
fungicidima, Sto povecava otrovnost za
1000 puta. Mjerenja letalne otrovnosti
provode se na osnovu utvrdenog broja
uginulih pcela nakon 24 do 48 sati po
primjeni pojedinog neonikotinoida, a
nakon cega se odreduje njegova srednja
letalna doza/koncentracija (LD, i/ili LC, ).
Otrovnost neonikotinoida ovisi o nacinu
izlaganja ciljanom organizmu. Medutim,
oralna LD, se u razli¢itim istrazivanjima
znatno razlikuje (Laurino i sur., 2011.).
Pri tome, proces medusobnog hranjenja
i hranjenja licinaka procesom ,,s rilca na
rilce” moZe utjecati na razliku u unosu i
nakupljanju insekticida u pcela radilica,
a visoke doze imidakloprida mogu
izazvati smanjenu konzumaciju Secernog
sirupa. Nakon ciljano provedenog
tretmana neonikotinoidima koji sadrze
nitro skupinu (imidakloprid, klotianidin,
tiametoksam, nitenpiram i dinotefuran)
utvrdena je jaca otrovnost neonikotinoida
s cijano skupinom (acetamiprid i
tiacloprid) (Laurino i sur, 2011.).
Otrovnost imidakloprida se razlikuje
ovisno o dobi pcela i jacini pcelinje
zajednice te njenom zdravstvenom
stanju. Kroni¢na izloZenost pcela
oralnim putem ili kontaktom tijekom
deset do jedanaest dana acetamipridu i
tiametoksamu nije prouzrocila znacajno
ugibanje radilica (Aliouane i sur., 2009.).
Nakon wuzimanja peluda i Secernog
sirupa onecis¢enog imidaklopridom
(40 pg kg') u laboratorijskim uvjetima,
medonosne pcele ugibaju (Suchail i sur.,,
2001.). Medutim, u poljskim uvjetima
Schmuck i sur. (2001.) te Cresswell (2011.)
nisu utvrdili povec¢ano ugibanje radilica
nakon izlaganja pcelinjih zajednica

VETERINARSKA STANICA 47 (4), 353-363, 2016.



IVANA TLAK GAJGER, IRENA BOSEK, NINA BILANDZIC i MARINA KOSANOVIC

tijekom 39 dana nektaru suncokreta
onecis¢enim imidaklopridom u
koncentracijama 2 do 20 pg kg'. Moguce
objasnjenje za razlicite rezultate dobivene
u laboratorijskim i poljskim uvjetima je
razlika u eksperimentalnoj metodologiji.
Otrovnost za pojedinacnu pcelu moze
ovisiti o njenom prvobitnom fizioloSkom
stanju, dugovjecnosti ostalih jedinki u
zajednici i socijalnom medudjelovanju.
Jaka  otrovnost  imidakloprida i
tiametoksama je utvrdena u bumbara
i drugih slobodno zivu¢ih oprasivaca
(Mommaerts i sur., 2010.). Scott-Dupree i
Harris (2009.) su ustvrdili da su bumbari
otporniji na klotianidin i imidakloprid od
solitarnih pcela iz roda Osmia.

Putevi izlozenosti

neonikotinoidima
Péele mogu biti izloZene neo-
nikotinoidima na mnogo nacina,

ukljucujudi izravan kontakt s ostatcima
istth  na billkkama ili uzimanjem
onecis¢enih peluda i/ili nektara te
vode. Medutim, prisutnost sistemskih
insekticida u biljkama stvara osobiti
rizik za pcele, jer se one hrane nektarom
kao odrasle jedinke te skupljaju nektar
i pelud kako bi njima prehranile svoje
leglo. Cimbenik koji utje¢e na moguénost
otrovanja pcele na sve nacine izlozenosti
jest poveznica izmedu udaljenosti
izvora hrane te veli¢ine i vrste jedinke
(Greenleaf i sur., 2007.). Mala udaljenost
do izvora hranom moze rezultirati
neproporcionalnim rizikom za male vrste
pcela koje se gnijezde blizu tretiranih
usjeva i zato jer njihov ogranicen
teritorij rezultira trajnom izloZenos¢u
neonikotinoidima. Za usporedbu,
medonosne pcele i bumbari mogu
prorijediti uzimanje onecis¢enog nektara
i peluda skupljajuci ih na mnogo ve¢em
prostoru. Kontakt s neonikotinoidima
moze rezultirati letalnim ili subletalnim
ucincima ili biti bez ucinka. Pelud

i nektar mogu biti  oneciSceni
neonikotinoidima bez obzira na koji su
nacin isti primijenjeni. Neki sistemski
insekticidi mogu biti vrlo postojani te
se zadrze u tkivu biljaka mnogo mjeseci
ili ¢ak godina, a mogu se kumulirati
nakon ponavljanih primjena. Lic¢inke
medonosne pcele hrane se primarno
maticnom mlije¢i, no kasnije uzimaju
mjeSavinu meda i peluda. Neonikotinoidi
su utvrdeni u zrncima peluda (Chauzat
i sur, 2006.), u fermentiranom peludu
pohranjenom u sac¢u (Krupke i sur,
2012.) i u zrelom medu (Chauzat i
sur,, 2009.). Izravan kontakt pcela s
folijarnim neonikotinoidima na pasi ili
dok se gnijezde u tlu moze biti najocitiji
nacin izloZenosti. Mnoge solitarne pcele
su izrazito sitne i stoga one dobivaju
relativno vece doze otrova jer posjete
vedi broj cvjetova. Istrazivanjem stupnja
otrovnosti pesticida za radilice bumbara
utvrdeno je da je otrovnost u korelaciji s
veli¢inom tijela, odnosno, manji bumbari
imaju manju, a vele jedinke vecu
LD,, (Malone i sur, 2000.). IzloZenost
neonikotinoidnim  Stetnim  ostatcima
dogada se kada pcele posjecuju cvijece ili
lisc¢e tretiranih biljaka. Primjerice, ostatci
klotianidina primijenjeni izravno na lis¢e
ostat ¢e otrovni za medonosne pcele pet
do 21 dan. Tijekom sjetve Siri se prasSina
primijenjenog pesticida koja prelazi
na cvije¢e u blizini polja, a posljedi¢no
moze izazvati otrovanja ifili ugibanja
pcela (Tapparo i sur., 2012.). Kada se
neonikotinoidi primjenjuju u tlo, mogu
onecistiti podrudja za moguce gnijezdenje
pcela u tlu. Gotovo 70% slobodno zivucih
pcela se gnijezdi u tlu, cak unutar
voc¢njaka i polja zasijanih poljoprivrednim
kulturama. Pcele tada mogu dod¢i u
kontakt s ostatcima neonikotinoida iz
natopljenog tla, kemigacije ili tretiranog
sjemena. Na isti nacin, primijenjeni na
ukrasne grmove ili po SipraZju uz polja
mogu onecistiti podruc¢ja pogodna za
gnijezdenje solitarnih pcela u tunelima,
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ili po rubnim podrucjima Suma gdje
moze onecistiti moguda podrudja za
gnijezdenje oplodenih Zenki bumbara.

Mnoge vrste solitarnih pcela mogu
biti izloZene neonikotinoidima kada
su oneciS¢eni materijali koje koriste za
gradnju gnijezda. Oko 30% autohtonih
pcela koriste se postoje¢im Supljinama u
stablima drveca ili koriste Supljine barske
trstike. Mnoge od tih pcela skupljaju
oneciséeno blato ili sadne materijale kako
bi izgradile gnijezda. Na primjer, pcele iz
roda Megachile koriste se dijelovima lisc¢a
kako bi izgradila gnijezdo za svoje leglo, a
pcele iz roda Osmia odvajaju pojedinacne
stanice unutar gnijezda pregradama od
blata. I dijelovi lis¢a i blato mogu biti
oneciS¢eni neonikotinoidima. Premda
medonosne pcele ne skupljaju materijal za
gradnju saca, neonikotinoidi su ucestalo
utvrdivani u vosku (Wu i sur, 2011.).
IzloZenost subletalnim koncentracijama
mnogobrojnih pesticida u sacu rezultira
zakasnjelim razvojem legla medonosne
péele i smanjenom  sposobnoSéu
preZivljavanja odraslih jedinki (Wu i
sur., 2011.). Medonosne pcele mogu
biti izloZene neonikotinoidima kada
skupljaju vodu za hladenje pcelinje
zajednice za toplih dana ili kako bi
razrijedile med pri hranjenju legla. Druge
vrste pcela mogu isto tako biti izloZene
neonikotinoidima u onecis¢enoj vodi
prilikom gradnje ili da bi navlazile tvrdo
tlo prije iskapanja gnijezda. Izvori vode
mogu biti oneciS¢eni kemigacijskim
istjecanjima, prskanjem ili prjelaskom
vode s tretiranog polja. Medonosne
pcele i drugi prirodni oprasivac¢i mogu
skupljati gutacijske kapljice s biljaka
tretiranih  sistemskim insekticidima.
Girolami i sur. (2009.) ustvrdili su da
gutacijske kapi na listu kukuruza izraslog
iz tretiranog sjemena mogu sadrzavati
visoke  koncentracije = imidakloprida,
klotianidina i tiametoksama te da su iste
izrazito otrovne za kukce.

Otrovnost neonikotinoida za

medonosne pcele

Imidakloprid, klotianidin, dinotefuran
i tiametoksam su iznimno otrovni za
medonosne pcele, dok su tiakloprid i
acetamiprid uvjetno otrovni. Nakon Sto
biljke apsorbiraju neonikotinoide, one
polako metaboliziraju njihove sastojke.
Neki od proizvoda koji proizlaze iz
razgradnje su podjednako otrovni ili ¢ak
otrovniji nego izvorne tvari. Kod pcela
izlozenih subletalnim koncentracijama
neonikotinoida mogu se uociti poremecaji
uletenju i orijentaciji, smanjena osjetljivost
okusa i sporije ucenje pri obavljanju
novih zadataka. Svi navedeni pokazatelji
utjeu na sposobnost pronalazenja hrane.
Za razliku od mnogih drugih pesticida,
neonikotinoidi su otrovniji nakon
unosenja u organizam oralnim putem
nego kontaktom. Sposobnost tolerancije
i razgradnje insekticida moZe varirati
izmedu pojedinih pcelinjih zajednica,
a moze biti i odraz zdravlja, odnosno
fizioloskih osobitosti. Osjetljivost na
imidakloprid se razlikuje izmedu
pcelinjih zajednica, kao i izmedu rasa
medonosne pcele (Suchail i sur., 2000.).
Laboratorijskim je pokusima utvrdeno
da pojedinacne akutne kontaktne ili
oralne subletalne doze neonikotinoida
imidakloprida utjecu na mogudénost
ucenja, motoricke aktivnosti i pamdenje,
dok klotianidin utjee na ponasanje
na pasi (Schneider i sur, 2012.), a
acetamiprid dovodi do poremecaja
aktivnosti, pamcenja i osjetljivosti na
saharozu.

Girolami i sur. (2009.) su izlagali pcele
prasini razasutoj prilikom sjetve sjemena
kukuruza tretiranog klotianidinom i

imidaklopridom. Rezultati njihovog
istrazivanja su pokazali da se ugibanja
izlozenih  pcela  pojavljuju  samo
pri izrazito velikoj vlaznosti zraka.
Pesticidima se unutrasnjost kosnice
najces¢e onecisti unoSenjem peluda.
Ponavljana kratka izlaganja mogu
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rezultirati supklinickim otrovanjima ili
¢ak Kklinickim intoksikacijama i imuno
toksi¢nim uéincima na pcele. Oc¢ito je da
su otrovanja jako vrijedan ¢imbenik koji
pcele ¢ini podloznima za bakterijske i
virusne infekcije te nametnicke invazije.
Izravnim ili neizravnim djelovanjem na
imunosni sustav pcelinjeg organizma
pesticidi smanjuju ucinkovitost
anatomskih zastitnih zaprjeka pcelinjeg
organizma i umanjuju aktivnost stanicne
imunosti. Otrovanje malim koli¢inama
pesticida dovodi do biokemijskih i
strukturnih oStecenja koje makroskopski
ne primijecujemo, ali nepovoljno djeluje
na razmnozavanje, mijenja genetske
¢imbenike, dovodi do poremecaja u
polaganju jaja i funkcioniranju pcelinje
zajednice opcenito. Rezultat toga je
pothladivanje, gladovanje i na kraju
ugibanje pcelinjeg legla te posljedicno
slabljenja citave pcelinje zajednice.

Znaci otrovanja

Od otrovanja najces¢e stradavaju
pcele skupljacice, a ovisno o vrsti otrova
ugibaju u prirodi, na putu prema kosnici,
pred kosnicom ili u samoj kosnici. Znaci
otrovanja pcela obuhvadaju velik broj
uginulih pcela, pcele koje puze ispred
koSnica s raSirenim i paraliziranim
krilima, drhte, teturaju sa znacima
grcenja i okrenute na leda nemoc¢no masu
nogama. MoZe se pojaviti i povracanje pri
¢emu su pcele mokre i ljepljive te hodaju
ispruzenog jezika. Kod kuc¢nih pcela
primije¢uju se poremecaji u komunikaciji,
opéa usporenost i zanemarivanje
obavljanja ku¢nih zadataka. Rezultati
istrazivanja Pettisa i sur. (2012.) o ucinku
invazija mikrosporidijama Nosema apis
i N. ceranae i subletalnih koncentracija
neonikotinoida otkrili su da je izloZenost
hrane za pcelinje leglo subletalnim
koncentracijama imidakloprida dovelado
povecanog broja utvrdenih spora Nosema
sp. u odraslih pcela, a Alaux i sur. (2010.)
te Vidau i sur. (2011.) da imidakloprid i

spomenute nametnicke gljivice znatno
povecaju postotak ugibanja, a u odnosu
na pojedinacno djelovanje jednog ili
drugog ¢imbenika.

Za pcelinju zajednicu je povoljnije
da otrovane pcele uginu na mjestu
otrovanja, jer ukoliko unesu Stetne tvari
u kosnicu postoji opasnost od otrovanja
kuénih pcela, matice i legla Sto ¢esto moze
dovesti do propadanja citave zajednice.
Povratak jedne pcele skupljacice u
kosnicu s teretom oneciS¢enog peluda
ili nektara moze prouzrociti uginuce
ili uznemirenost veceg broja pcela.
Nekoliko desetaka takvih otrovanih
pcela skupljacica dovodi do znatnih Steta
unutar iste zajednice. Pri otrovanjima
pcelinje zajednice naglo slabe, a zbog
velikog gubitka pcela skupljacica javlja
se i nestaSica vode. Posljedi¢cno mlade
pcele ne mogu pravilno njegovati leglo
te dolazi do uginuca li¢inki i mladih tek
izaslih pcela. Matica mijenja ponasSanje
tako Sto nepravilno polaZze jaja, a
razvoj legla je oslabljen. U intenzivnim
uzgojima pcelinjih matica pojavljuju se
bezomaticene zajednice te je primijecen
slab razvoj uglavnom nekvalitetnih
matica sa  slabom  sposobnoscu
razmnoZavanja i davanja potomstva.
Oslabljene ili zajednice bez matice cesto
nisu u mogucnosti prezivjeti nadolaze¢u
zimu. Smanjena sposobnost sterilizacije
pohranjene hrane moze pcelinje zajednice
udiniti  osjetljivijima na  prisutnost
razlicitih patogenih mikroorganizama.

Utjecaj neonikotinoida na
bumbare

Bumbari su vrlo vazni prirodni
oprasivaci. Medutim, gotovo Ccetvrtina
vrsta europskih bumbara su u opasnosti
od izumiranja zbog negativnih utjecaja
klimatskih  promjena i intenzivne
poljoprivrede i urbanizacije. Gnijezda
bumbara najéeS¢e su  podzemne
nastambe, u koje se oplodene matice
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Slika 1. Medonosna pcela na cvijetu suncokreta

useljavaju netom nakon izlaska iz
zimske hibernacije. Jedinke bumbara
izloZzene neonikotinoidima prikupljaju
do 30% manje peludi po satu od
onih koje s istima nisu bili u doticaju.
Istrazivanjem ucinaka uporabe pesticida
u poljoprivredi s istodobnim utjecajem
brojnih nametnika utvrdena je znacajno
smanjena sposobnost prezivljavanja
matice, a time i ¢itave zajednice bumbara.
S obzirom da je navedeno istrazivanje
provedeno u laboratorijskim uvjetima,
pretpostavlja se da su u prirodnom
okruZenju koje podrazumijeva prisutnost
vedeg broja nametnika te izloZenost
brojnim drugim stresnim c¢imbenicima,
posljedice jos opseznije (Whitehorn i
sur.,, 2012.). Rezultati laboratorijskih
istraZivanja akutne otrovnosti pokazuju
da su imidakloprid i klotianidin jako
otrovni za bumbare. Od tri testirana
neonikotinoida  (imidakloprida, tia-
kloprida i tiametoksama) tiametoksam
je prouzrocio najvise ugibanja izlozenih
bumbara, a tiakloprid najmanje. U
nekoliko je laboratorijskih istrazivanja
utvrdeno da su bumbari zahvadeni
subletalnim ucincima imidakloprida
nakon kronicne oralne izloZenosti.
Premda nisu wuoceni nikakvi vidljivi
negativni ucinci na zdravlje zajednica
bumbara ili njihovu  sposobnost
pronalazenja hrane nakon uzimanja
peluda onecis¢enog niskim dozama
imidakloprida, kod wvecih koncentracija

je primijeena smanjena sposobnost
orijentacije i treperenje tijela. Nadalje,
smanjena proizvodnja trutova i duZze
vrijeme potrage za hranom uoceni su u
bumbara koji su hranjeni niskim dozama
imidakloprida (Mommaerts i sur., 2010.).
Bumbari koji su prihranjivani peludom i
nektarom onecis¢enim imidaklopridom
imali su nizu stopu prezivljavanja
radilica i smanjenu veli¢inu legla (Tasei
i sur, 2000.). IstraZivanja provedena
u poljskim uvjetima gdje su zajednice
bumbara izlagane nektaru ili lis¢u
oneciS¢enom imidaklopridom unutar
staklenika, pokazala su rezultate slicne
onima provedenim u laboratorijskim
uvjetima. Nadalje, u zajednicama
bumbara koje su izloZene na polju na
kojem je neonikotinoidima prethodno
bilo tretirano tlo, utvrdeno je znatno
smanjeno uzimanje hrane i manje
je odraslih jedinki preZivijelo pokus.
Stupanj uporabe neonikotinoida na biljke
(natapanjem tla, injekcijama u deblo ili
folijarnim prskanjima) je cesto vedi nego
stupanj uporabe istih tretiranjem sjemena,
arizik za bumbare raste primjereno tome.

Ucinak neonikotinoida na

solitarne pcele

Solitarne pcele nemaju maticu, ne
roje se i zZive same. Same grade gnijezda
i polazu jaja. Solitarne pcele iz roda
Osmia najprije oiste i pripreme mjesto za
polaganje jaja, a zatim izrade pregradu
od blata, unesu pelud i nektar, polazu
jaja i zatvore stjenkom od blata. Vec¢inu
zivotnog vijeka skupljaju materijal za
izradu gnijezda i osiguravanje hrane za
normalan razvoj potomaka. Za razliku od
drugih kukaca koji tijekom svog Zivota
poloze stotine jajasca, solitarne pcele se
sa svojih maksimalno 30 jaja godisnje
jako teSko oporavljaju od neZeljenih
posljedica  izloZzenosti  pesticidima
primijenjenim u poljoprivredi. Vedina se
solitarnih pcela gnijezdi u tlu, u stablima
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Slika 2. Pelud u kosarici za skupljanje peluda na
vanjskoj strani trece noge bumbara

drveéa ili u postoje¢im Supljinama
koristeci blato, smolu, lisce, latice ili biljna
vlakna u gradnji gnijezda. Njihov Siroki
raspon razli¢itih nacina Zivota zasluzuje
viSe paznje pri istraZivanju utjecaja
neonikotinoida budu¢i da mogu doéi u
neposredni kontakt s ostatcima istih u
tlu ili liS¢u. One se gnijezde i pri tlu uz
stabljike biljaka koje posje¢ujuimogu dodi
u kontakt sa sistemskim insekticidima
primijenjenim na tlo. lIako vrijednosti
LD, nisu utvrdene, rezultati istrazivanja
u laboratorijskim uvjetima pokazali su
da je kontakt s imidaklopridom izrazito
otrovan za vrste Megachile rotundata
i vrstu Osmia lignaria (Scott-Dupree i
Harris, 2009.). Ucinci akutnog oralnog,
kronic¢nog oralnog i kontaktnog izlaganja
imidaklopridu ili klotianidinu solitarnih
p¢ela su nepoznati, a udinci drugih
neonikotinoida su malo proucavani.
Subletalni ucinci neonikotinoida na
solitarne pcele nisu poznati.

Rezidue u pcelinjim
proizvodima

Rezidue neonikotinoida u biljkama
i dijelovima biljaka postaju znacajne
za pcele tek kada im budu izloZene.
Oneciscenje pcelinjih proizvoda
pesticidima i njihovim razgradnim
proizvodima moZe se ocekivati nakon
Sto pcelinja zajednica ugine posljedicno

Slika 3. Solitarna pcela Osmia rufa blatom
zatvara zalezeno gnijezdo

izlaganju Stetnom djelovanju pesticida,
odnosno nakon otrovanja. Uginude
pcelinje zajednice uobicajenoje popraceno
ostatcima Stetnih tvari u vosku, peludu,
medu te uzorcima uginulih pcela. Isto
se tako neSto manje koncentracije istih
tvari mogu utvrditi u kosnicama u koje
pcele skupljadice donose oneciS¢enu
hranu. Rezidue podrijetlom od pesticida
rabljenih u poljoprivrednoj proizvodniji,
a unesenih u kosnice na ili u tijelu pcela
skupljacica i pcelinjim proizvodima su
ekvivalentne ili viSe u unesenom peludu,
nesto niZe u uzorcima odraslih pcela,
povremeno se mogu utvrditi u medu i
vrlo rijetko u vosku. Tako je na primjer
u 2013. godini u okviru monitoringa
pesticida u medu na razini Europske
unije utvrdena poviSena koncentracija
organofosfornog pesticida klorfenvinfosa
u medu u Poljskoj (EFSA, 2015.).
Rezultati dosadasnjih istrazivanja
upucuju na zakljucak da Stetni ostatci
neonikotinoida u  poljoprivrednim
kulturama i ukrasnom bilju mogu biti
riskantni za zdravlje pcele. Ostatci
pravilno  primijenjenih  pesticida u
peludu i nektaru najcesce nec¢e dosegnuti
letalne koncentracije u poljoprivrednom
okruzenju, ali kroni¢no dugotrajno
izlaganje  pesticidima  moZe  biti
opasno za pcele te one mogu pretrpjeti
Stetne subletalne ucinke pri poljskim
koncentracijama. Za usporedbu,
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koncentracije ostataka pesticida u nekih
ukrasnih biljaka nadaleko nadilaze
procijenjenu razinu letalne koncentracije
(LC,,) za medonosne pcele. Usporedbom
pesticida odobrenih za koristenje u
vrtu i onih odobrenih za uporabu u
poljoprivrednoj proizvodnji moze se
utvrditi 12 do 16 puta vece koncentracije
imidakloprida u  proizvodima za
tretiranje drveca i ukrasnog bilja.

Zakljucak

Neonikotinoidi se svrstavaju u
relativno noviju skupinu sistemskih
insekticida, a karakterizira ih dobra
udinkovitost pri zastiti poljoprivrednih
kultura od Stetnika. Medutim,
neonikotinoidi su jaki otrovi za kukce
oprasivace, posebice medonosnu
pcelu, bumbare i solitarne pcele. Uz
letalni utjecaj, ocituju se i subletalni
ucinci, koji prouzroce poremecaje
ponasanja i komunikacije, poteskoce s
letenjem i orijentacijom te obavljanjem
uobicajenih socijalnih aktivnosti.
Péele su pod istodobnim utjecajem
subletalnih koncentracija neonikotinoida,
infekcija razli¢itim uzrocnicima bolesti
i nepovoljnom djelovanju okolisnih
¢imbenika u stanju imunodeficijencije.
Buducdi da su pcele ekoloski i ekonomski
vazan kukac, procjene rizika i planiranje
zaStite pcela od nepovoljnog utjecaja
neonikotinoida trebali bi se odvijati u
suradnji poljoprivrednika i pcelara.

Sazetak

Suvremena poljoprivredna proizvodnja
osniva se na primjeni mineralnih gnojiva
i pesticida, navodnjavanju te koristenju
kukaca za oprasivanje. Medutim, insekticidi
iz skupine neonikotinoida primijenjeni u
svrhu zastite poljoprivrednih kultura mogu
prouzrociti otrovanja prirodnih oprasivaca,
posebice medonosnih pcela, bumbara i
solitarnih pcela. Najces¢e upotrebljavani
neonikotinoidni insekticidi su: imidakloprid,

acetamiprid,  klotianidin, tiametoksam,
tiakloprid,  dinotefuran i  nitenpiran.
Primijenjuju se za kontroliranje broja Stetnika
na poljoprivrednim kulturama tretiranjem
sjemenja i tla ili izravno prskanjem po
biljkama. Navedeni se sistemski insekticidi
mogu utvrditi u malim koncentracijama
u peludu i nektaru tretiranih biljaka,
medutim nepovoljno djeluju na neciljane
organizme kao Sto su kukci -prirodni
oprasivaci. Diljem Europe i SAD-a poveznica
s ugibanjem medonosnih pcela ucinila
je neonikotinoide kontroverznima. Zato
su provedena znanstvena istrazivanja o
utjecaju primijenjenih neonikotinoida na
poljoprivrednim kulturama te je na osnovu
rezultata istih, pritiska znanstvene zajednice i
pcelara, Europska agencija za sigurnost hrane
pri EU krajem 2013. godine donijela odluku o
dvogodisnjoj zabrani uporabe i monitoringu
primjene klotianidina, imidakloprida i
tiametoksama.

Kljucne rijeci: neonikotinoidi, poljoprivredna
kultura, kukci oprasivaci
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The Impact of Neonicotinoids on Pollinator Insects

Ivana TLAK GAJGER, DVM, PhD, Associate Professor, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Zagreb, Croatia; Irena BOSEK, DVM, Croatian Agricultural Agency, Krizevci,
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Modern agricultural production is based
on use of mineral fertilizers and pesticides,
irrigation  and  pollinators.  However,
neonicotinoid-based insecticides applied to
agricultural crops for pest control can lead to
the poisoning of natural pollinators, especially
honey bees, bumble bees and solitary bees.
The most commonly used neonicotinoids
are imidacloprid, acetamiprid, clothianidin,
thiamethoxam, thiacloprid, dinotefuran and
nitenpyram. These compounds are used for
pest control on agricultural crops by treating
seeds and soil or by directly spraying onto
plants. These systemic insecticides can be
detected in small concentrations in the
pollen and nectar of treated plants, however

they have an adverse effect on non-target
organisms, such as natural pollinators.
Across Europe and the USA, neonicotinoids
have been associated with honey bee deaths.
Therefore, several scientific studies on the
effects of applied neonicotinoids on crops
have been performed. Based on the results,
and pressures from the scientific community
and beekeepers, the European Food Safety
Authority (EFSA) of the European Union
decided in 2013 to ban the use of clothianidin,
imidacloprid and thiamethoxam for a two-
year period and ordered monitoring during
that time.

Key words: Neonicotinoids, Agricultural
Crops, Pollinator Insects
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Imunohistokemija u istrazivanju
molekularnih i stanicnih elemenata
imunosnog sustava i neuroregulacije
imunosnog odgovora u sluznici
crijeva domace svinje: suvremeni

pristupi

Ana Kovsca Janjatovic*, Gordana Lackovic, Anita Bunjevac,

Stana Papi¢ i Suncana Jerneié

Uvod

Imunohistokemija je metoda koja
se upotrebljava za detekciju ekspresije
i distribucije proteina u uzorcima tkiva
preko vezanja protutijela sa specificnim
proteinskim antigenom. Protutijelo moze
biti konjugirano s enzimom, kao Sto je
peroksidaza, ili vezano uz fluorescentnu
boju. Interakcija  protutijelo-antigen
moZe se vizualizirati pomocu reakcije
u kojoj nastaje obojeni produkt ili
imunofluorescencijom. Iako je u humanoj
medicini uporaba imunohistokemije
neizostavna u patoloskoj dijagnostici te
je cesto primjenjivana u znanstvenim
istrazivanjima (Schacht i sur., 2015.), u
veterinarskoj medicini postoji problem
manjka za vrstu i antigen specifi¢nih
protutijela. Medutim, potvrdeno je da
mnoga protutijela koja se proizvode za
uporabu u humanoj medicini mogu biti
uporabljena i u veterinarskoj histologiji i
histopatologiji (Ruiz i sur., 2005.). Klju¢nu
ulogu pritom ima standardizacija
imunohistokemijskog protokola i

primjena metoda demaskiranja antigena
za tkiva fiksirana u formalinu i uklopljena
u parafin (Shi i sur.,, 2007., Ramos-Vara i

sur., 2014.).
Imunolosku  mrezu  agregiranih
i dispergiranih imunosnih stanica

nazvanu limfati¢cko tkivo probavnog

sustava sacinjavaju: B-stanice,
T-stanice, plazma stanice i fagociti koji
sakupljaju  intraluminalne  antigene

kroz specijalizirani epitel i koordiniraju
molekularne reakcije izmedu imunosnih
stanica i neimunosnih komponenti
mukozne barijere. Specijalizirane M
(Engl. microfold cells) stanice, koje su
sastavni dio crijevnog epitela, posebice
onoga iznad folikula Peyerovih ploca,
imaju vaznu ulogu u pokretanju lokalnog
(mukoznog) i sistemskog imunosnog
odgovora na mikrobne antigene ili pak u
uspostavljanju tolerogenih mehanizama
na antigene iz hrane. One prenose
intakine antigene iz lumena crijeva u
limfati¢ko tkivo sluznice crijeva, gdje
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zapocinje  obrambeni imunosni ili
tolerogeni odgovor. Pri tome, molekule
dusik-oksida (NO), supstanca P (SP)
i vazoaktivni inestinalni peptid (VIP)
sluze kao karika u komunikaciji
izmedu nervnog i imunosnog sustava
te se izlucuju tijekom neuroimunosnih
interakcija.

Shodno tomu, u naSim smo istra-
Zivanjima provodili imunohistokemijske
analize ekspresije CD8, CD45RC, IgA
povrsinskih antigena na subpopulacijama
T-limfocita, limfoidnih stanica i plazma
stanica, imunolokalizaciju = molekula
sekrecijskog (s)IgA, enzima NOS (dusik
oksid sintaza), neurotransmitera SP i VIP
te identifikaciju i lokalizaciju M-stanica u
epitelu crijevne sluznice.

Materijali i metode

Imunohistokemijska analiza post-
natalnog razvoja crijevnog imunosnog
sustava provedena je na prasadi uzgojenoj
u svinjogojskoj farmi “Magadenovac”,
Donji Miholjac (tropasminski krizanaci
Svedskog Landracea, velikog Yorkshirea
i Pietrena, u dobi od 0-49 dana).

Imunohistokemijska analiza utjecaja
egzogene imunomodulacije na crijevni
imunosni sustav provedena je na prasadi
uzgojenoj u svinjogojskoj farmi “Gradec”
PIK-a Vrbovec (dvopasminski kriZanaci
Svedskog Landracea i Yorkshirea u dobi
od 4 tjedna). Egzogena imunomodulacija
provedenaje nespecificnom imunizacijom
levamisolom te F4ac* i/ili F18ac® ne ETEC
sojevima.

Tijekom pokusa s prasadi se postupalo
u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja
i preporukama Europske zajednice
(86/609/EEC).

Monoklonska i poliklonska protutijela
i konjugati

Osobitosti primarnih monoklonskih
i poliklonskih protutijela (mPt/pPt)
koristenih u pokusima prikazane su u
Tabeli 1. Kunidji protumisji IgG:HRP
(AbD Serotec, Kidlington, Oxford, VB),
kozji protukunidji IgG:HRP (Abcam,
Cambridge, VB) te kunidji protustakorski
IgG:HRP (Abcam, Cambridge, VB)
koristeni su kao sekundarna Pt.

Tabela 1. Osobitosti mPt/pPt koristenih za in situimunofenotipizaciju imunosnih stanica i molekula u

sluznici tankog crijeva pokusne prasadi

PROTUTIJELO 1ZOTIP O0ZNAKA SPECIFIENOST VA'[0] 3
misje mPt za citokera- ) ) . :
i it IgG1 C-04 M-stanice Biovendor
Stakorsko mPt za
C-terminalnu regiju lgG NC1/34HL SP Abcam
supstance P (SP)
kunicje pPt za dusik-
oksid sintazu (NOS) 5o NOS Abcam
kuni¢je pPt za peptid
histidin izoleucin g% vIP SN
mi&je mPt za CD45RC IgG1 MIL5 Efglegfa!:ze AbD Serotec
mi&je mPt za CD8a lgG2a MIL12 5“??;%?;”8 AbD Serotec
migje mPt za IgA 961 Kol 1Bs  SI9ATIOATplazma L n o e

stanice
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Uzimanje i obrada uzoraka za
imunohistokemijske analize

Uzorci jejunuma i ileuma (1 cm)
za imunohistokemiju analizu svjezeg
tkiva uklopljenog u paraplast su
odmah fiksirani u 10%-tnoj otopini
paraformaldehida u fosfatnom puferu
(pH 7,2). Uzorci jejunuma i ileuma (0,5
c¢m) namijenjeni za imunohistokemijsku
analizu smrznutog tkiva uronjeni su u
izopentan (2-methylbutane) prethodno
ohladen parama tekuceg dusSika te
pohranjeni na -70 °C.

Uzorci jejunuma i ileuma
fiksirani u 10%-tnom puferiranom
paraformaldehidu dehidrirani su

uranjanjem u rastuci niz alkohola (70%,
96%-tni etanol kroz 1 h), a zatim u dvije
izmjene 100%-tnog etanola (kroz 1 h).
Nakon toga uzorci su inkubirani preko
nodi u kloroformu na 56 °C te preneseni
u smjesu kloroforma i paraplasta (1:1) na
56 °C (kroz 1 h). Zatim su uzorci uranjani
u dvije izmjene paraplasta (paraplast I
i paraplast II) kroz 1 h na 56 °C. Nakon
hladenja na sobnoj temperaturi blokovi s
tkivom su rezani mikrotomom (Reichert-
Jung, Njemacka) na prereze debljine
5-6 pym i ravnani na povrsini vodene
kupelji zagrijane na 50 °C. Tkivni prerezi
su zalijepljeni na predmetna stakalca
prethodno premazana s 2% APES-om
(3-aminopropil-trietoksilen, Sigma, St.
Luis, SAD) u acetonu.

Imunohistokemijske metode

Za analizu in situ imunofenotipova
i raspodjele subpopulacija imunosnih
stanica te raspodjele istrazivanih
imunosnih i neimunosnih molekula, na
serijskim prerezima uzoraka jejunuma i
ileuma primijenjeni su slijededi koraci:

Deparafiniranje u dvije izmjene
ksilola (kroz 10 min.);

Rehidriranje u nizu etanola padajude
koncentracije (100%, 96%, 80%, 70%-tni
etanol, kroz 2 min.);

Blokiranje  aktivnosti endogenih
peroksidaza uranjanjem u 0,3%-tni

H,O, u PBS-u (1,4 mM KH,PO,, 3,6 mM
Na,HPO,-12H,0, 154 mM NaCl; pH 7,2)
kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi;
ispiranje u tri izmjene PBS-a kroz 5
minuta;

Inkubiranje u blokiraju¢em reagensu
(5% normalnog seruma kunica / koze i
5% normalnog seruma svinje u PBS-u)
kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi
(blokiranje nespecificnog pozadinskog
obojenja);

Inkubiranje s primarnim protutijelima
preko nodi na 4 °C; ispiranje u PBS-u 3x5
minuta;

Inkubiranje sa sekundarnim
protutijelima obiljeZenim peroksidazom
kroz 60 minuta na sobnoj temperaturi;
ispiranje u PBS-u 3x5 minuta;

Peroksidazna reakcija u 0,05%-
tnoj otopini diamino benzidina (DAB,
Sigma, St. Louis, SAD) i 0,01% H,O, u
0,05 M TRIS puferu pH 7,6 (2-amino-
2-hidroksimetil-1,3-propandiol) kroz 5
minuta na sobnoj temperaturi; ispiranje u
PBS-u i u destiliranoj vodi kroz 5 minuta.

Preparati su zatim dehidrirani u
nizu etanola rastuce koncentracije (70%,
80%, 96%, 100%-tni etanol), razbistreni
uranjanjem u ksilol i uklopljeni u
kanadski balzam.

Uzorci tkiva jejunuma i ileuma koji
su odmah po razudbi smrznuti parama
tekuceg dusika i pohranjeni na -70 °C,
rezani su u kriostatu na debljinu 6 pm,
suSeni na zraku oko 30 minuta te fiksirani
ohladenim acetonom kroz 10 minuta.
Zatim je blokirana aktivnost endogenih
peroksidaza uranjanjem u otopinu koja
sadrzi 50 dijelova metanola i 1 dio 30%
H,O,. Prerezi su ispirani u PBS-u tri
puta kroz 5 minuta te su primijenjeni
prethodno opisani koraci od 4-7. Tako
dobiveni preparati uklopljeni su u
glicerin-Zelatinu.

Nakon suSenja pripremljeni su
preparati analizirani svijetlosnim
mikroskopom (Nikon, Japan) te su
odabrana podrudja fotografirana
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digitalnom kamerom (DN100, Nikon,
Japan). Ova metoda je djelomi¢no
kvantitativna, a interpretacija rezultata
provodi se wuglavnom na temelju
kvalitativnih promjena nakon obrade
uzoraka tkiva.

Rezultati
Imunohistokemijski nalazi
U svrhu ilustracije i boljeg

razumijevanja metode i interpretacije
rezultata na slikama 1-7 prikazana je
lokalizacija i distribucija imunosnih
i  M-stanica te molekula sIgA,
neuropeptida i enzima u sluznici tankog
crijeva prasadi koja je vizualizirana
pomocu imunohistokemijske analize. Na
imunohistokemijskim nalazima vidljivo
je da su CD8"-stanice (citotoksicni
T-limfociti) smjeStene u velikom broju
u lamini propriji resica, odmah ispod
epitela, te izmedu Lieberkiihnovih kripti
dublje u sluznici (Slika 1). Manji broj ovih
stanica pojavljuje se u crijevnom epitelu
i ispod bazalne membrane epitela.
Limfoidne CD45RC*-stanice (pamtedci
T-limfociti) nalaze se wuglavnom u
interfolikularnoj regiji, a u manjem broju
u lamini propriji resica, u epitelu kripti
i izmedu njih te unutar Peyerovih ploca
ileuma (Slika 2). IgA*-stanice (plazma
stanice) najces¢e su lokalizirane u
podrucdju oko kripti dok se manji broj ovih
stanica moze locirati u lamini propriji
crijevnih resica, a pozitivna reakcija na
slgA uocava se i u lumenu kripti te u
apikalnom djjelu stanica kripti (Slika 3).
Imunohistokemijskom analizom takoder
je moguce locirati M-stanice u crijevnoj
sluznici prasadi. Ove se stanice nalaze
u epitelu crijevnih resica, a najcesce
su smjeStene u kupolastom epitelu
neposredno iznad folikula Peyerovih
ploca (Slika 4). Imunolokalizacijom
molekula NOS utvrdena je njihova
prisutnost u svim slojevima crijevne
sluznice. Pozitivna reakcija na NOS
primijeena je u epitelnom sloju i

pojedina¢nim  stanicama sluznice i
podsluznice te u Peyerovim plocama
ileuma, a velik broj stanica pozitivnih na
NOS uocen je u blizini Lieberkiihnovih
kripti. NOS* reakcija osobito je izraZena u
podrucdju krvnih Zila te u mi$i¢nom sloju,
gdje se osim Zivcanih vlakana povremeno
mogu primijetiti i NOS* neuroni (Slika 5).
Imunolokalizacijom SP* Zivéanih vlakana
pokazana je njihova prisutnost uzduz
enterickih neurona u misicnom sloju
(Slika 6). Imunolokalizacija molekula
VIP-a pokazala je njegovu distribuciju
u epitelnom sloju, lamini propriji i
Lieberkiihnovim kriptama. VIP* reakcija
takoder je primije¢ena u submukozi i
lamini muscularis uzduz krvnih i limfnih
zila te u misSicnom sloju (Slika 7). Na
ovakvim imunohistokemijskim nalazima
moguce je pored kvalitativne provesti
i kvantitativnhu analizu. Kvantitativna
analiza omogucéuje nam usporedbu
izmedu pojedinih pokusnih skupina
prasadi (KovsSca Janjatovi¢ i sur.,, 2008.,
2009., 2010., 2011. i 2012.), i predstavlja
relevantan pokazatelj zabiljeZenih razlika
s obzirom na dobno ovisan razvitak
crijevnog imunosnog sustava te na nacine
egzogene manipulacije  imunosnim
sustavom, jer se dobiveni numericki
podatci temelje na serijskim tkivnim
rezovima i in situ lokalizaciji/distribuciji
testiranih molekula i/ili stanica.
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Slika 1. D|str|bucua CD8* limfocita (citotoksi¢ne
T-stanice] u sluznici tankog crijeva praseta;
imunohistokemijsko bojanje smrznutog tkiva;
povecanje x 200. (Izvor: Zubci¢ i sur., 2014.).
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Slika 2. Distribucija CD4RC* limfocita (pamtece
T-stanice] u sluznici tankog crijeva praseta;
imunohistokemijsko bojanje tkiva uklopljenog u
parap]last; povecanje x 200. (lzvor: Zubci¢ i sur,

Slika 3. Distribucija

(plazma
stanice] u u sluznici tankog crijeva praseta;
imunohistokemijsko bojanje tkiva uklopljenog u
parap]last; povecanje x 200. (lzvor: Zub¢i¢ i sur.,
2014.).

IgA*  -stanica

Slika 5. NOS* reakcija u podrucju krvnih Zila
submukoze; imunohistokemijsko bojanje tkiva
uklopljenog u paraplast; povecanje x 400 (Izvor:
Kovsca Janjatovié i sur., 2012.).

Slika 6. Imunolokalizacija SP* Zivéanih vlakana
uzduz enterickih neurona u misi¢nom sloju
sluznice crijeva prasadi; imunohistokemijsko
bojanje tkiva uklopljenog u paraplast; povecanje
x 400. (Izvor: Kovsca Janjatovié i sur., 2012.).

praseta; tkiva

imunohistokemijsko
uklopljenog u paraplast; povecanje x 400. (Izvor:
Kovsca Janjatovi¢ i sur., 2012.).

bojanje

, X LRIR N
Slika 7. Inervacija misicnog sloja sluznice
crijeva praseta VIP*  Zivcanim  vlaknima;

imunohistokemijsko bojanje tkiva uklopljenog
u paraplast; povecanje x 400 (lzvor: Kovsca
Janjatovi¢ i sur., 2012.].
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Rasprava

Usprkos naglom razvoju molekularno
genetickih analiza i njihovom
mnogostrukom koriStenju u medicinskoj
dijagnostici, imunohistokemijska analiza
ostaje zbog svoje vjerodostojnosti i
reproducibilnosti i dalje objektivna
tehnika koja ne gubi svoju vrijednost.
Uz pomoc¢ imunohistokemije
moguce je detektirati mutacije kroz
demonstraciju  gubitka proteina ili
njihove prekomjerne eksprimiranosti
te vizualizirati i lokalizirati mutirane
genske produkte (Swanson, 2015.). Za
razliku od humane medicine, primjena
imunohistokemije  u veterinarskoj
medicini nije svakodnevna rutina zbog
nedostatka specifi¢nih protutijela, ali je
Siroko upotrebljavana u znanstvenim
istrazivanjima za razumijevanje
distribucije i lokalizacije razli¢itih vrsta
stanica i molekula. Imunohistokemijska
analiza moZe doprinijeti poznavanju i
razumijevanju mehanizama indukcije i
regulacije imunosnog odgovora na razini
crijevne sluznice (Papi¢ i sur, 2003,
Kovsca Janjatovi¢ i sur., 2011.). Mnoga
protutijela namijenjena dijagnostici u
humanoj patologiji mogu se zbog krizne
reaktivnosti sa Zivotinjskim antigenima
koristiti i u veterinarskoj medicini,
ali su potrebna dodatna istrazivanja
kako bi se povecala lista primjenjivosti
ovih protutijela na razli¢ite Zivotinjske
vrste (Ruiz i sur, 2005.). Pritom je
vazno odrediti varijable kao Sto su
klon protutijela, metoda demaskiranja
antigena, razrijedenje protutijela i sistem
detekcije. Imunohistokemijska analiza
molekularnih i stanicnih pokazatelja
mozZe biti korisna metoda za istrazivanje
imunosnog sustava i procjenu imunosnog
statusa unutar crijevne sluznice, osobito
nakon  egzogene  imunomodulacije
uporabom  oralnih  cjepiva  i/ili
nespecifi¢nih imunomodulatora (Kovsca
Janjatovi¢ i sur., 2009. i 2010.).

U odraslih je svinja crijevna lamina
propria bogato naseljena leukocitima.

Postkapilarne venule u interfolikularnim
podrucdjima Peyerovih ploc¢a predstavljaju
glavno mjesto ulaska imunosnih stanica
u limfaticko tkivo tankog crijeva. Plazma
stanice i B-limfociti prevladavaju izmedu
kripti, a T-limfociti unutar -crijevnih
resica. Poznato je da citotoksi¢ni
T-limfociti (CD8'-stanice) prepoznaju
antigene koji su izloZeni na povrsini
fagocitnih stanica u sklopu molekula
razreda I MHC sustava te uniStavaju
stanice zarazene unutarstani¢nim
patogenima ili stanice raka. Ove su
stanice smjeStene neposredno ispod
crijevnog epitela u lamini propriji crijevne
sluznice Sto je u naSim istraZivanjima
pomoc¢u  imunohistokemijske analize
i potvrdeno. Za razliku od sistemske
humoralne imunosti u kojoj prevladavaju
IgG protutijela, u mukoznoj humoralnoj
imunosti prevladavaju IgA protutijela.
Najvazniji je ucinak IgA protutijela u
sprijeavanju vezivanja bakterija na epitel
crijevne sluznice iako ova protutijela
mogu vezati mikrobne antigene u
lumenu probavila ili djelovati unutar
enterocita i u izvanstanicnoj tekucini. U
sluznici crijeva svinje cak 85% stanica
koje sadrze imunoglobuline proizvodi
IgA Sto najbolje upucuje na njegovu
vaznost u obrani sluznice tankog crijeva
od infekcije. Imunohistokemijska analiza
je pokazala da su IgA* plazma stanice
locirane pretezno u podrudju oko kripti
dok je manji broj ovih stanica razasut
u lamini propriji resica te vjerojatno
predstavlja sIgA u transportu prema
lumenu crijeva (Potocnjak i sur., 2012.).
Pamtece ili nedavno aktivirane limfoidne
CD45RC*  stanice  primije¢ene su
uglavnom u interfolikularnoj regiji, a u
manjem broju u lamini propriji resica, u
epitelu kripti i izmedu njih.

Nasa istrazivanja distribucije
M-stanica u crijevu prasadi opovrgnula su
hipotezu da je razvoj M-stanica ogranicen
na specijalizirana podrucja kupolastog
epitela iznad folikula Peyerovih ploca

VETERINARSKA STANICA 47 (4), 365-373, 2016.



Imunohistokemija u istrazivanju molekularnih i stani¢nih elemenata imunosnog sustava i neuroregulacije imunosnog odgovora u sluznici crijeva
domace svinje: suvremeni pristupi / Immunohistochemistry in the Study of Molecular and Cellular Elements of the Immune System and Neuro-
regulation of Immune Response within the Intestinal Mucosa in Domestic Swine: Current Approaches

(Bye i sur., 1984., Gebert i sur., 1999.) te
se slazu s podatcima Janga i sur. (2004.)
koja pokazuju da su M-stanice uglavnom
smjestene u podrucju iznad Payerovih
ploca, ali mogu se utvrditi i u epitelu
crijevnih resica. Istrazivanje Geberta i sur.
(2004.) podupire hipotezu da M-stanice
predstavljaju zasebnu stani¢nu liniju
koja ne proizlazi iz enterocita te sugerira
da je bakterijama potaknuto pojacanje
transporta  intraluminalnih  antigena
posljedica povecanog stupnja transporta
M-stanica, a ne porasta njihovog broja,
Sto nije u suglasju s rezultatima nasih
istrazivanja (Valpoti¢ i sur., 2007. i 2010.).
Medutim, Miyazawa i sur. (2006.) su
otkrili mogudi prijelazni stanic¢ni stadij
M-stanica i enterocita u gornjoj regiji
epitela sluznice crijeva svinje.
Pronalazak NO/VIP veznih mjesta
na limfoidnim stanicama i VIP-ergickih
vlakana koja su opisana u Peyerovim
ploc¢ama potvrduju prisutnost
neuroimunosnog medudjelovanja koje
igra vaznu ulogu u indukciji i regulaciji
imunosnog odgovora u limfatickom tkivu
probavnog sustava. Dobro je poznato da
neuropeptid SP iz srediSnjeg zivcanog
sustava, utjee na razvoj imunosti
sluznice crijeva pojacavanjem fagocitoze
i sudjelovanjem u diferencijaciji
B-limfocita i stimulaciji proizvodnje
IgA i IgM protutijela (Bar-Shavit i sur.,
1980., Pascual i sur., 1991., Bost i Pascual,
1992.). Pomoc¢u imunohistokemijske
analize mogucde je pratiti neuroimunosne
interakcije na razini crijevne sluznice i
distribuciju NO, SP i VIP molekula koji
sluze kao komunikacijski signali izmedu
nervnog i imunosnog sustava. VIP je
poznat kao modulator mnogih imunosnih
funkcija  (Abad, 2005.). Aktivacija
inducibilne dusik-oksid sintaze (iNOS)
koju eksprimiraju mnoge stanice, kao $to
su endotelne, zivéane stanice i osobito
makrofagi, dovodi do velike produkcije
slobodnih radikala dusik-oksida (NO),
koji se povezuje s citotoksi¢nom reakcijom

na patogene. U nasim smo prethodnim
istrazivanjima ustvrdili postojanje VIP,
SP i NOS pozitivne inervacije u tankom
crijevu prasadi (Kovsca Janjatovi¢ i sur.,
2012.).

Imunohistokemijskom analizom nei-
munosnih/molekula (M-stanice, VIP, SP,
NOS) i imunosnih stanica/molekula (T
limfociti, plazma stanice, sIgA) ukljuce-
nih u obranu sluznice crijeva od intralu-
minalnih mikrobnih ili toksinskih anti-
gena moguce je utvrditi razvojni status
i vrjednovati obrambenu kompetenciju
lokalnog imunosnog odgovora u sluzni-
ci crijeva domace svinje, ali i drugih vr-
sta zivotinja od znacenja za veterinarsku
medicinu.

Sazetak

Imunohistokemija je cesto koriStena me-
toda u patoloskoj dijagnostici i znanstvenim
istrazivanjima. To je metoda detekcije i loka-
lizacije antigena, obi¢no proteina, u stanicama
ifili tkivnim prerezima temeljena na vezanju
protutijela specificno reaktivnih s doti¢nim
antigenom. Protutijelo moZe biti konjugirano
s enzimom, kao $to je primjerice peroksidaza,
ili vezano s fluorescentnom bojom. Interakcija
protutijelo-antigen moZe se vizualizirati po-
mocu reakcije u kojoj nastaje obojeni produkt
ili imunofluorescencijom. Zbog nedostatka
protutijela specifi¢nih za vrstu Zivotinje i odre-
deni antigen, primjena imunohistokemije u
veterinarskoj medicini nije jo$ u svakodnevnoj
rutinskoj primjeni, ali je Siroko upotrebljavana
u znanstvenim istraZivanjima za razumijeva-
nje distribucije i lokalizacije razlicitih tipova/
subpopulacija stanica i razli¢itih molekula. U
nasim je prethodnim istrazivanjima ekspresija
specifi¢nih antigena na limfoidnim stanicama,
T limfocitima, plazma stanicama i M stanica-
ma, kao i na molekulama neuropeptida i en-
zima ukljucenih u imunosni sustav sluznice
crijeva analizirana pomo¢u imunohistokemij-
skih tehnika. Rezultati istraZivanja su pokaza-
li da imunohistokemijske analize ekspresije/
distribucije molekularnih i stani¢nih pokaza-
telja moZe biti korisna metoda za istraZivanje
postnatalnog razvitka imunosnog sustava i
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procjenu humoralnog i stani¢cnog imunosnog
statusa u sluznici crijeva domace svinje, osobi-
to nakon egzogene imunomodulacije u mlade
prasadi.

Kljucne rijeci: imunohistokemija, imuno-

modulacija, veterinarska medicina, prasad
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Immunohistochemistry in the Study of Molecular and Cellular
Elements of the Immune System and Neuroregulation of
Immune Response within the Intestinal Mucosa in Domestic

Swine: Current Approaches

Ana KOVSCA ]AN]ATOVIC, BSc Biol., PhD, Faculty of Veterinary Medicine, University of
Zagreb, Croatia; Gordana LACKOVIC, BSc Biol. PhD, Full Professor, Anita BUNJEVAC, BSc
Biol., Stana PAPIC, BSc Biol., Sun¢ana ]ERNEIC, BSc Biol., Faculty of Science, Zagreb, Croatia

Immunohistochemistry is a frequently
used method in diagnostic pathology and
scientific research. This is the method of de-
tection and localization of antigens, usually
proteins, in cells and/or tissue sections based
on the binding of the antibody with the cor-
responding antigen. The antibody can be con-
jugated to an enzyme, such as peroxidase, or
bound to the fluorescent dye. An antibody-
antigen interaction can be visualised by a
colour-producing reaction or immunofluores-
cence. Due to the lack of species-specific and
antigen-specific antibodies, the application of
immunohistochemistry in veterinary medi-
cine is not currently a routine practice, though
it is widely used in scientific research in order
to understand the distribution and localiza-
tion of different cell types/subpopulations or

different molecules. In previous studies, the
expression of specific antigens on lymphoid
cells, T lymphocytes, plasma cells and M cells,
and on neuropeptides and enzymes involved
in the intestinal mucosal immune system has
been analysed by immunohistochemistry
techniques. The results of these studies have
shown that immunohistochemical analysis of
the expression/distribution of molecular and
cellular immune parameters could be a useful
method for studying the postnatal develop-
ment of the immune system and for evaluat-
ing humoral and cellular immune status with-
in the intestinal mucosa in domestic swine,
especially after exogenous immunomodula-
tion in young pigs.

Key words: Imunohistochemistry, Immuno-
modulation, Veterinary medicine, Pigs
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Nutritional Requirements

and Metabolic Changes in
Migrating Birds

Denis Leiner* and Hrvoje Valpoti¢

Introduction

Birds are two-legged (bipedal)
vertebrates - the group of animals with
backbones that also includes mammals,
amphibians, reptiles and fishes. They
are distinguished from other (modern)
vertebrates by feathers, which are
unique modifications of the outer skin.
No comparable structures exist in other
living vertebrates.

All birds have bills, a distinctive attri-
bute that facilitates instant recogniti-
on. The avian bill varies greatly in form
and function but is always toothless and
covered with a horny sheath. Because
birds lack teeth that chew food before
swallowing, the avian digestive system is
specialized to process unmasticated food.
Instead of teeth, birds have a gizzard.
The avian gizzard is a functional analo-
gue of mammalian molars. It's function
is grinding and digesting tough food. The
gizzards of grain eaters and seed eaters,
such as turkeys, pigeons, and finches,
are especially large and have powerful
layers of striated muscles. The gizzard
is not so muscular in birds that eat softer
foods such as meat, insects, or fruit. Also,
gizzard varies in size during a change in
diet. For example, a change in diet re-
sulted in marked reversible changes in
gizzard size for both Japanese quail (Co-
turnix japonica) and Red knots (Calidris
canutus) (Piersma and Dent, 2003). The

gizzard can also contain large quantities
of grit, which grinds food. The gizzards
of moas, extinct ostrich like birds of New
Zealand, have been found to contain as
much as 2.3 kilograms of grit (Gill, 2007).

Every year, migrating birds make long
seasonal journeys from their breeding
grounds to their wintering grounds and
back. These sustained flights, which
may be hundreds or even thousands
of kilometers at a stretch, present huge
physiological challenges for birds, and
require much preparation before the
journey, and refueling along the way
(Berthold, 1996, Leiner and Leiner,
2008). During migration, relatively short
periods of endurance flight alternate with
longer periods of feeding at stopover
sites, where energy and nutrient reserves
are rebuilt in preparation for the next
leg of the journey (Hedenstrom and
Alerstam, 1997).

To determine how birds overcome
these physiological challenges requires
understanding how the physiological
capabilities of exercising and fasting
birds relate to the ecological conditions
encountered during migration.

Preparing for migration

We now know that, every fall, an
estimated 5 billion land birds of 187
species leave Europe and Asia for Africa
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(Moreau, 1972). Unlike dormancy and
hibernation, the means by which many
animals live through severe seasons,
migration allows year - round activity.
The advantage of migration is that
birds can exploit seasonal feeding
opportunities while living in favorable
climates throughout the year. The costs
of migration as well as its requirements,
however, are potentially great.

Migration is a major part of the
annual cycle of many birds. Photoperiod,
gonad cycles, and hormones guide the
preparations for migration and migratory
behavior itself. Proximate factors, such
as weather and food availability, trigger
day - to - day departures and stops to
refuel. Migration is a seasonal cycle of
departures and returns. Seasonal cycles
of climate or insect abundance generate
corresponding cycles of breeding,
flocking, and migratory relocation (Gill,
2007).

The spring and autumn migratory
seasons differ in many respects.
In spring, when migrating to their
breeding grounds, birds fly towards
higher latitudes, where days are
longer. Also, in spring, migrants are
constrained by time, since early arrival
at the breeding grounds increases the
bird's probability of finding a territory
and hence its likelihood of reproductive
success (Aamidor et al, 2011). In
autumn, birds migrate towards the
southern hemisphere where days are
shorter and they do not always acquire
territories (Newton, 2008). Therefore, in
spring, stopover time is minimized and
body mass is gained as fast as possible
(Alerstam and Lindstrom, 1990). In
contrast, in autumn migration, there is
little benefit from arriving at wintering
grounds early. During autumn, migrants
are less constrained by time. However,
before crossing an ecological barrier,
birds must accumulate large reserves of
energy. Thus, birds spend more time at

stopovers in autumn than in spring and
gain more body mass (Aamidor et al,,
2011).

During migration, birds alternate
between periods of high feeding rate
at migratory stopover sites and periods
without feeding as they travel between
stopover sites. These intervals without
food may be relatively short (e. g. < 8h)
for birds migrating short distances at
the given time or the intervals without
food may last for many days for birds
migrating over oceans or desserts
(McWilliams and Karasov, 2000).

Migratory birds often switch their
diets seasonally. Many waterfowl
switch from high carbohydrate foods
(e. g. seeds) to high protein foods (e.
g. aquatic insects) when preparing for
breeding (Krapu and Reinecke, 1992).
Also, many insectivorous songbirds
switch to feeding primarily on fruits
during migration (Gill, 2007). This
dietary switch from insects to fruits
may conserve energy because fruits
that are abundant are less energetically
expensive to obtain than insects. Fruits
may be nutritionally adequate if only
fat reserves must be replenished. If
they must restore both fat and protein
reserves fruits are inadequate because
they contain relatively little protein
(McWilliams and Karasov, 2000).

In the garden warbler (Sylvia borin), a
long distance migratory passerine which
breeds in the western Palaearctic and
winters in Africa south of the Sahara
(Arlott, 2007), migratory fat deposition
is associated both with an increase in the
daily amounts of food eaten as well as
with an increase in the efficiency of food
and nutrient utilization (Fig. 1) (Bairlein,
1987).

Dramatic changes in dietary substrate
from, for example, protein - rich insects
to carbohydrate - rich fruits, offer
significant physiological challenges for
birds (Karasov, 1996).
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Fig. 1 Garden Warbler (Sylvia borin)

Flight fuel (fats, proteins and
carbohydrates)

Up to now, little attention has been
given to nutrient balance in wild birds,
and, therefore, little is known about their
nutritional requirements. A lot of work
concerning nutritional requirements of
birds have been carried out with poultry
or pheasants (Sibbald and Kramer, 1980;
Warner et al, 1982). However, data on
poultry cannot be reliably transposed
to passerine birds. Therefore, up to the
present almost nothing was known
about the nutritional requirements for fat
deposition.

The image of migratory birds
furiously in search of food and storing fat
in preparation for a short or long distance
flight is familiar to all ornithologists.
Migrants fatten rapidly just Dbefore
migration by consuming enormous
quantities of energy - rich food.

Fat yields two times as much energy
and water per gram metabolized as does
either carbohydrate or protein (Table 1).
Fat is stored in adipose tissues under
the skin, in the muscles, and in the body
cavity (Gill, 2007). Some fat is also stored
in internal organs, but it doesn't accu-
mulate around the heart (Gill, 2007).

Table 1 Fuels for migration used by migrants

Migrants store fat in proportion to
their requirements. Fat makes up 3% to 5%
of the normal mass of small nonmigrating
birds. Long - range and intercontinental
migrants build up fat deposits that account
for 30% to 47% of their total weight, mainly
in preparation for long, nonstop flights
(Berthold, 1975). Long distance migrants
may need more fuel than is available in
their fat deposits. They then turn to stores
of protein in their muscles and organs and
consume those stores in flight (Battley et
al., 2000). Great Knots (Calidris tenuirostris)
fly 5400 kilometers from Australia to
stopover sites in China. In addition to
having used most of their fat, arrivals had
used and reduced the size of seven organs
while in transit. Only the brain and lungs
seemed to be exempt from use as fuel (Gill,
2007). Similar changes were found for dry
lean mass of songbirds before and after
long - distance migration and simulated in
- flight starvation (Biebach, 1998; Schwilch
et al., 2002; Bauchinger and Biebach, 2005).

Two main oxidative fuels are used
by birds: lipids, stored as triglycerides
in adipose tissue, and protein stored in
various organs. About 95% of the energy
required for flight comes from stored
fat and the remaining 5% from protein
(Aamidor et al., 2011).

Mammals fuel high - intensity
endurance exercise primarily by
glycogen stored within muscle cells,
with fatty acid oxidation contributing
< 20% to energy demand (Roberts et
al., 1996). In contrast to mammals,
birds fuel high - intensity endurance
exercise such as migratory flights
using primarily fatty acid oxidation
(McWilliams et al., 2004).

The ability to fuel very high - intensity
exercise with fatty acids delivered from the

Energy yield (kJ) Metabolic water (g)

Fat 38.9
17.6
17.2

Carbohydrate
Protein

1.07
0.55
0.41
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adipose tissue to the working muscles by
the circulatory system makes migratory
birds exceptional among vertebrate animals
(McWilliams et al., 2004). From biochemical
principals it is clear why fat should be the
fuel of choice for migrating birds (Fig. 2).
Fat contains eight to ten times more energy
content per unit wet mass then alternative
fuel types. Two factors contribute to the
high wet energy content of fat. First, fatty
acids are more chemically reduced than
either carbohydrates or proteins, yielding
approximately twice the energy per unit
dry mass when oxidized. Second, fatty ac-
ids are stored in living tissue in anhydrous
state (5% water) as triacylglycerol, whereas
carbohydrate (liver and muscle glycogen)
and protein stores have high water con-
tent (70-80%). Glycogen stores are mostly
unimportant to endurance flights, but may
be required initially while fatty acid utiliza-
tion mechanisms are up - regulated, and to
maintain blood glucose concentration sta-
ble until gluconeogenic pathways are fully
induced (Rothe et al., 1987; Weber, 1988;
McWilliams et al., 2004).

Protein is catabolized during flight
to satisfy endogenous protein turnover,
to provide gluconeogenic precursors for
metabolism in the liver and could also
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be mobilized to provide water under
dehydrating flight conditions (Klaassen,
1996; Klaassen et al., 2000).

Although few studies document
fatty acid composition of fat stores in
birds during migration, evidence to date
shows that majority of lipids in migrating
birds comprise 16- or 18- carbon fatty
acids, and unsaturated fatty acids (16:1,
18:1, 18:2) usually predominate over
saturated fatty acids (mostly 16:0 and
18:0) (Blem, 1976; McWilliams et al.,
2004; Pierce et al., 2005).

Whether a certain fatty acid compo-
sition enhances exercise performance of
birds is unknown, although studies with
exercising mammals provide a basis for
developing some hypotheses. In rats
and humans, high levels of essential n-6
polyunsaturated fatty acids in muscle
membrane phospholipids have been
associated with improved endurance ca-
pacity, and n-6 fatty acids appear to be
depleted from membranes by repetitive
exercise (Ayre and Hulbert, 1996; Pierce
et al., 2005). Such mobilization and oxi-
dation of unsaturated fatty acids has not
been demonstrated in birds.

Also, many passerine songbirds cannot
digest sucrose, a complex sugar that we

Muscle cell
onors
'i-‘/
@

Fig. 2 A model of lipid transport and oxidation in a bird during exercise while post-absorptive.
Abbreviations: AA, amino acid; ACYL-CoA, acyl-coenzyme A; ALB, albumin; ATP, adenosine triphosphate;
CAT, carnitine acyl transferase; CHO, carbohydrate; FABPpm, plasma membrane fatty acid binding
protein; FAT/CD36, fatty acid translocase; H-FABP, heart type fatty acid binding protein; HSL, hormone-
sensitive lipase; LCACS, long chain acyl-CoA synthetase; LPL, muscle lipoprotein lipase; ML, muscle
lipase, NEFA, non-esterified fatty acid; TAG, triacylglycerol; VLDL, very low density lipoprotein. The
dashed arrow indicates passive diffusion of NEFA across the sarcolemma (McWilliams et al., 2004)
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humans take for granted. These songbirds
lack the enzyme sucrase, which breaks
sucrose into smaller sugars (glucose and
fructose) that are amenable to assimila-
tion (Gill, 2007). The ingestion of sucrose
at high concentrations can cause sickness
and diarrhea, owing to malabsorption. In
contrast, hummingbirds feed on sucrose
rich nectar. Hummingbirds assimilate
from 95% to 99% of the energy in the nec-
tar, which consists primarily of sugars and
water. Their intestines exhibit 10 times as
much sucrase activity as is evident in pas-
serine intestines (Schondube and Martin-
ez del Rio, 2004). They also quickly absorb
glucose from their fluid meals at the high-
est levels known among vertebrates. They
achieve this record by means of unusually
high densities of sites that actively bind
sugar and transport it across cell mem-
branes (Karasov et al., 1986).

Conclusion

We can see that the fatty acid composition
of the diet largely determines the composition
of a migratory bird and this affects the bird's
energetic performance during intense exercise.
That suggest that birds during migration
could benefit from selecting foods with certain
fatty acids. Unfortunately, little is known
about the fatty acid composition of foods
eaten by free - living birds. What remains to be
seen is how diet preferences interact with food
availability and composition and to determine
is there some optimum fatty acid composition
of migratory birds that enhances performance
of birds during migratory flight.

Every year, migrating birds make long sea-
sonal journeys from their breeding grounds
to their wintering grounds and back. These
sustained flights, which may be hundreds or
even thousands of kilometers at a stretch, pose
huge physiological challenges for birds, and
require much preparation before the journey,
and refueling along the way. During migra-
tion, birds undergo alternating periods of fast-
ing and re-feeding that are associated with dy-
namic changes in body mass and in organ size,
including that of digestive tract. Long distance
migrants rely virtually entirely on stored ener-
gy and nutrients to fuel each flight. Determin-

ing how birds overcome these physiological
challenges requires understanding how the
physiological capabilities of exercising and
fasting birds relate to the ecological conditions
encountered during migration.
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Abstract

Every year, migrating birds make long sea-
sonal journeys from their breeding grounds
to their wintering grounds and back. These
sustained flights, which may be hundreds or
even thousands of kilometers at a stretch, pose
huge physiological challenges for birds, and
require much preparation before the journey,
and refueling along the way. During migra-
tion, birds undergo alternating periods of fast-
ing and re-feeding that are associated with dy-
namic changes in body mass and in organ size,
including that of digestive tract. Long distance
migrants rely virtually entirely on stored ener-
gy and nutrients to fuel each flight. Determin-
ing how birds overcome these physiological
challenges requires understanding how the
physiological capabilities of exercising and
fasting birds relate to the ecological conditions
encountered during migration.

Key words: Birds, Migration, Metabolism,
Fatty acid, Nutrition

Nutritivne potrebe i metabolicke promjene u ptica selica

Denis LEINER, dr. med. vet., Hrvatska; dr. sc. Hrvoje VALPOTIC, dr. med. vet., docent,
Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Hrvatska

Svake godine ptice selice migriraju sa
svojih gnijezdiliSta do zimovaliSta i natrag.
Takvi letovi, koji mogu biti stotinama ili
tisuama kilometara udaljeni predstavljaju
velike fizioloske izazove za ptice te
iziskuju temeljitu pripremu prije migracije
i nadoknadu potrosene energije tijekom
same migracije. Neposredno prije i tijekom
migracije ptice podvrgavaju svoj organizam
temeljitoj promjeni koja iziskuje povecanje
tielesne mase, promjene u veli¢ini organa,

punjenje energetskih rezervi i nagomilavanje
masnog tkiva. Migratorne ptice gotovo u
potpunosti ovise o uskladiStenoj energiji i
nutrijentima da bi uspjesno savladale let. Da
bi se utvrdilo kako ptice savladavaju takve
fizioloSke izazove potrebno je razumjeti kako
su fizioloske sposobnosti ptica u migraciji
povezane s ekoloskim uvjetima koje susrecu
tijekom samog leta.

Kljucne rijeci: ptice, migracija, metabolizam,
masne kiseline, prehrana
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Antimikrobno djelovanje
propolisa i mogucnost
njegove primjene u

veterinarskoj medicini

Jelena Suran*, K. Matanovié, Diana Brozié, T. Masek, N. Macesi¢,
Lada Radin, Jasna Aladrovié, F. Bozié, Branka Seol Martinec,
Marija Lipar, O. Smolec, M. Beni¢, B. Radic i G. Baci¢

Uvod
Zbog sve vele prijetnje koju za
CovjeCanstvo  predstavlja  rezistencija

na antibiotike, veliki se napori ulazu
u istrazivanja tvari i mehanizama uz
pomo¢ kojih bi se ona suzbila. Znatna se
sredstva ulazu i u edukaciju javnosti o
vaznosti racionalne uporabe antibiotika
i koriStenja nekih drugih strategija u
lijeCenju i prevenciji zaraznih bolesti.
Upravo zbog potonjeg ponovno raste
interes za apiterapiju, tj. lijecenje pcelinjim
proizvodima poput propolisa, meda i
matic¢ne mlijeci - koji su po sastavu sloZene
mjeSavine aktivnih tvari. Zajednicko
im je antimikrobno djelovanje, a zbog
slozenosti sastava, a time i mehanizama
djelovanja, smatra se da dugotrajna
primjena apiterapije nece rezultirati
razvojem bakterijske rezistencije. Ovi se
pripravci u veterinarskoj medicini koriste
samo sporadicno, po preporuci pojedinih
veterinara koji su upoznati s njihovim

korisnim ucincima, a pcelinjih proizvoda
koji su oblikovani primarno za lijecenje
zivotinja ima vrlo malo. S obzirom na
to da se apiterapija koristi od davnina,
zanemariv je broj kvalitetnih istrazivanja
njene primjene u veterinarskoj medicini.

Propolis, smolasta tvar koju pcele
stvaraju sakupljaju¢i biljne ekstrakte
s pupoljaka, i mijeSaju ih s voskom i
svojim enzimima (Sforcin i Bankova,
2011.), prva je linija obrane pcelinjaka od
raznih nametnika. Taj obrambeni princip
prisutan je i u samoj rije¢i , propolis”
koja dolazi iz grckog jezika; od pro, Sto
podrazumjeva obranu, i polis - grad.
Péelama sluzi kao gradevni materijal
za zagladivanje zidova kosnice, zastitu
kolonije od zaraznih bolesti te prekrivanje
raznih nametnika i Stetnika uginulih
u kosnici, kako bi se sprijecilo Sirenje
bakterija iz raspadnutog tkiva (Bankova
i sur, 2000.). Sastav propolisa varira
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ovisno o geografskom i botanickom
podrijetlu pa se po tome razlikuju tipovi
propolisa: poplar (na engleskom jeziku
poplar podrazumijeva stabla iz roda
Populus, poput topole i jasike), Baccharis,
brazilski, egipatski, indijski i dr. (Bankova
i sur.,, 2014.). U Europi je najzastupljeniji
propolis poplar tipa, a on se sastoji od 40-
70% fenolnih spojeva (flavonoidi, fenolne
kiseline i esteri itd.), 20-35% voska i oko
5% minerala, polisaharida, bjelancevina,
aminokiselina, amida i amina te vitamina
u tragovima (Bogdanov, 2015.). Bududi
da je do danas identificirano viSe
od 300 aktivnih spojeva u propolisu
(Bankova i sur., 2000.) i nemoguce je
provesti univerzalnu standardizaciju
po kemijskom sastavu, preporuka je
da se propolis profilira po botani¢kom
podrijetlu (Bankova, 2005.).

Do sada su opisani brojni bioloski i
farmakoloski uéinci propolisa; imuno-
modulacijski, protutumorski, protuu-
palni, antioksidativni, antimikrobni i
antiparazitski ucinci (Bankova 2000.,
2005., Castaldo i sur., 2002., Sforcin i
sur., 2007., Bogdanov, 2015.). Od na-
vedenih ucinaka, za primjenu u veteri-
narskoj medicini je najznacajnije upra-
vo antimikrobno djelovanje propolisa
(Teterev, 1998., Bogdanov, 2015.). Pro-
polis ima antimikrobni uc¢inak Sirokog
spektra, a djeluje i na multirezistentne
sojeve bakterija (Pepeljnjak i Kosalec,
2004.), gljivice — pogotovo na uzrocni-
ke kandidoza i dermatofitoza (Cowan,
1999.) te razne viruse (Kujumgievisur.,
1999.). Smatra se da je takvo djelovanje
rezultat sinergizma njegovih kompo-
nenti, a ne pojedinacnih uc¢inaka aktiv-
nih tvari (Santos i sur., 2002.). Poznato
je vise mehanizama djelovanja ukljuce-
nih u taj sinergizam, a to su inhibicija
sinteze bjelancevina i rasta bakterija,
dezorganizacija stani¢ne membrane i
stijenke i inhibicija bakterijskih enzi-
ma (Takaisi-Kikuni i Schilcher, 1994.,

Mirzoeva i sur., 1997, Wojtyczka i
sur., 2013.). Kao §to je prethodno spo-
menuto, bas se zbog te kompleksnosti
djelovanja smatra da se na propolis ne
moZe razviti rezistencija kao na pojedi-
ne antibiotike. Osim toga, zbog odre-
denih mehanizama djelovanja, poput
inhibicije bakterijske RNK-polimeraze,
propolis djeluje sinergisticki s antibio-
iticima koji inhibiraju sintezu bjelance-
vina (Takaisi-Kikuni i Schilcher, 1994.,
Stepanovic i sur., 2003.).

U veterinarskoj je medicini opisana

moguca primjena propolisa kod
mastitisa (Fiordalisi i sur., 2016.),
cijeljenja rana (Abu-Seida, 2015.),

proljeva i probavnih infekcija te nekih
reproduktivnih bolesti (Teterev, 1998.).
Dokazan je i profilakticki ucinak
propolisa protiv diSnih i probavnih
infekcija kod prasadi te stimulativni
ucinak na prirast zakrZljale janjadi,
prasadi i teladi (Teterev, 1998.). Propolis
je pokazao dobar antibakterijski i
antimikoticki ucinak na izolatima
uzrocnika otitisa kod pasa (Cardoso
i sur., 2010.), a smatra se da bi u
adekvatnoj  topikalnoj  formulaciji
(u kremi ili gelu, u koncentraciji od
1%) mogao biti indiciran kod raznih
dermatitisa u veterinarskoj praksi
(Farias i sur., 2013.). Osim navedenog,
propolis ¢e sigurno pokazati dobar
antimikrobni i protuupalni uc¢inak kod
upala zubnog mesa ku¢nih ljubimaca
(istrazivanje u tijeku na Klinici za
kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju
Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu), kao Sto je to slucaj kod ljudi
(Bretz i sur., 2014.).

No, uvijek valja imati na umu razliéitu
kvalitetu pripravaka s obzirom na
koli¢inu aktivne tvari i koriStene metode
ekstrakcije. Kod vedine ekstrakata
koji se mogu naéi na trzistu koli¢ina
aktivnih tvari je znacajno manja jer se
prilikom ekstrakcije moze izgubiti i do
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70% aktivnih tvari Sto podrazumijeva i
gubitak ucinkovitosti (Trusheva i sur,
2007.). Isto tako, primijenjena otapala
mogu biti neprikladna za uporabu u
veterinarskoj medicini.

Formulacija propolisa koja bi se
dobila postupkom bez ekstrakcije i
u kojoj bi sve izvorne aktivne tvari
bile ofuvane, a sastojci prikladni za
primjenu na Zzivotinjama cak i putem
najosjetljivijih tkiva poput mlijecne

zlijezde, bila bi idealno polaziste
za masovniju primjenu apiterapije
u veterinarskoj praksi. Takva je

formulacija razvijena i istraZuje se na
Veterinarskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu kao intramamarna otopina
propolisa, a ponajprije je namijenjena
lije¢enju i  prevenciji  mastitisa
kod mlije¢nih prezivaca. Rije¢ je o

suradnji Veterinarskog fakulteta i
Hedere d.o.o. iz Splita na projektu
naziva ,Intramamarna formulacija

propolisa za prevenciju i tretman
mastitisa kod mlije¢nih prezivaca”
(projekt APIMAST), sufinanciranom iz
strukturnih instrumenata Europskog
fonda za regionalni razvoj i Drzavnog
proracuna Republike Hrvatske.
Preliminarni rezultati pretklinickog
in vitro istrazivanja ukazuju na veliku
ucinkovitost otopina u sprjecavanju

rasta gram-pozitivnih bakterija
(Matanovi¢ i sur., 2015., Suran i
sur., 2015.), a klinicki su pokusi

pokazali da je ova otopina sigurna za
intramamarnu primjenu i udinkovita
kod supklini¢kih mastitisa kod muznih
koza i krava (Baci¢ i sur., 2015., Radin
i sur., 2015., 2016., Suran i sur., 2015.).
Vrlo vazna prednost ove formulacije u
odnosu na standardne intramamarne
antibiotike je i nepostojanje karencije.
Navedeni rezultati su ve¢ predstavljeni
na medunarodnim znanstvenim
skupovima (Bac¢i¢ i sur, 2015,
Matanovié¢ i sur.,, 2015., Radin i sur.,

2015., 2016., Staréeviéisur., 2015., Suran
i sur., 2015.), a projekt ¢e rezultirati
jasnim transferom znanja i razvojem
konkretnog proizvoda: intramamarnog
pripravka propolisa koji ¢e se modi
ponuditi proizvodacima mlijeka
kao  alternativa  konvencionalnim
antimikrobnim lijekovima.

Sazetak

Apiterapija je primjena pcelinjih proiz-
voda: propolisa, meda, peludi, maticne
mlije¢i, voska i pcelinjeg otrova, u lijecenju
i prevenciji bolesti. Propolis je smolasta
mjesavina od preko 300 aktivnih spojeva
s imunomodulacijskim, protutumorskim,
protuupalnim, antioksidativnim, antimik-
robnim i antiparazitskim ucincima. Od na-
vedenih ucinaka, za primjenu u veterinar-
skoj medicini je najznacajnije antimikrobno
djelovanje propolisa, a do sada su u literaturi
opisana istrazivanja moguce primjene prop-
olisa kod mastitisa, cijeljenja rana, proljeva
i probavnih infekcija, otitisa i dermatitisa.
Uz navedeno, propolis ¢e sigurno pokazati
dobar antimikrobni i protuupalni ucinak
kod upala zubnog mesa kuc¢nih ljubimaca,
kao Sto je to slucaj kod ljudi. Idealna formu-
lacija propolisa, u kojoj bi sve izvorne ak-
tivne tvari bile o¢uvane, a sastojci prikladni
za uporabu u zivotinja, doprinijela bi $irenju
apiterapije u veterinarskoj praksi. Ovakva se
otopina trenutno istraZzuje u sklopu projekta
suradnje Veterinarskog fakulteta Svecilista
u Zagrebu i malog poduzec¢a Hedere d.o.o.
iz Splita, naziva ,Intramamarna formu-
lacija propolisa za prevenciju i tretman
mastitisa kod mlije¢nih prezivaca” (projekt
APIMAST). Projekt je sufinanciran iz struk-
turnih instrumenata Europskog fonda za
regionalni razvoj i Drzavnog proracuna Re-
publike Hrvatske.

Kljucne rijeci: apiterapija, propolis, anti-
mikrobno djelovanje, mastitis, veterinarska me-
dicina
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Apitherapy is the use of bee products:
propolis, honey, pollen, royal jelly, beeswax
and bee venom in the therapy and prevention
of diseases. Propolis is a resinous mixture of
more than 300 active substances with immu-
nomodulating, antitumor, antiinflammatory,
antioxidative, antimicrobial and antiparasitic
effects. Among these, its antimicrobial effects
are considered to be of the utmost impor-
tance for application in veterinary medicine.
Research on the use of propolis in veterinary
medicine has proven its beneficial effects in
mastitis, wound healing, diarrhoea, gastro-
intestinal and genital infections, otitis and
dermatitis. Since research on human subjects
has shown strong antimicrobial and anti-
inflammatory effects of propolis in gingivi-
tis and periodontitis, this is also likely to be
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the case in pet dental and oral problems. An
ideal propolis formulation will have no loss of
original compounds and thus, maximal effec-
tiveness, while being safe for use in animals.
Such a formulation would lead to greater use
of apitherapy in veterinary practice. This is
the current subject of study at the Faculty of
Veterinary Medicine, University of Zagreb, in
collaboration with the company SME Hedera
from Split, as part of the project “Intramam-
mary propolis formulation for the prevention
and treatment of mastitis in dairy ruminants”
(APIMAST project). The project is cofinanced
from the structural instruments of the Europe-
an Regional Development Fund and the State
Budget of Croatia.

Key words: Apitherapy, Propolis, Antimicro-
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STRUCNA RASPRAVA / EXPERT DISCUSSION

Pojava i suzbijanje mastitisa na
farmi mlijecnih krava -

prikaz slucaja

L. Cvetnic*, M. Beni¢, B. Habrun, G. Kompes, Maja Stepanic i M. Samardzija

Uvod

Upale mlijecne zlijezde u mlijecnih
goveda stvaraju najvece gospodarske
gubitke u mlijecnom govedarstvu.
Osim toga bolest je vazna sa stanovista
javnoga zdravstva, prerade mlijeka i
dobrobiti Zivotinja (Baci¢, 2009.). Stete
se ofituju smanjenjem proizvodnje
mlijeka, prijevremenim izlucenjem krava
iz uzgoja zbog propadanja dijelova
(Cetvrti) vimena, naglim uginuéem i
klanjem iz nuzde oboljelih krava, velikim
troSkom lijekova za lijecenje upale
vimena i napokon, neuporabom mlijeka
za prehranu i industrijsku preradu
tijekom trajanja i jos nekoliko dana nakon
lijecenja. Mlijeko (patoloski sekret) iz
bolesnog vimena moze Stetiti zdravlju
ljudi jer sadrZi patogene mikroorganizme
i njihove toksine (Rupi¢, 2010.).

Upala mlijecne Zlijezde je slozena
bolest prouzrocena djelovanjem
mikroorganizama, a na pojavu utjece i
okoli$, otpornost domacina i nepovoljan
management farme (Cergolj, 2003.).
Mastitis, bez obzira na uzrok odlikuju
fizicke, kemijske i bakterioloSke promjene
u mlijeku i parenhimu vimena (Radostits
i sur., 2000.).

Pojavi bolesti doprinosi odstupanje od
temeljnih zoohigijenskih i zootehnickih
mjera te nepostivanje osnovnih postulata
za higijensku muznju i neodgovarajuce
tehnicko-funkcionalno stanje muznih
aparata (Beni¢, 2011.). Premda mastitis
najceS¢e prouzroci Siroka paleta gram
pozitivnih i gram negativnih bakterija
i gljivica, nije realno ocekivati da ce
lijecenje mastitisa ikada biti u cijelosti
rijeSeno (Cergolj, 2003., Deb i sur., 2013.).

Cilj naSeg rada je prikazati vaznost
kontrole mastitisa u jednom uzgoju
mlijeénih goveda i rezultate nakon
provedene kontrole, bakterioloske
pretrage, provedene terapije te preporuka
za provedbu drugih zoohigijenskih i
zootehnickih mjera.

Materijali i metode

Na farmi od 20 mlijje¢nih krava u oko-
lici Zagreba u vlasnistvu OPG - a, vlasnik
je primijetio povremene pojave klinicki
vidljivih upala mlije¢ne Zlijezde, uocen je
znatan pad mlijecnosti, povecan ukupan
broj bakterija i broj somatskih stanica te
vedi broj Cetvrti vimena koje su pozitivno

Luka CVETNIC*, dr. med. vet., asistent, (dopisni autor, e-mail: Icvetnic@veinst.hr), dr. sc. Miroslav BENIC,
dr. med. vet., znanstveni savjetnik, naslovni docent, dr. sc. Boris HABRUN, dr. med. vet., znanstveni
savjetnik, naslovni izvanredni profesor, dr. sc. Gordan KOMPES, dr. med. vet., visi znanstveni suradnik,
Maja STEPANIC, dr. med. vet.,, strucna suradnica, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb, Hrvatska; dr.
sc. Marko SAMARDZIJA, dr. med. vet., redoviti profesor, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu,
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Tabela 1. Prikaz obradenih krava na prisutnost uzrocnika mastitisa

Oznaka mlijecne krave

[ | 1070
0239
8587
8004
5. | 8001
6. | 5470
8967
8. | 8368
9. | 6433
 10. | 6353
[ 11. | 8002
6264

reagirale s mastitis reagensom. Vazan se-
gment OPG bila je i proizvodnja sira, ali
je Cesto dolazilo i do pojave slatkog gru-
Sanja. Obradeni su uzorci sekreta vimena
12 krava koje su u trenutku obilaska gos-
podarstva bile u laktaciji, a oznacene su
brojevima usnih markica (Tabela 1.).

Uzimanje uzoraka mlijeka. Uzorci za
mikrobiolosku pretragu uzimani iz
svake Cetvrti svih 12 krava prije redovite
muznje. Uzorci su transportirani na
ledu i do obrade su se ¢uvali na 4 °C, a
obradili smo ih odmah nakon dolaska u
laboratorij.

Tabela 2. Prosudba rezultata mastitis testa

Negativna

Pozitivna (++)

rubovima.

Jako pozitivna
(+++)

Zgrusavanje zelatinoznog karaktera
nastaje naglo i daljnjim pokretanjem
plitice smjesa ostaje kompaktna.

Starost (godine)

8

—
—

~N &~ O O A W N B~ o W

Uzimanje briseva vimena. Brisevi su
uzimani s cetvrti vimena obradivane
mlije¢ne krave prije muZnje, odnosno
prije pranja i dezinfekcije vimena.

Metode - obrada uzoraka u

laboratoriju

Mastitis test. Svaki uzorak testirali
smo Zagrebackim mastitis reagensom, a
rezultate smo prosudili prema prilozenoj
shemi.

Testom se
poremecenosti

otkriva
sekrecije na

stupanj
osnovi

Prosudba reakcije | Izgled mjesavine mlijeka i reagensa | BSS (*103/mL)

MjeSavina ostaje jednoli¢no tekuca ili
se uocavaju tanke, jasno vidljive niti.

. Unutar jedne minute nastaje mnostvo
Slabo pozitivna (+) e O . ;
krpicastih tvorbi bez stvaranja gela.

Nakon nekoliko sekundi opaza se
zgrusavanje poput bjelanjaka koje se
daljnjim pokretanjem plitice kida po

<300 Zdravo vime
300 - 500
Supklinicki
500 - 2.000  mastitis
2000 - 15.000 KUnicki
mastitis
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Tabela 3. Pozitivne reakcije mastitis testom

Oznaka mlijecne
krave

prva lijeva

(1. D

0239 +/- ltrag)
8587 .
8004 .
8001 +/-
Bl +
8967 -
Bl s +
(9. YR .
(10. [ 0
(11 Y .
6264 ot

- + ++
+++ - +++
: P -
+/- (trag) + +/-(trag)
= = =
+ ++ -
; +/- ;
+ ++ ++
+++ +++ +
++ + +++
+++ ++ ++
++ + 0

Legenda: +/- - vrlo slaba reakcija (trag); +++,+++ - intenzitet pozitivne reakcije; 0 - nema uzorka mlijeka

iz sisnog kanala

indirektnog dokazivanja broja somatskih
stanica u sekretu mlijecne Zlijezde. S
pomocu testatora, na kojem su ugradene
Cetiri plitice, odjednom se mogu ispitati
sve Cetvrti vimena. Reakcija se procjenjuje
prema graduiranoj skali (Tabela 2.)

Mikrobioloska pretraga. Mikrobiolosku
pretragu proveli smo u skladu s opde
prihvadenim preporukama opisanima
u Laboratory handbook on bovine mastitis
(National mastitis council, 1999.).

Iz uzorka svake pojedinacne cetvrti
nacijepili smo koli¢inu od 0,01 mL na
Cetvrtinu povrSine Petrijeve zdjelice s
hranjivom podlogom eskulin-krvni agar.
Pritom smo koristili mikrobiolosku usicu
promjera 10 mm za jednokratnu uporabu.

Briseve vimena svake cetvrti krave
nagjepljivali smo izravno na hranjive
podloge. Nacijepljene hranjive podloge
inkubirali smo u termostatu pri 37 °C
tijekom 24 sata nakon ¢ega smo pristupili
kontroli porasta kolonija na povrsini
hranjive podloge. Ostatak uzorka ¢uvali

smo u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C
do kraja pretrage. Uzorke koji su mastitis
testom reagirali pozitivno, a u kojima
nije bilo porasta mikrobne kulture nakon
24-satne inkubacije, nacijepili smo jo$
jednom na polovicu povrsine Petrijeve
zdjelice u kolic¢ini od 0,1 mL, a kontrolu
porasta obavljali smo u istim vremenskim
razmacima.

Nakon inkubiranja nacijepljene hra-
njive podloge pristupili smo determinaci-
ji poraslih bakterijskih kolonija. Pri tome
smo u obzir uzimali morfoloske (oblik,
veli¢inu i strukturu kolonija) i fizioloske
osobine (stvaranja pigmenta, izazivanje
CAMP fenomena, razgradnja eskulina,
sposobnost zgrusavanja kunidje plazme,
bojanje po Grammu).

Rezultati

Rezultati mastitis testa na 12
obradenih krava bili su sljede¢i: u 10
(83,3%) utvrdene su pozitivne reakcije
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Tabela 4. I1zdvojeni uzroénici mastitisa iz uzoraka mlijeka vimena krava

Oznaka

mlijecne
krave

(M 1070 negativno negativno

2 0239 Corynebacterium Sc. uberis

K] 8587 negativno negativno

©
o
o
=

kvasci negativno

8001 Sc. uberis negativno

Pseudomonas negativno

~

© o
e
o~ ~
~ o

negativno negativno

8368 Sc. uberis Sc. uberis

Sc. uberis kvasci

o~ o~
w N
(3] W
w W

nema uzorka negativno

(KM 8002 Corynebacterium negativno

VAR 6264 Sc. uberis Sc. uberis

i

mastitis testom. U krava oznake 6433,
8368 i 8002 mastitis testom utvrdene su
pozitivne reakcije razli¢itog intenziteta u
sve Cetiri Cetvrti vimena, u krava oznake
6353 i 5470 u tri Cetvrti vimena, u krava
oznake 1070, 0239, 8587 i 8004 u dvije
Cetvrti, a u krava oznake 8967 i 8001
zamije¢ene su jedva primjetne reakcije
(Tabela 3.).

T R
rva lileva zadnja rva desna zadnja Osjetljivost na an-
P ! lijeva P desna timikrobne tvari

negativno

negativno

Sc. uberis

negativno

Sc. uberis
negativno
negativno

negativno

kvasci

negativno

Corynebacterium

Sc. uberis

negativno -

penicilin, tetracik-
lin, kanamicin,

cefoperazone, am-
picilin, linkomycin

Sc. uberis

penicilin, tetracik-
lin, cefoperazone,
ampicilin

Sc. uberis

negativno

penicilin, kloksa-
cilin, tetraciklin,
cefoperazone,
ampicilin, linco-
mycin, amoxicilin,
sultfametoxazole
trimet

negativno

. cefoperazon, novo-
negativno S
biocin

negativno -

penicilin, kloksa-
cilin, tetraciklin,
cefoperazone, am-
picilin, lincomycin,
amoxicilin

Sc. uberis

penicilin, tetracik-

negativno .
lin, cefoperazone

negativno -

penicilin, strept-
omicin, tetracik-
lin, kanamycine,
cefoperazone

negativno

nema
uzorka

penicilin, tetracik-
lin, cefoperazone

Mikrobioloskom pretragom uzoraka
mlijeka iz 9 (75%) obradenih krava,
odnosno 20 (41,6%) cetvrti izdvojen je
neki od uzrocnika mastitisa. Streptococcus
uberis je izdvojen iz sekreta 6 (50%) krava,
Corynebacterium iz 2 16,6%, kvasci iz 2
(16,6%) i Pseudomonas iz 1 (8,3%) krava.
U 3 (25%) krave nisu utvrdeni patogeni
uzrocnici mastitisa. Isto tako napravljen
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Tabela 5. Rezultati pretrage obrisaka uzetih s pojedinacnih sisa

je i antibiogram te je osjetljivost pojedinih
uzrocnika prikazana u tabeli (Tabela 4.).

Mikrobioloskom pretragom iz briseva
pojedinacnih sisa izdvojili smo bakterije
roda Enteroccocus i vrstu Streptoccocus
uberis. Pozitivan bakterioloski nalaz
utvrdili smo u 9 (75%) obradenih
krava. Iz 9 obrisaka (18,8%) izdvojene
su bakterije roda Enteroccocus sp., iz 6
(12,5%) pretraZenih obrisaka izdvojen
je Streptoccocus uberis, dok u 33 obriska
(68,8%) nisu utvrdeni patogeni uzrocnici
mastitisa. (Tabela 5.).

Rasprava

Nastanak mastitisa najceSée je
posljedica stalne borbe izmedu bakterija
koje se zele naseliti unutar cetvrti i
obrambenog sustava krave koja ih Zeli
eliminirati, a postoji isto tako mnostvo
¢imbenika koji utjecu na krajnji ishod
(Baci¢, 2009.). Premda se u suvremenoj
proizvodnji mlijeka primjenjuje Ccitava
paleta preventivnih mjera u cilju
sprjecavanja pojave mastitisa, ova bolest
i dalje je uzrok najve¢ih ekonomskih
gubitaka u mlijecnom govedarstvu.

Oznaka
mlijecne prva zadnja
krave lijeva lijeva

n 1070  Enteroccocus negativno
0239 negativno negativno
8587  negativno negativno
8004  Enteroccocus negativno
E 8001  Sc. uberis negativno
n 5470 negativno Enteroccocus
8967 negativno negativno
m 8368  Sc. uberis negativno
n 6433  Sc. uberis negativno
m 6353  negativno negativno
m 8002 negativno negativno
6264  Sc. uberis negativno

Cetvrti vimena

prva zadnja

desna desna
Enteroccocus negativno
negativno negativno
Sc. uberis negativno
negativno Enteroccocus
negativno Enteroccocus
negativno negativno
negativno Enteroccocus
Sc. uberis negativno
Enteroccocus negativno
negativno negativno
negativno negativno
Sc. uberis negativno

Mnogobrojni su razlozi u nastanku
mastitisa i zarazavanju mlijecne Zzlijezde
(Cergolj, 2013.).

U naSem radu opisana je pojava
mastitisa u uzgoju od 20 mlijecnih krava
u kojem je doslo do pada mlijecnosti,
povecanog broja somatskih stanica i
povecanog ukupnog broja bakterija te
pozitivnog mastitis testa. Tijekom mjeseca
veljae 2016. obradeno je 12 mlije¢nih
krava koje su bile u laktaciji, pozitivne
reakcije mastitis testom utvrdene su
u 10 (83,3%) krava. Mikrobioloskom
pretragom uzoraka mlijeka prisutnost
uzrocnika mastitisa utvrdena je u 9 (75%)
obradenih krava. Iz 20 (41,6%) Ccetvrti
izdvojen je uzrocnik mastitisa. Hristov i
sur. (2005.), dokazali su na istrazivanim
farmama mastitise u 24,17%, zatim u
23,33% i u 18,33% cetvrti. Cvetnic (2015.)
u jednom istrazivanju mastitis testom
dokazuje pozitivne reakcije u 13,7%, a iz
13% cetvrti vimena krava izdvojen je neki
od uzrocnika.

Streptococcus (S.) uberis je izdvojen
iz 6 (50%) pretrazenih  krava,
Corynebacterium iz 2 (16,6%), kvasci
iz 2 (16,6%) i Pseudomonas iz 1 (8,3%)
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krave. U 3 (25%) krave nisu utvrdeni
patogeni uzro¢nici mastitisa. Isto tako
napravljem je i antibiogram. Isto tako
iz briseva pojedinih cetvrti vimena
krava izdvojili smo Enteroccocus i
Streptoccocus uberis. Pozitivne reakcije
bile su utvrdene u 9 (75%) obradenih
krava. Cvetni¢ i sur. (2016.) navode da
su u njihovim istrazivanjima najcesci
izdvojeni uzrocnici mastitisa u krava
bili  Streptococcus (S.) uberis, zatim
Staphylococcus (S.) aureus, streptokoki,
Trueperela  pyogenes i Corynebacterium
bovis, a rjede drugi uzro¢nici. Uvjetovane
mastitise  prouzroce bakterije  koje
obitavaju u okoliSu Zivotinje, a osobito
Cesto je to S. uberis. Ova vrsta bakterija
se u velikom broju nalazi u iskoristenoj
slamnatoj stelji koja sluZi kao stelja ispod
krava i u silazi. Stoga je u prevenciji
mastitisa prouzrocenih ovim uzro¢nikom
bitan element ¢ist i suh okolis, pogotovo u
vrijeme suhostaja (Leigh, 1999.). S. uberis
se javlja kao jedan od najces¢ih uzrocnika
mastitisa u Njemackoj (Khan i sur., 2003.,
Lundberg i sur, 2014.). Istrazivanjem
klini¢kog i supklinickog mastititisa na
97 farmi u Engleskoj i Welsu dokazano je
da su najcesc¢i uzrocnici S. uberis u 23,5%
uzoraka, E. coliu 19,8%, stafilokoki (CNS)
u 15%, S. aureus u 10% te Corynebacterium
u 10% uzoraka (Bradley i sur., 2007.).
Corynebacterium sp. se smatra blagim
patogenom, kolonizira sisni kanal i
izaziva blagi porast broja somatskih
stanica i jedva primjetno manju kolic¢inu
mlijeka, a posljedice su blage infekcije pa
se teze zapaZzaju (Bradley i sur., 2007.).
Enterokoki su vrlo proSireni u okolisu
ljudi i zZivotinja (otpadnim vodama i na
biljakama) u koji dospijevaju izmetom
kraljeznjaka. Cesto se izdvajaju iz mlijeka,
$to samo po sebi nije dokaz da prouzroce i
mastitis. U nasim istrazivanjima izdvojili
smojeizobrisaka pojedinih cetvrti vimena
istrazivanih krava. Nam i sur. (2010.)
navode Enterococcus sp. kao uzroc¢nike
mastitisa u 4,8% pretraZenih krava. Sli¢an
nalaz opisan je i u jednom istrazivanju u

Svicarskoj gdje je Enterococcus izdvojen u
5,3% istrazivanih uzoraka (Riiegsegger i
sur., 2013.). Poznato je da muhe sudjeluju
u Sirenju uzro¢nika mastitisa s inficiranih
na zdrave Zivotinje (Zastempowska i
Lassa, 2012.).

Malo bi se koja druga zarazna bolest
mogla mjeriti s mastitisom po broju
mogucih uzroénika. Mnostvo uzrocnika
obitava u okolisu Zzivotinja, a njihov
prijenos s inficirane na neinficiranu
zivotinju tijekom muznje omogucen je
ukoliko se prilikom muZnje ne pridrzava
higijenskih nacela. Mastitis se cesce javlja
u visokoproduktivnih mlijenih krava
koja zive pod stalnim stresom. Njegova
pojava unutar stada je dinamicna i teSko
je predvidivo patolosko stanje koje
se pojavljuje, Siri i postupno povlaci
(Cergolj, 2003.). U literaturi se navodi
da je do danas iz slucajeva mastitisa
izdvojeno vise od 150 razli¢itih vrsta
mikroorganizama. Najveéi broj pripada
bakterijama, premda bolest mogu
prouzrociti i gljivice (Stepani¢ i sur.,
2014.).

U vedini slucajeva mastitisa radi se o
supklinickim infekcijama koje se ocituju
samo povecanjem broja somatskih
stanica. Vrlo cesto se problem u stadu
otkriva rutinskom kontrolom broja
somatskih stanica pri otkupu sirovog
mlijeka. Mlijeko s povecanim brojem
somatskih stanica nije prihvatljivo za
otkup i daljnju preradu pa su Stete u
slucaju zabrane predaje mlijeka velike
(Beni¢, 2001., 2005.). Medutim, puno su
vece gospodarske Stete koje nastaju zbog
smanjene proizvodnje mlijeka u krava s
inficiranom mlije¢nom Zlijezdom.

Na istrazivanoj je farmi ubrzo nakon
obilaska, mikrobioloske pretrage,
provedene  terapije i  poboljSanja
zoohigijenskih i zootehnic¢kih uvjeta
doslo do znatnijeg povecanja mlijecnosti.
U prosjegku su prije nase kontrole
davale oko 20 litara po kravi, a nakon
provedenih mjera mlije¢nost je iznosila
oko 25 litara, §to je povecanje mlije¢nosti
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za 25%. Diljem svijeta postoje podatci
o procjeni ekonomskih gubitaka zbog
klinickih mastitisa. Taj raspon se na
farmama krece od 61 do 178 eura po kravi.
Medutim, postoje velike razlike izmedu
farmi. Tako se u Nizozemskoj navodi da
troskovi mogu varirati od 17 do 198 eura
(Hogeveen i sur., 2011.). Talijanski autori
izracunali su da po svakoj kravi u stadu
gubitak zbog mastitisa iznosi izmedu 55 i
113 eura (Piccinini i sur., 2003.).

Postoji tzv. plan u pet tocaka (Engl.
»The 5 Point Plan”) koji je prije viSe
desetaka godina razvijen u Velikoj
Britaniji za suzbijanje mastitisa, a sadrzi
sljedece elemente: dezinfekcija sisa prije
i nakon muznje, lijeCenje antibioticima
svih krava u suhostaju, lijec¢enje klinickih
mastitisa, pravilno odrZavanje muzne
opreme i izludivanje problemati¢nih
krava iz uzgoja. Redovitom primjenom
ovih pravila uocavaju se znatna
poboljsanja. Isto tako vazno je smanjiti
rizicne ¢imbenike za nastanak mastitisa
na farmi poput pojacanih biosigurnosnih
mjera, poboljSanja zoohigijenskih uvjetau
okolisu ukojem Zivotinja obitava, redovite
provjere stanja vimena (sisa), kontrole
muzne opreme, provjere postupaka prije,
za vrijeme i nakon muZnje, postupaka s
kravama u suhostaju, lijeenja mastitisa,
higijene tijekom lije¢enja, procjene
grade vimena i drugo (Merl i sur., 2003.,
Petrovic¢ i sur., 2006., Baci¢, 2009.).

Brojnost i  Sarolikost mogucih
uzrocnika, razli¢it put Sirenja i
prezivljavanja uzro¢nika u  okolisu

razlozi su koji idu u prilog neophodnosti
mikrobioloske  pretrage. Neki od
uzro¢nika mogu  ugroziti  ljudsko
zdravlje. Treba spomenuti razlicit
stupanj osjetljivosti istovrsnih bakterija
prema istim antibiotskim tvarima.
Odnosno, bakterije su u stanju steéi i
prenijeti rezistenciju prema antibiotskim
tvarima na druge, taksonomski srodne
i nesrodne pripadnike bakterija.
Bududi da je antibiogram sastavni dio
mikrobioloske pretrage, neupitna je

vaznost mikrobioloske pretrage u samoj
dijagnostici bolesti, ali i u pracenju
trenda pojave i Sirenja rezistencije prema
antibioticima. Pored toga neophodna
je primjena temeljnih zoohigijenskih i
zootehnickih mjera te postivanje osnovnih
postulata za higijensku muznju.

Sazetak

U radu su opisani rezultati pretraga
sekreta vimena krava na jednoj farmi
mlijecnih krava u kojoj je doslo do pada
mlijeCnosti, povecanog broja somatskih
stanica i ukupnog broja bakterija i pozitivnog
mastitis testa. Obradeni su uzorci 12 mlijecnih
krava u laktaciji. U 10 (83,3%) krava utvrdene
su pozitivne reakcije mastitis testom.
Mikrobioloskom pretragom uzoraka mlijeka
bakterije su izdvojene iz 9 (75%) krava. Iz
20 (41,6%) cetvrti izdvojen je neki uzrocénik
mastitisa. Streptococcus uberis je izdvojen iz
6 (50%) krava, Corynebacterium iz 2 (16,6%),
kvasci iz 2 (16,6%) i Pseudomonas iz 1 (8,3%)
krave. U 3 (25%) krave nisu utvrdeni patogeni
uzrocnici mastitisa. Iz briseva pojedinih
Cetvrti vimena krava izdvojeni su Enteroccocus
i Streptoccocus uberis. Pozitivne mikrobioloski
nalaz utvrden je u 9 (75%) obradenih krava. Iz
9 (18,8%) pretrazenih obrisaka cetvrti izdvojen
je Enteroccocus sp., a iz 6 (12,5%) Streptoccocus
uberis. Nakon provedene terapije i primjene
drugih preporucenih zoohigijenskih mjera na
istrazivanoj farmi je ubrzo doslo do znatnijeg
povecanja mlijecnosti u prosjeku za 25%.

Kljucne rijeci: mastitis, proizvodnja mlijeka,
krava
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The article describes the results of
microbiological ~examination of udder
secretions from a dairy farm with observed
decreased milk production, increased somatic
cell and total bacteria counts, and positive
CMT quarters. The samples were taken
from the individual quarters of 12 lactating
cows. Ten cows (83.3%) were CMT positive
in at least one quarter. Mastitis pathogens
were isolated from nine (75%) examined
cows or from 20 (41.6%) individual quarters.
Streptococcus uberis was isolated from six (50%)
cows, Corynebacterium sp. from two (16.6%),

yeasts from two (16.6%) and Pseudomonas
sp. from one (8.3%) cow. No pathogens were
observed in three (25%) cows. Enteroccocus sp.
and/or Streptoccocus uberis were isolated from
the teat swabs of nine (75%) examined cows.
Enteroccocus sp. was isolated from nine (18.8%)
individual teat swabs while Streptoccocus
uberis was isolated from six (12.5%) swabs. The
administration of the recommended therapy
and corrections in management led to an
increase of milk production by 25%.
Key words: Mastitis, Milk production, Cow
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Upravljanje rasplodivanjem
pasa metodama asistirane

reprodukcije

Nikica Prvanovi¢ Babi¢*, T. Karadjole, N. Macesic, Martina Lojkic i G. Bacic

Uvod

Upravljanje rasplodivanjem pasa
predstavlja niz postupaka kojima se
pospjeSuje uzgoj pasa na nacin koji
omogucuje prevladavanje prostornih i
vremenskih ogranicenja te omogucuje
dobivanje potomaka od dislociranih,
bolesnih pa c¢ak i mrtvih Zivotinja. S
obzirom na ¢injenicu da se odabir pasa za
rasplod vrlo rijetko temelji na plodnosti
i zdravlju, ve¢ je najces¢e baziran na
podrijetlu i eksterijeru, vlasnici pasa vrlo
Cesto ocekuju, prilikom rasplodivanja od
veterinara strucnu specijalisti¢ku pomo¢.
Osim toga postoji ¢itav niz pasmina pasa
koji su nesposobni, ne samo za prirodno
parenje vec i za fizioloski porodaj kao $to
su primjerice engleski i francuski buldozi
pa je nerijetko potrebno unaprijed
racunati s elektivnim carskim rezom.
U interesu Sto preciznijeg odredivanja
termina zahvata S$to blize terminu
fizioloske zrelosti plodova, veoma je
vazno primijeniti metode koje ¢e nam
omoguciti pracenje zrenja plodova
i otkrivanje njihove spremnosti da s
pasivnog nacina Zivota u maternici budu
sposobni prije¢i na samostalan zivot u
vanjskom okolisu. U ovom ¢emo radu
ukratko opisati metodologiju i postupke
asistirane reprodukcije koji se primjenjuju
pri upravljanju rasplodivanjem pasa.

Odredivanje plodnih dana u kuja

Predispozicija uspjesnog uzgoja Stena-
dije ciljano i precizno odredivanje plodnih
dana u svrhu pravovremenog parenja ili
osjemenjivanja kuje. Odredivanje plodnih
dana u kuja izuzetno je vazno jer je estrus
(tieranje) kuja dugotrajno, a period kad je
kuja sposobna ostati gravidna vrlo kratak.
Osim toga, kuje su multiparne Zzivotinje i
trenutak parenja direktno utjece na broj
Stenadi u leglu. To je osobito znacajno kod
visokovrijednih pasmina pasa jer izravno
utjeCe na ekonomsku isplativost uzgoja.
Za vlasnike pasa, a posebno uzgajivace je
osobito vazno znati da je termin parenja
doista pravovremen, jer to ¢esto znaci da
je koncepcija s tog stanovista sigurna, daje
broj plodova zadovoljavajudi i da su tros-
kovi minimalni.

Zbog specifi¢nosti fiziologije spolnog
ciklusa kuja i individualnih razlika u
izrazavanju znakova i duljine samog
ciklusa vrlo je teSko samo na osnovi
zapaZanja ~ promjena u ponasanju i
vanjskim znacima tjeranja pouzdano
ustanoviti ~ optimalno  vrijeme  za
parenje, t. umjetno osjemenjivanje
kuja (Concannon, 2011.). To je osobito
problematicno u slucajevima kada je
kuju potrebno dislocirati zbog parenja,
odnosno osjemenjivanja ili pak koristiti
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rashladenu, odnosno duboko smrznutu
spermu. Stoga se vlasnici kuja vrlo cesto
obracaju veterinarima kako bi im stru¢na
osoba utvrdila optimalno vrijeme za
parenje, odnosno osjemenjivanje i time sve
navedene poteskoce svela na minimum.

Danas se u praksi sprovode dvije meto-
de za odredivanje plodnih dana: laborato-
rijska metoda, odnosno odredivanje razine
LH i progesterona u serumu kuje i klinicko
pracenje koje se sastoji vanjskog i vagino-
skopskog pregleda te uzimanja obriska slu-
znice rodnice i izradu vaginalno citoloskog
obriska. Obje se metode koriste ve¢ dulji
niz godina, a metoda izbora u pojedinim
veterinarskim ambulantama odraz je isku-
stva klini¢ara, osobnih preferenci i navika
te naravno raspoloZive opreme, odnosno
dostupnosti odgovorajuceg endokrinolos-
kog testa, odnosno laboratorija (Yin i Nolte
2014., Groppettia i sur., 2015.).

Mjerenje progesterona u krvi kuja
temelji se na cinjenici Sto kuja ovulira
nezrele jajne stanice koje se moraju jo$
jednom podijeliti i prije oplodnje sazrjeti.
Navedeno zrenje popraceno je naglim
porastom koncentracije progesterona u
krvi kuje. Taj nagli porast progesterona
u krvi kuje dokaz je da je kuja spremna
za oplodnju. Uz porast progesterona u
krvi kuje moZe se odredivati i razina LH
u krvi kuje koja je jos pouzdaniji dokaz
ovulacije, ali je ova metoda nesto skuplja
i kompliciranija u svojoj izvedbi od
odredivanja razine progesterona u krvi.

Laboratorijske metode za odredivanje
progesterona svode se na brze gotove
testove koji se mogu, uz minimum opreme
odraditi u svakoj veterinarskoj ambulanti
te na klasicne laboratorijske testove
koje kao dodatnu uslugu nude razliciti
laboratoriji koji se primarno bave zdravljem
ljudi. Prednost tzv. ,kuénih”, odnosno
ambulantnih semikvantitativnih testova za
odredivanje razine progesterona sastoji se u
tome Sto su prakticki dostupni 24 h, 7 dana
u tjednu, osobi koja prati kuju. Njihovi su
nedostatci u tome $to su skupi i nedovoljno
precizni te ukoliko paralelno ne provodimo
i klinicko, ginekolosko pracenje kuje,

svojom preciznos¢u ne mogu opravdati
svoju visoku cijenu. S druge strane
rezultati koji se mogu dobiti iz razli¢itih
laboratorija imaju i svoja ogranicenja. Uz to
Sto je analiza dostupna samo tijekom jutra
i to samo radnim danom, Cesto postoje
razli¢ita odstupanja mjernih instrumenata,
koja su dijagnosticki neprihvatljiva. Stoga
na Klinici za porodnistvo i reprodukciju
Veterinarskog fakulteta koristimo
isklju¢ivo automatiziranu ELFA metodu
(Engl. Enzyme-linked Fluorescence Assay),
koja, za razliku od svih navedenih, daje
precizan i znanstveno utemeljeno tocan
rezultat (Brugger i sur., 2011.). Odredivanje
razine progesterona ELFA metodom moze
se sprovestina Klinici za porodnistvo svih 7
dana u tjednu, tijekom dvokratnog radnog
vremena ambulante. Uz odredivanje
razine progesterona, moze se sprovesti
i odredivanje razine LH u serumu kuja,
ali se navedeno preporuca samo kod
problemati¢nih kuja. Naime, proizvodaci
testa za odredivanje razine LH u serumu
preporucuju da se test provodi svaka 24
h te da se uz njega istodobno provodi i
odredivanje razine progesterona u krvi.
Stoga se zbog ekonomicnosti i prakti¢nosti
najceS¢e mijeri samo razina progesterona
u krvi Sto se u praksi pokazalo sasvim
dovoljnim za vedinu kuja. Mjerenje razine
progesterona u krvi provodi se svakih 48
h i to onda kada na osnovi ginekoloskog
pregleda procijenimo da je kuja presla iz
proestrusa u estrus i ponavlja se sve dok
razina progesterona ne prijede 15 ng/mL
seruma.

Ginekoloski se pregled i klinicko
pracenje kuje provodi u proestrusu i
prethodiodredivanjurazine progesteronau
krvi. Trenutak otpocinjanja s ginekoloskim
Klinickim pracenjem je individualan i
ovisi o ciklusu svake pojedine kuje, ali se
obi¢no provodi od sredine proestrusa,
odnosno u drugom tjednu od pocetka
krvarenja kuje (7.-10. dana nakon pocetka
krvarenja), a ponavlja se svakih 48 h sve
dok ne ustanovimo da je kuja usla u estrus
te da moZemo otpoceti s mjerenjem razine
progesterona u krvi. Ukoliko kuja ide na
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parenje ili se pak osjemenjuje sa svijezom
spermom, iskusan prakticar moze vecl
temeljem klinickog ginekoloskog pregleda
odredivati plodne dane, jer pri tome
kombinira izgled vanjskih spolnih organa
kuje, vaginoskopski mnalaz, prisutnost,
odnosno odsutnost spolnih refleksa i
nalaz vaginalno-citoloSkog brisa. Naime,
svjeZa sperma zivi u spolnim organima
kuje jos5 4-9 dana nakon osjemenjivanja
pa je cesto dovoljno osjemeniti kuju
dovoljno rano kako bi spermiji docekali
zrenje jajnih stanica. S obzirom da
kombinacija navedenih klinickih metoda
daje nedovoljno precizne rezultate,
odnosno moze uraniti, odnosno zakasniti
za optimalnim vremenom za koncepciju
za nekoliko dana, ukoliko kuja putuje
na parenje ili se radi o rashladenoj ili
smrznutoj spermi Cije je prezivljavanje u
Zenskim spolnim organima skraceno, tada
je svakako potrebno provoditiiodredivanje
razine progesterona u serumu.

Polucivanje, kontrola
kakvoce, cuvanje i transport

sperme pasa

Pseca se sperma moZe koristiti kao
svjeza, rashladena ili duboko smrznuta.
Ukoliko se koristi kao svjeza sperma, tada
se mora upotrijebiti odmah po polucivanju,
dok se rashladena i duboko smrznuta
sperma mogu pohraniti i koristiti onda
kada je optimalno vrijeme za oplodnju.

Prije koriStenja psa u rasplodu svakako
se preporuca napraviti kompletan
spermiogram, koji uz detaljne analize
svieze sperme ukljutuje i procjenu
otpornosti, odnosno oplodne sposobnosti
sperme doticnog psa na postupke hladenja
i dubokog smrzavanja. Navedene pretrage
traju nekoliko dana kako bi se u realnom
vremenu, u kontroliranim laboratorijskim
uvjetima procijenila prikladnost psa da
bude koristen u rasplodu u situacijama u
kojima je kuja dislocirana ili je oplodnja
predvidena za buducnost (Cergolj i
SamardZija, 2006.).

Za polucivanje ejakulata pasa potrebno
je psa istrenirati sto je postupak koji moze
trajati i nekoliko tjedana. U pocetku je
potrebno koristiti kuju koja se tjera, a
kasnije se moze koristiti bilo koja kuja ili pak
samo Stapi¢i natopljeni sekretom rodnice
kuje u tjeranju. Uz vizualnu i olfaktornu
stimulaciju, provodi se manualna fiksacija
penisa psa koja omogucuje izrazavanje
spolnih refleksa i ejakulaciju. Psi se dosta
razlikuju po intenzitetu libida i jacini
spolnih refleksa pa neki vrlo brzo pozitivno
reagiraju na manualnu stimulaciju,
neovisno o prisutnosti kuje i pogodni su za
uzimanje ejakulata, dok drugi oklijevaju i
tesko im je uzeti spermu cak i kad je pored
njih kuja koja se tjera.

Ukoliko je pas ranije koriSten u
rasplodu, svakako ga je korisno testirati i
na spolno prenosive bolesti, prije svegana
brucelozu i herpes virusnu infekciju. Isto
je tako kod pasmina kod kojih su ucestale
pojedine nasljedne bolesti poZzeljno
istestirati muzjaka i Zenku na prisutnost
gena za doti¢nu bolest. Kako se nerijetko
radi o recesivnim svojstvima, esencijalno
je izbje¢i dominantne homozigote kako
se bolest ili mana ne bi javila.

Prilikom svakog iduceg polucivanja
gjakulata pasa neophodno je obaviti
barem osnovnu pretragu sperme koja
uz makroskopski i mikroskopski nalaz
ukljucuje i okviran broj progresivno
pokretljivih spermija. Ukoliko je potrebno
provesti dodatne analize, preporuca se prvo
osjemeniti kuju, a potom dalje analizirati
ejakulat, jer produljeno izlaganje spermija
sekretu prostate izvan Zenskog spolnog
trakta moze dovesti do wusporavanja
motiliteta spermija i smanjiti njihovu
oplodnu sposobnost (Kustritz Root, 2003.).

Postupanje se sa spermom pasa ne
razlikuje bitno od postupaka koji se pro-
vode na spermi drugih vrsta domacih
zivotinja u smislu analiza, izrade spermi-
ograma, dodavanja krioprotektora, po-
stupaka dubokog smrzavanja, pohrane i
trasporta do ciljane Zenske Zivotinje.

Sukladno  pozitivnim  zakonskim
propisima, sperma pasa u kontejnerima
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s teku¢im duSikom ne smije se mijesati
s bioloskim materijalom podrijetla od
drugih Zivotinjskih vrsta i ne smije se
Cuvati, niti transportirati u kontejnerima
u kojima se nalaze doze za osjemenjivanje
drugih vrsta domacih Zivotinja. Ukoliko
se za osjemenjivanje koristi rashladena
sperma tada ju je potrebno naruciti
sukladno nalazu odredivanja optimalnih
plodnih  dana, odnosno detekcije
estrusa. Rashladena bi sperma morala
doputovati na odrediSte u roku od 24-
48 h od polucivanja, a kuju bi trebalo Sto
prije osjemeniti. Najces¢a je praksa da se
kuju osjemeni dvokratno, u razmaku od
48 h Sto se s aspekta zadovoljavajuceg
postotka koncepcije pokazalo
opravdanim i dostatnim.  Posiljku
rashladene sperme mora obvezno pratiti
popratna dokumentacija s podatcima o
zdravstvenom statusu psa od kojeg je
uzeta sperma, detaljan spermiogram i
podatci o veterinaru koji je uputio spermu.
Popratna dokumentacija je neophodna
za izdavanje potvrde o osjemenjivanju
temeljem koje se kasnije izdaju rodovnice
Stenadi nastale od takvog osjemenjivanja.

Ukoliko Zelimo kuju osjemeniti s
duboko smrznutom spermom, tada je
najbolje naruciti spermu cak i prije nego
Sto se kuja pocne tjerati. Naime, duboko
smrznuta sperma koja se u promet stavlja
u kontejnerima s tekuédim dusikom
moze se trasportirati ili u jednokratnim
kontejnerima ili pak u viSekratnim
kontejnerima zakoje se placa odgovarajuci
depozit. Neovisno o tome o kakvim se
kontejnerima radi, ponekad je potrebno
i viSe od tjedan dana od narudzbe do
dolaska sperme. Osim toga, uobicajena je
praksa da se dostave dvije doze, odnosno
da se dostavi sperma pogodna za dva
osjemenjivanja. Preporuka je da se koristi
za dva razlicita ciklusa te da se izmedu
dva ciklusa pohrani u laboratoriju klinike
koja ¢e izvrSiti osjemenjivanje. S obzirom
na dinjenicu da je teSsko predvidjeti
optimalno vrijeme za osjemenjivanje na
tako dugi rok, a i da dio sperme ionako
mora biti pohranjen na klinici, idealno je

doze sperme naruciti Sto prije. Jednako
kao i s rashladenom spermom, veoma je
vazno da s posiljkom sperme stigne i sva
popratna, ve¢ navedena dokumentacija.
Uz potvrdu o podrijetlu i zdravstvenom
statusu psa te detaljan spermiogram,
posiljku duboko smrznute sperme mora
pratiti i uputa za odmrzavanje i pripremu
sperme za osjemenjivanje koja se cesto
razlikuje i ovisi o laboratoriju koji je
smrznuo spermu. Osim toga, s obzirom
na cinjenicu da pohranjena sperma traZi
dodatnu skrb i redovito dolijevanje
tekuceg dusika, uobicajena je praksa da
se za Cuvanje sperme u laboratorijima
placda mjese¢no ili godiSnje odredena
svota koja pokriva trosak.

Umjetno osjemenjivanje kuja

Umjetno  osjemenjivanje kuja je
postupak kojim se na umjetan nac¢in unosi
sperma psa u spolne organe kuje. Ono se
moZze provoditi sa svieZom, rashladenom
i duboko smrznutom spermom (Cergolj i
Samardzija, 2006.).

Umjetno osjemenjivanje sa svjezom
spermom jenajrasirenijainajjednostavnija
metoda umjetnog osjemenjivanja kuja, a
provodi se neposredno nakon polucivanja
ejakulata. Vrlo se ¢esto provodi iz razloga
Sto kuje Cesto ne dopustaju parenje
odabranom muzjaku, muzjak nije
sposoban samostalno izvrsiti parenje ili
je pak agresivan prema kuji. Umjetno
osjemenjivanje svjeZom spermom u
prednosti je pred prirodnim parenjem
i zato, jer na taj nacin ipak izvrSimo
barem osnovnu pretragu ejakulata pa su
i rezultati osjemenjivanja sigurniji. Sam
postupak ukljucuje aplikaciju sperme
u rodnicu kuje uz pomo¢ Kkatetera i
brizgalice. Starija literatura navodila je da
je uz to potrebno podignuti straznje noge
kuje i drzati ih u zraku do 10 minuta, no
novija istrazivanja su pokazala da to nije
potrebno. Kljuéno za uspjeh umjetnog
osjemenjivanja kuja je odredivanje
optimalnog vremena za osjemenjivanje
(Kustritz Root, 2003.).
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Ukoliko se  provodi  umjetno
osjemenjivanje s rashladenom spermom
tada je veoma bitna izuzetno dobra
koordinacija izmedu veterinara
koji odreduje optimalno vrijeme za
osjemenjivanje kuje i veterinara koji
polucuje, razrjeduje i stavlja u promet
spermu Zeljenog psa, potrebnu za
osjemenjivanje. Isto je tako vazno na
vrijeme osigurati i pouzdanu tvrtku koja
¢e organizirati transport, jer u protivnom
se moze dogoditi da sperma ne bude
isporu¢ena na vrijeme, a time je sav
dotadasnji trud uzaludan. Osobito veliki
problem  predstavlja  osjemenjivanje
vikendom ili pak za vrijeme blagdana.
Stoga je preporucljivo ispitati i isprobati
sve etape poludivanja, hladenja i
transporta sperme prije nego Sto ju je
potrebno isporuciti. Ukoliko se sperma
isporuci za 24-48 h od polucivanja te ako
je u tom trenutku optimalno vrijeme za
osjemenjivanje, rezultati bi trebali biti
sli¢ni kao kod osjemenjivanja sa svjezom
spermom. Nakon S$to je sperma stigla
svakako ju je potrebno provjeriti na nacin
kako je ve¢ opisano kod polucivanja,
odnosno potrebno je ispitati je li sperma
zadrzala oplodnu sposobnost prilikom
transporta. U tu se svrhu koristi malena
kapljica sperme, dok se ostatak koristi za
osjemenjivanje. Postupak osjemenjivanja
s rashladenom spermom identican je
onome kod osjemenjivanja sa svjezom
spermom (Cergolj i SamardZija, 2006.).

Umjetno osjemenjivanje kuja s duboko
smrznutom spermom najkompliciranija
je metoda umjetnog osjemenjivanja pasa
iz vise razloga. S obzirom da duboko
smrznuta sperma ima vrlo kratak bioloski
zivot u kojoj je oplodno sposobna, potrebno
je vrlo precizno odrediti plodne dane na
temelju kombinacije svih raspoloZivih
i gore pobrojanih metoda i to od strane
iskusnog klinicara. Nadalje, spermu je
potrebno poloziti izravno u maternicu stoje
zbog anatomske grade spolnih organa kuje
vrlo komplicirano. MozZe se sprovesti na
tri razlicita nacina: kirurski, endoskopski i
pomocu skandinavskog katetera. Kirurska

metoda za sobom povlaci opéu anesteziju
koja sa sobom nosi rizik koji je mnogim
vlasnicima neprihvatljiv, osobito ako se
radi o kujama koje ¢e kasnije zavrsiti na
carskom rezu i pripadaju brahiocefali¢nim
pasminama (buldozi, bokseri, pekinezeri
i sliéni) te ukoliko se kuja osjemenjuje
viSe puta. Osjemenjivanje skandinavskim
kateterom je komplicirano, nespretno,
kuju je za zahvat cesto potrebno sedirati,
a stalno je prisutan rizik od povrede pa
¢ak i perforacije maternice i rodnice.
Zato je metoda izbora endoskopsko
osjemenjivanje kod kojeg se pod kontrolom
kamere sperma unosi izravno u maternicu.
Navedena metoda je pouzdana, sigurna
i ucinkovita, ali trazi dobro uigran tim
specijalista, popratni laboratorij i visoku
razinu opremljenosti pa se preporuca
obavljati samo na specijaliziranim
klinikama. Unato¢ svemu tome, uspjeh
umjetnog  osjemenjivanja s  duboko
smrznutom spermom je i u najboljem
slucaju bitno slabiji nego kod ostalih metoda
umjetnog osjemenjivanja. Ova metoda ima
svoju opravdanost kod pojedinih slucajeva
kad je na raspolaganju samo duboko
smrznuta sperma podrijetlom od muZzjaka
koji je uginuo, koji se nalazi na drugom
kontinentu, koji je promijenio vlasnika ili
postao neplodan te time predstavlja jedinu
mogucénost da se dobije Stenad Zeljenih
roditelja (Kustritz Root, 2003.).

Dijagnostika gravidnosti kuja
Gravidnost u kuja traje 58 do 72 dana.
Ukoliko nisu praceni plodni dani i ne zna
se kada je nastupila ovulacija vrlo je teSko
procijeniti kada ¢e do¢i do Stenjenja. Vaz-
no je znati da komercijalni progesteronski
i ostali testovi koji se koriste u humanoj
medicini te za ostale vrste domacih Zivo-
tinja, ne mogu biti koristeni u dijagnostici
gravidnosti kuja. Od klinickih se metoda
preporuca kombinacija palpacije trbuha i
ultrazvuk s oko 25 dana pa nadalje (John-
ston i sur., 2001.). Ukoliko je potrebno
moze se provesti i jednokratno RTG sni-
manje s oko 50-55 dana. Svrha ultrazvuka
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je utvrditi da se u kuji nalaze vitalni plo-
dovi koji se normalno razvijaju, a svrha
RTG pretrage ima za cilj utvrditi njihov
tocan broj i otkriti eventualne malfor-
macije. Ukoliko je ultrazvucni nalaz ure-
dan, RTG pretraga nije nuzna, a uvijek
se moze odraditi i kasnije, ukoliko dode
do teskog porodaja i uspostavi se sumnja
na zaostali plod. Nikako se ne preporuca
viSekratno RTG snimanje gravidnih kuja,
jer moZe dovesti do poremecaja u razvo-
ju plodova. Ukoliko treba pratiti razvoj
plodova, puno je bolje koristiti ultrazvuk,
sli¢cno kao u humanoj medicini. Od labo-
ratorijskih testova za dijagnostiku gravid-
nosti kuja koristi se komercijalni relaksin
test iz krvi, koji je primjenjiv od 25. dana
gravidnosti do termina porodaja. Uz to
Sto je veoma skup, dodatni nedostatak
mu je i Sto moZe dati lazno pozitivan re-
zultat u slucaju mrtvih plodova.

Metode za odredivanje
optimalnog vremena za

elektivni carski rez

Elektivni carski rez je postupak kod
kojeg unaprijed dogovaramo da ¢e Stenad
iz kuje biti porodena carskim rezom u
najpogodnijem mogucem trenutku. Na
taj nacin smo i kuju i Stenad zastitili od
rizika teSkog porodaja koji je osobito
Cesta pojava kod nekih pasmina pasa.
Elektivni carski rez metoda je izbora
kod mnogih Ccistokrvnih, a posebice
brahiocefali¢nih pasmina pasa kao Sto su:
engleski i francuski buldozi, tibetanski
Spanijeli, mopsovi, kavalirski Spanijeli,
pekinezeri, shi-tzuimnogi drugi. Pri tome
je izuzetno bitno da se zahvat obavi Sto
bliZe prirodnom terminu porodaja. Svi se
vitalni organi, a narocito pluca intenzivno
razvijaju i zriju neposredno pred porodaj.
Kako je gravidnost kuje izrazito kratka
i traje svega 60-tak dana, razliku cine
ne samo dani, ve¢ i sati provedeni u
maternici. Ukoliko se Stenad prerano
porodi carskim rezom postoje velike
Sanse da c¢e posljedi¢no imati problema

s plu¢ima, jetrom i bubrezima te ¢e biti
dodatno osjetljiva na virusne i bakterijske
infekcije. Ukoliko ostanu u maternici dan
ili dva previse, tad ¢e narasti preveliki,
nece vise dobivati dovoljno hrane i kisika
preko posteljice, Sto ¢e imati za posljedicu
hipoksiju, slabost i uginuca.

Za okvirno odredivanje termina
porodaja koristimo se podatcima pri-
kupljenim za vrijeme odredivanja op-
timalnog vremena za parenje, odnosno
osjemenjivanje. Temeljem podataka o
najvjerojatnijem danu ovulacije (pro-
gesteron, LH test) te danu pocetka die-
strusa (vaginalno citoloski bris) mozemo
okvirno odrediti kada ¢e nastupiti poro-
daj u rasponu od nekoliko dana. Stoga
je osobito vazno, ako veterinar koji je
odredivao plodne dane i veterinar koji je
na sebe preuzeo kuju da bi odradio car-
ski rez, nisu ista osoba, da svi podatci o
odredivanju plodnih dana budu detaljni
i dostupni. Termin porodaja nastupa 64-
66 dana nakon ovulacije, odnosno 56-58
dana nakon pocetka citoloSkog diestru-
sa (Kustritz Root, 2003.). Vlasniku se
svakako savjetuje da od 54. dana nakon
zadnjeg parenja otpocne sa svakodnev-
nim mjerenjima rektalne temperature
kuje. Temperaturu treba mjeriti uvijek
u isto vrijeme, a reZim hranjenja i Setnje
bi isto tako trebao biti Sto sli¢niji svakog
dana. Preporuca se mjeriti temperaturu
3-4 x dnevno (svakih 6-8 h) dok ne dode
do pada temperature do pola stupnja.
Kad temperatura padne za pola stupnja,
to znadi da e za 8-24 h nastupiti poro-
daj i da je Stenad zrela za carski rez. U
sumnjivim se slucajevima moZe mjeriti
i razina progesterona u krvi majke koja
isto tako naglo pada unutar 24 h prije
pocetka ocekivanog Stenjenja. Ukoliko
gravidna kuja pokazuje nemir prije oce-
kivanog termina, ima iscjedak iz rodnice
ili je oboljela od neke bolesti koja moze
i ne mora imati veze s gravidnosé¢u, po-
trebno ju je ginekoloski pregledati. Uko-
liko nema predznaka radanja, odnosno
pobacaja, vitalnost fetusa se moze pro-
vjeriti ultrazvucno pri ¢emu provjerava-

E
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mo njihovu razvijenost na temelju veli-
¢ine i oblika pojedinih organa te njihovo
opce stanje temeljem mjerenja fetalne
sréane frekvencije. Vitalni i zdravi Stenci
bi pred porodaj trebali imati iznad 180
otkucaja u minuti (Lopate, 2012.). Ukoli-
ko je ultrazvuéni i ginekoloski nalaz ure-
dan, bolje je pricekati termin nego Zuriti
s operacijom. S obzirom na ¢injenicu da
je svaka kuja individua za sebe te ima
svoje posebnosti, odluku o pravom vre-
menu za carski rez treba prepustiti vete-
rinarskom ginekologu.

Sazetak

Upravljanje rasplodivanjem pasa meto-
dama asistirane reprodukcije predstavlja niz
postupaka kojima se pospjesSuje uzgoj pasa na
nacin koji omogucuje prevladavanje prostornih
i vremenskih ogranicenja te omogucuje dobi-
vanje potomaka od dislociranih, bolesnih pa
cak i mrtvih Zivotinja. Za pravilno upravljanje
rasplodivanjem nuzno je koristenje adekvat-
nih metoda za odredivanje plodnih dana kuja
te kvalitetna suradnja klinike i laboratorija u
svrhu polucivanja, kontrole kakvoce, ¢uvanja
i stavljanja u transport sperme pasa. Jedino na
taj nacin, sinergijom laboratorijskog i klinickog
rada moguce je kvalitetno i stru¢no provesti
umjetno osjemenjivanje i dijagnostiku gravid-

nosti kuja te objediniti metode za odredvanje
optimalnog vremena za elektivni carski rez. U
radu su opisane metode koje se koriste na Kli-
nici za porodnistvo i reprodukciju Veterinar-
skog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u svrhu
rutinske primjene asistirane reprodukcije pasa.

Kljucne rijeci: upravljanje rasplodivanjem,
asistirana reprodukcija, pas
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Breeding Management of Dogs by using Assisted Reproduction

Techniques

Nikica PRVANOVIC BABIC, DVM, PhD, Associate Professor, Tugomir KARADJOLE, DVM,
PhD, Associate Professor, Nino MACESIC, DVM, PhD, Assistant Professor, Martina LO]KIC,
DVM, PhD, Assistant Professor, Goran BACIC, DVM, PhD, Full Professor, Faculty of Veterinary

Medicine, University of Zagreb, Croatia

Breeding management of dogs using
assisted reproduction techniques is consistent
with numerous procedures for increasing
reproductive success, by defeating space
and time limitations and enabling offspring
for dislocated, sick and even dead animals.
For adequate dog breeding management,
it is necessary to use assisted reproduction
techniques such as determination of optimal
timing for mating and/or insemination,
combined with close collaboration between
laboratory and clinical work for adequate

collection, quality control, storage and
shipment of dog semen. Such synergy
also results in high proficiency of artificial
insemination, pregnancy diagnosis and
optimal timing for elective caesarean section.
This study describes the methodology used in
the daily practice at the Clinic for Obstetrics
and Reproduction, Faculty of Veterinary
Medicine, University of Zagreb for the
application of assisted reproduction in dogs.

Key words: Breeding management, Assisted
reproduction, Dog
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NASA FOTOGRAFIJA / OUR PHOTOGRA

Terenska nastava u Veterinar-
skoj stanici Jastrebarsko,
travanj 1984. godine

Vlasta Herak Perkovié¢

Ispred ulaza u ambulantu stoje: Zlata GRGIC, Vlasta HERAK PERKOVIC, Zeljko MAJIC, Vesna
KAPETANOVIC i Neda KLENAK BRAJKOVIC.

. T Sl ¥ s SO,
Na fotografiji snimljenoj u dvoriStu Veterinarske stanjce s lijeva na desno stoje: Nenad KOVACEVIC,
Stjepan JELACA, Vesna KRANJCEC LUCEV, Vlado IVSAN, Neda KLENAK BRAJKOVIC, Lenko MAJIC
(sagnut), a ¢uCe;: Zeljko MAJIC, Vesna KAPETANOVIC, Vlasta HERAK PERKOVIC (sjedi), Zlata GRGIC,
Visnja KARLOVIC i Steven KUHAR.
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CILJEVII DJELOKRUG

Cilj je Casopisa pruziti medunarodnu platformu
za objavljivanje clanaka u podrudju veterinarskih
i zivotinjskih znanosti i biotehnologije. Sadrzaj
Casopisa posebno je posvecen veterinarskoj praksi,
ali i svim znanstvenicima kao i sveuciliSnim
nastavnicima u cilju ohrabrenja da podijele svoje
znanje i iskustvo na ovoj platformi. Rukopisi
poslani u casopisu mogu ukljucivati: izvorne
znanstvene radove, pregledne c¢lanke, kratka
priopcenja, strucne clanke, prikaze slucajeva i
kongresna priopcenja te literarne zapise kao i
osvrte novih knjiga na hrvatskom ili engleskom
jeziku.

Tekstovi originalnih znanstvenih radova, preglednih
clanaka i strucnih rasprava mogu imati do 20
stranica (pisanih u MS Wordu, Times New Roman,
velic¢ina fonta 12, prored 1,5), medutim, u iznimnim
slucajevima prihvatit ¢e se i veci broj stranica.
Kratka priopcenja i prikazi slucajeva do 7 stranica,
a kongresna pripcenja, literarni zapisi i osvrti novih
knjiga do 3 stranice.

Autore treba u tekstu citirati na sljede¢i nacin:

a) ako jejedan autor: Cvetni¢ (2015.).

b) ako su dva autora: DZaja i Severin (2012.).

¢) ako su tri ili viSe autora: Dobrani¢ i sur. (2008.);
(Vince i sur., 2009.).

Urednistvo moZe zahtijevati od autora da popravi
svoj rad bez da ga posalje na istorazinsku recenziju
ili ga moze odmah odbiti.

Svaki originalni znanstveni rad, pregledni clanak,
strucna rasprava, kratko pripcenje i prikaz slucaja
mora imati sazetak na engleskom jeziku, od
najmanje 300-500 rijeci, a ostali rukopisi moraju
imati sazetak do najvise 300 rije¢i. Kljucne rijeci
trebaju biti takoder napisane, minimalno 3-6.

Isticemo napose da svi grafikoni moraju biti izradeni
u Microsoft programima na racunalu, a fotografije
(analogne i digitalne) takve kvalitete da se mogu
uspjesno reproducirati.

Popratno pismo autora mora sadrzavati:

a) Izjavu o sukobu interesa

Autori su duzni objaviti svaki potencijalni sukob
interesa, kao S$to su konzultantske, financijske
ukljucenosti, vlasnistvo patenta, itd. Autori
originalnih znanstvenih ¢lanaka moraju u trenutku
podnogenja objaviti financijski aranzman koji imaju
s tvrtkom Cciji je proizvod istaknut u dostavljenom
rukopisu, ili s tvrtkom s kojom izraduju kompetitivni
proizvod. Takve informacije ¢e se povijerljivo ¢uvati
sve dok je clanak na recenziji i nece utjecati na
uredivacku odluku, ali ako je clanak prihvacen
za objavljivanje, takvi se podatci moraju priop¢iti
Citatelju.

b) Izjavu o eticnosti

Autori moraju potvrditi da materijal dostavljen za
objavljivanje nije objavljen niti poslan za objavljivanje
nigdje drugdje osim, eventualno u obliku sazetka.
Urednistvo nece dopustiti objavljivanje radova koji
opisuju pokusne postupke na zivim zivotinjama za

UPUTE SURADNICIMA INSTRUCTIONS FOR CONTRIBUTIORS

koje se moze razumno pretpostaviti da su im nanijeli
nepotrebnu bol ili nelagodu. Kako bi za objavljivanje
bili prihvatljivi, pokusi na zivim kraljeSnjacima ili
Octopus vulgaris trebaju biti u skladu s propisima
Europske unije te su u skladu sa smjernicama koje je
donio Odbor za istrazivanje i etickim pitanjima IASP.
Urednistvo zahtjeva da svaki originalni znanstveni
clanak dostavljen casopisu ukljucuje izjavu da je
za istrazivanje dobiveno eticko odobrenje nadlezne
institucije ili izjavu da isto nije bilo potrebno.

Rukopisi se ne vracaju.

Oglasavanje veterinarsko-medicinskih proizvoda u
Casopisu “Veterinarska stanica” mora biti sukladno
clancima 75-78 Zakona o veterinarsko-medicinskim
proizvodima (Narodne novine 84/2008.) i Pravilniku
o nacinu oglasavanja veterinarsko-medicinskih
proizvoda (Narodne novine 146/2009.). U slucaju
veterinarsko-medicinskih proizvoda koji nemaju
odobrenje za stavljanje u promet, od oglasivaca se
obvezno trazi suglasnost za oglasavanje izdana od
nadleznog tijela.

U pregledu literature potrebno je navoditi samo
autore koji se citiraju u radu i to prema uputama
koje se prilazu:

Knjiga: HAFEZ, E. S. E. (1986): Adaption of domestic
animals. Philadelphia: Lea and Febinger.

Poglavlje u knjizii MAURER, F. D, R. A
GRIESEMER and T. C. JONES (1959): African swine
fever. In: DUNNE, H. W.: Diseases of swine. Ames,
Iowa (145 - 158).

Dlsertam]a FOLNOZIC, 1. (2014): Utjecaj tjelesne
kondicije i pariteta na energetski, antioksidacijski i
reprodukcijski status visoko mlije¢nih krava tijekom
prijelaznog razdoblja. Disertacija. Veterinarski
fakultet SveuciliSta u Zagrebu.

Zbornik referata: SANKOVIC, F. (1986) Kirurske
bolesti u intenzivhom uzgoju prezivaca. Izvjesca
sa X. znanstvene konferencije “Veterinarska
biomedicina i tehnika” (Zagreb, 15. i 16. studenoga
1984). Zbornik referata. Zagreb (suppl. S1 - S8).
Zbornik sazetaka: CA]AVEC S., Ljiljana MARKUS
CIZELJ, S. CVETNIC i M. LOJKIC (1985): Seroloski
odziv svinja na eksperimentalnu inaktiviranu
vakcinu bolesti Aujezskoga. Kongres mikrobiologa
Jugoslavije (Pore¢, 24. - 28. rujna 1985). Zbornik
plenarnih predavanja i sazetaka priopcenja. Zagreb
104).

(%asopis: CERUNDOLO, R. (2004): Generalized
Microsporum canis dermatophytosis in six Yorkshire
terrier dogs. Vet. Dermatol. 15, 181-187.

Predaja rukopisa:

Rukopise na hrvatskom ili engleskom jeziku treba
poslati elektroni¢ckom postom na adresu glavnog
urednika na e-mail: smarko@vef.hr

U svakom clanku treba navesti:

Dopisnog autora, njegov akademski stupanj, naziv
i adresu organizacije u kojoj radi, broj telefona,
telefaksa i elektronicku adresu (e-mail). Isto tako
treba navesti akademski stupanj i organizaciju u
kojoj rade svi ostali autori.
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AIMS AND SCOPE

The goal of the journal is to provide an
international platform for the publication of
articles in the fields of veterinary and animal
sciences, and biotechnology. The content of the
journal is particularly dedicated to veterinary
practitioners, but also to veterinary scientists and
university professors, to encourage them to share
their knowledge and experience on this platform.
Manuscripts submitted to the journal may include:
original scientific papers, review articles, short
communications, professional articles, case
reports, conference reports and literary records and
reviews of new book either in Croatian or English
languages.

Original research papers, review articles and expert
discussions may have up to 20 pages (written in MS
Word, Times New Roman, font size 12, spacing 1.5);
however, in exceptional cases, a larger number of
pages may be accepted. Case reports may be up to
7 pages and conference reports, literary records and
reviews of new books may be up to 3 pages.

In the text, references should be cited as follows:

a) single author: Cvetnic¢ (2015)

b) two authors: Dzaja and Severin (2012)

c) three or more authors: Dobrani¢ et al. (2008);
(Vince et al., 2009).

The Editorial Board may require authors to improve
their work without submitting it to the peer review
process or may immediately reject it.

Original scientific papers, review articles, and expert
discussions must have an abstract in English between
minimum 300 to 500 words, while other papers must
have an abstract of up to 300 words. A minimum of
3 - 6 keywords should also be provided.

All figures should be prepared using Microsoft
programs, and photos (analogue and digital) should
be of such quality that allows for successfully
reproduction.

The Covering letter authors must include:

a) Conlflict of interest statement

Authors are required to disclose any potential
conflict of interest such as consultancies, financial
involvement, patent ownership, etc. Authors
of research articles must disclose at the time of
submission any financial arrangement they have with
the company whose product features prominently
in the submitted manuscript, or with a company
making a competing product. Such information
will be held in confidence while the paper is under
review and will not influence the editorial decision,
but if the article is accepted for publication, such
information must be communicated to the reader.

b) Ethical statement

The authors must certify that the material submitted
for publication has not been published except
in abstract form, and is not being considered for
publication elsewhere. The Editorial Boards will
not allow the publication of papers describing

experimental procedures on living animals which
may reasonably be presumed to have inflicted
unnecessary pain or discomfort upon them. To be
acceptable for publication, experiments on living
vertebrates or Octopus vulgaris should conform to the
European Union’s legislation and are in accordance
with guidelines set by the Committee for Research
and Ethical Issues of IASP. We require every
research article submitted to the Journal to include a
statement that the study obtained ethics approval or
a statement that it was not required.

Manuscripts will not be returned.

Advertising of veterinary medicinal products in the
journal Veterinarska Stanica must be in accordance
with Articles 75-78 of the Act on Veterinary
Medicinal Products (Official Gazette 84/2008) and
the Ordinance on the advertising of veterinary
medicinal products (Official Gazette 146/2009). For
veterinary medicinal products that have not been
granted marketing authorisation, advertisers are
required to request consent for advertising from the
competent authority.

The literature citations may list only the papers cited
in the manuscript and according to the instructions
below:

Book: HAFEZ, E. S. E. (1986): Adaption of domestic
animals. Philadelphia: Lea and Febinger.

Book chapter: MAURER, F. D., R. A. GRIESEMER
and T. C. JONES (1959): African swine fever. In:
DUNNE, H. W.: Diseases of swine. Ames, lowa (145
- 158). L

Dissertation: FOLNOZIC, 1. (2014): Effect of body
condition and parity on energetic, antioxidative
and reproductive status in high yielding dairy cows
during transition period. Dissertation. Faculty of
Veterinary Medicine, University of Zagreb.
Proceedings manuscripts: SANKOVIC, F. (1986):
Kirurske bolesti u intenzivnom uzgoju preZzivaca.
Izvjesca sa X. znanstvene konferencije “Veterinarska
biomedicina i tehnika” (Zagreb, 15. i 16. studenoga
1984). Zbornik referata. Zagreb (suppl. S1-S58).
Proceeding abstracts: CAJAVEC, S., Lj. MARKUS
CIZELJ, S. CVETNIC i M. LOJKIC (1985): Seroloski
odziv svinja na eksperimentalnu inaktiviranu
vakcinu bolesti Aujezskoga. Kongres mikrobiologa
Jugoslavije (Pore¢, 24. - 28. rujna 1985). Zbornik
plenarnih predavanja i sazetaka priopéenja. Zagreb
(104).

Journal: CERUNDOLO, R. (2004): Generalized
Microsporum canis dermatophytosis in six Yorkshire
terrier dogs. Vet. Dermatol. 15, 181-187.

Manuscripts submission:
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