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Dokaz i izdvajanje govedeg
Koronavirusa uzrocnika

neonatalnog proljeva teladi

Ivana Lojkic, T. Bedekovic, 7. CaliM. Lojki¢

Uvod

Sindrom neonatalnog proljeva vrlo
je cest u novorodene teladi i uzrokuje
znatne gospodarske Stete. Karakter-
izira ga proljev te posljedicno de-
hidracija, odbijanje hrane, slabost i
uginuc¢e (Naylor, 2002.). Proljev je
vodenasto zut, siv ili zelenkast te moze
sadrzavati i tragove krvi. Mnogo je
uzro¢nika neonatalnog proljeva, a oni
bolest mogu uzrokovati pojedinacno
ili je infekcija mjesovita. Od virusa su
najcesce rotavirusi i koronavirusi, za-
tim parvovirusi, torovirusi, kalicivi-
rusi, norovirusi i pestivirus proljeva
goveda/bolesti sluznice goveda. Medu
bakterijskim uzrocnicima najprisut-
niji su enterotoksini E. coli. Od ostalih
uzrocnika mogu se naci Cryptosporidia i
Coccidia (Snodgrass i sur., 1986.).

Rotavirusi su najce$¢i uzrocnici
akutnog virusnog gastroenteritisa u
mladih Zivotinja i djece Sirom svijeta

(Bern i Glass, 1994.). Pripadaju rodu Ro-
tavirus, porodici Reoviridae, a seroloski
se klasificiraju u 7 skupina (A-G) (Es-
tes, 2001.). Ipak, najcesc¢i uzrocnik pro-
ljeva u ljudi i zivotinja je rotavirus sku-
pine A.

Govedi koronavirus (BCV) je enter-
opatogeni virus Sto se umnaza u zre-
lim enterocitima duodenuma i kolona,
uzrokujué¢i u novorodene teladi teski
proljev (Mebus isur., 1973., Tsunemitsu
i Saif, 1995.) i akutnu crijevnu infekciju
goveda Sto se pojavljuje uglavnom ti-
jekom zimskih mjeseci tzv. zimsku di-
zenteriju (Dea i sur., 1995., Saif i sur.,,
1991.), a Cesto izaziva i infekcije respira-
tornog trakta teladi (Tsunemitsu i sur.,
1991.). BCV je jednolancani RNK virus
iz roda Coronavirus, porodice Corona-
viridae, red Nidovirales. Tri su skupine
koronavirusa odredene na temelju
pripadajucih epitopa na glikoproteinu
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ovojnice i nukleotidnog slijeda, a BCV
pripada skupini 2 (Cavanagh, 1995).
I rotavirusi i koronavirusi najcesce
se izdvajaju iz izmeta bolesne teladi
izmedu jednog dana i tri tjedna starosti.

Ovi se uzroc¢nici mogu dokazati
raznim tehnikama kao $to su izdva-
janje virusa na stani¢noj kulturi, elek-
tronska mikroskopija, ELISA (imuno-
enzimni test), kromatografija i RT-PCR
(lancana reakcija polimerazom uz pre-
thodnu reverznu transkripciju). Prve
dvije spomenute tehnike su dugotrajne
i neekonomicne, dok ELISA test za do-
kazivanje antigena za govedi koronavi-
rus i rotavirus moze biti neekonomican
kada se pretrazuje mali broj uzoraka.
Danas je RT-PCR tehnika od izbora
zbog brzine i specificnosti te je po-
godna i na malom broju uzoraka. Za
brzo dokazivanje uzroc¢nika na terenu
u uporabi su i nitrocelulozne test trake
razli¢itih proizvodaca Sto djeluju na
principu kromatografije.

Svrha ovog rada je dokazivanje
najcescih virusnih uzrocnika neonatal-
nog proljeva teladi te njihovo izdvaja-
nje. Ovo je ujedno i prvi dokaz i izdva-
janje BCV kao uzrocnika neonatalnog
proljeva teladi Hrvatskoj.

Materijal i metode

Uzorci izmeta prikupljeni su od
ukupno 16 teladi. Telad je bila u dobi
od 5 do 12 dana, podrijetlom s dvije
farme s oko 50 grla. Bolest je trajala oko
10 dana. Na farmi A je peti dan nakon
pojave simptoma Cetiri teleta uginulo.

Uzorci izmeta razrijedeni su s 9
volumena MEM-a (Minimum Essential

Media) (pH 7,4) i centrifugirani 10 min.
pri 1000 x g. Virusna RNA izdvojena je
iz 140 pL nadtaloga suspenzije izmeta
uporabom QiAMP Viral RNA Mini
kit (Qiagen, Njemacka). Virusna RNA
prevedena je reverznom transkrip-
cijom (RT) u komplementarnu DNA
sa Supersccript III (Invitrogen, SAD).
Lancana reakcija polimerazom (PCR)
napravljena je s JumpStart RedTaq
polimerazom (Sigma, Njemacka) uz
koriStenje specifi¢nih pocetnica za dio
gena za nukleokapsidu (N) velic¢ine
406 bp (parova baza) BCV (Tsunemitsu
i sur. 1999.) i dio gena za virusni pro-
tein 6 (VP6) velicine 294 bp govedeg
rotavirusa A (BRV-A). Pocetnice za do-
kazivanje BRV dizajnirane su prema
nukleotidnoj sekvenci br. X53667 u
banci gena (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov). Produkti reakcije PCR provjere-
ni su elektroforezom u gelu agaroze.
Komercijalno Zzivo cjepivo Sto sadrzi
oba virusa upotrijebljeno je kao pozi-
tivna kontrola za izdvajanje virusne
RNK i RT-PCR, a kao negativna kon-
trola koriStena je suspenzija crijevnog
sadrzaja juneta podrijetlom s farme
bez prisutnih klinickih znakova bolesti.
Suspenzije svih pozitivnih uzoraka in-
okulirane su na linijsku stani¢nu kult-
uru BEK (Bovine Embryonic Kidney).
Prije inokulacije suspenzija je tretirana
kroz milipore veli¢ine 0,45 pm te inku-
birana na 37°C kroz 120 minuta. Nakon
toga suspenzija je odlita iz bocica s kul-
turom, a stanice dva puta isprane te je
dodan MEM i tripsin (5 pg/ml). Stan-
ice su svakodnevno pregledavane na
prisutnost citopatskog ucinka (CPE).
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Rezultati

Sakupljeno je 16 uzoraka izmeta
teladi u dobi do 14 dana podrijetlom s
dvije farme u sredisnjoj Hrvatskoj. Te-
lad je bila u dobi do 14 dana, a proljev
je trajao oko pet dana. Elektroforezom
proizvoda reakcije PCR od ukupno
6 pretrazenih uzoraka podrijetlom s
farme A, otkrivena su tri uzorka pozi-
tivna na BCV i dva na BRV. Na farmi
B, od ukupno 10 pretrazenih uzoraka
8 ih je bilo pozitivno na BCV, a samo
jedan na BRV. MijeSana infekcija bila
je prisutna u po jednom uzorku s
obje farme. Specificnost umnaZzanja
odredenih fragmenata oba virusa

Slika 1. Elektroforeza amplikona reakcije RT-
PCR. M: 50-bp DNA marker; Stupac 1: pozitivna
kontrola za BCV; Stupac 2: BCV pozitivni uzorak,
Stupac 3: pozitivna kontrola za BRV.

potvrdena je uspjeSnim umnaZanjem
pozitivnih kontrola (slika 1). Na kul-
turi stanica BEK, CPE tipi¢an za ko-
ronavirus uocen je nakon pet pasaza
te je uspjesno umnazanje BCV potom
potvrdeno  ponovnim  izdvajanjem
virusne RNK iz nadtaloga suspen-
zije stanica i umnazanjem specificnog
odsjecka metodom RT-PCR. Ipak,
umnazanje BRV na linijskoj stani¢noj
kulturi BEK nije uspjelo.

Rasprava

Gubitci teladi u ranom postnatal-
nom razdoblju svake su godine sve veci
i kre¢u se ve¢ preko 15%. Kao glavni
uzrok proljeva najces¢i su virusi (rota-
, korona-, virusni proljev teladi uzro-
kovan pestivirusima i dr.) i bakterije
(enterotoksini E. coli). Ovi uzrocnici
koji su u nasoj govedoj populaciji sve-
prisutni, a u pravilu mogu dovesti do
teSkih oboljenja s akutnim tijekom
bolesti i nerijetko izazvati uginuce. Pa-
togenetski u pravilu najprije dolazi do
infekcija u duodenumu ili kolonu sto
dovodi do ostecenja sluznice crijeva
pa time pogoduje sekundarnoj bakteri-
jskoj infekciji. Telad se moze zaraziti
vec i za vrijeme samog telenja i kratko
nakon telenja. U tom trenutku telad jo$
nije u stanju aktivno izgraditi lokalnu
imunost koja bi sprijecila nastanak in-
fekcije pa se preporucuje cijepljenje
visoko bredih krava i junica s cjepiv-
om protiv rotavirusa, koronavirusa i
enterotoksogenih sojeva E. coli, koja
potice tvorbu kolostralnih protutijela u
cijepljenih krava i junica, kao sredstvo
izbora. Aktivnim cijepljenjem potice se
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povecanje razine protutijela u kolostru-
mu i u mlijeku te posljedicno pasivna
zastita njihove teladi sa svrhom sman-
jenja ucestalosti i trajanja neonatalnih
proljeva. Cijepljenje djeluje prije svega
i na produzenje izlu¢ivanja majcinskih
protutijela i time zastic¢uje sluznicu cri-
jeva od uzrocnika proljeva.

Na dvije farme goveda viroloskim
je tehnikama utvrdena mjeSovita in-
fekcija s rotavirusima i koronavirusima
te enterotoksigenom E. coli koja se po-
javljuje sekundarno i dodatno otezava
klinicku sliku. Ovakva je slika neona-
talnog proljeva karakteristicna za telad
stariju od 7 dana, stoga je i rotavirus bio
slabije zastupljen od koronavirusa. Te-
renske je izolate BCV nesto teze, ali ne
i nemoguce prilagoditi rastu na in vitro.
Ipak, u literaturi je zabiljezen uspjeSan
rast i izolacija BCV na sljede¢im stani-
cama: BEK-1 (Bovine embryonic kid-
ney), VERO (African green monkey
kidney), MDBK (Madin-Darby bovine
kidney), PK-15 (Porcine kidney) i HRT-
18 (Human rectal tumor) koje su se
pokazale i najosjetljivije (Tsunemitsu i
sur; 1991.). Na kulturi stanica BEK, CPE
tipi¢an za koronavirus uocen je nakon
pet pasaZa, a uspjesno je umnaZzanje
BCV potom potvrdeno ponovnim
izdvajanjem virusne RNK iz nadtalo-
ga suspenzije stanica i umnazanjem
specificnog odsjecka metodom RT-
PCR. Ipak, umnazanje BRV na lini-
jskoj stanicnoj kulturi BEK nije us-
pjelo. Bududi da je izdvajanje BCV na
stani¢noj kulturi BEK bilo uspjesno ra-
zlog ne moZemo pripisati inhibitornim
supstancama u uzorcima izmeta. Kako
su samo tri uzorka dala pozitivnu PCR
reakciju na BRV, dok ih je ¢ak 11 bilo

pozitivno na BCV, mozemo zakljuciti
da je bolest vec bila u kasnijem tijeku te
da u uzorcima izmeta vise nije bilo vi-
jabilnog rotavirusa. Bududi da se meto-
dom PCR dokazuje samo dio genoma
virusa, za pretragu nije potreban zivi
virus. Tako su koriStenjem specifi¢nih
oligonukleotidnih pocetnica za BCV
i BRV umnozeni dijelovi genoma oba
virusa tocno ocekivanih veli¢ina, $to
je potvrdeno i uspjeSnim umnazanjem
pozitivnih kontrola.

Na temelju dobiveni rezultata
mozemo zakljuciti da je na dvjema
istrazivanim farmama utvrdena mje-
Sovita infekcija s rotavirusima i koro-
navirusima.

Sazetak

U cilju dokazivanja i izdvajanja
najc¢es¢ih virusnih uzro¢nika neona-
talnog proljeva teladi uzeti su uzorci
izmeta teladi s dvije farme u sredisnjoj
Hrvatskoj. Telad je bila u dobi do 14
dana, a proljev je trajao oko pet dana.
Budu¢i da su korona- i rotavirusi
najces¢i uzrocnici neonatalnog prolje-
va teladi izdvojena je virusna RNK iz
uzoraka izmeta te napravljena lancana
reakcija polimerazom uz prethod-
nu reverznu transkripciju (RT-PCR)
koriStenjem specifi¢nih oligonukleo-
tidnih pocetnica za gen nukleokapside
govedeg koronavirusa (BCV) i za gen
VP6 govedeg rotavirusa A (BRV-A).
Elektroforeza proizvoda reakcije PCR
u gelu agaroze pokazala je odsjecak
veli¢ine 406 parova baza za BCV i 294
za BRV- A kako u uzorku pozitivne
kontrole tako i u testiranim uzorcima.
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Tri su, od ukupno Sest uzoraka, bila
pozitivni na BCV, a dva na BRV od te-
ladi podrijetlom s farme A. Na farmi B
specifi¢an je odsjecak BCV bio prisutan
u 8 od ukupno 10 uzoraka, a samo je
jedan uzorak dao pozitivnu reakciju na
BRV. MijeSana infekcija bila je prisutna
u po jednom uzorku s obje farme. Sus-
penzije izmeta svakog uzorka inokuli-
rane su na stanice bubrega govedeg em-
brija (BEK). Citopatski ucinak tipican za
koronavirus uocen je nakon pet pasaza
te je metodom RT-PCR potvrdeno izd-
vajanje BCV. Ovo je ujedno prvi dokaz
i izdvajanje BCV kao uzro¢nika neona-
talnog proljeva teladi u nas.
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Detection and isolation of a bovine coronavirus in neo-

natal calf diarrhea in Croatia

Ivana LOJKIC, Ph.D., Scientific Associate, Tomislav BEDEKOVIC, DVM, Assis-
tant; Zeljko CAC, Ph.D., DVM, Scientific Associate; Mirko LOJKIC, Ph.D., DVM,
Full Professor, Croatian Veterinary Institute, Zagreb

Coronaviruses and rotaviruses are
the most common viruses involved in
neonatal calf diarrhea. Fecal samples
from diarrheic calves were collected
from two farms in the central part of
Croatia. For the detection of corona-
and rotavirus, viral RN A was extracted
from fecal suspensions. Specific oli-
gonucleotide primers for PCR (poly-
merase chain reaction) detection of a
nucleocapsid gene of bovine coronavi-
rus (BCV) and VP6 gene of bovine type
A rotaviruses (BRV-A) were used. Aga-
rose gel electrophoresis of PCR ampli-
fied products showed fragments of ex-
pected size in positive control sample
as well as in tested samples. A 406-bp
PCR product of bovine coronavirus

was present in three tested samples and
294-bp product of bovine type A rotavi-
rus in two samples, all originated from
farm A. On farm B, bovine coronavi-
rus was detected in eight samples and
rotavirus only in one sample. Mixed
infection was present in one sample
on both farms. Suspension from each
sample was also inoculated into bovine
embryo kidney cells (BEK). Cytopathic
effect typical for coronaviruses was
observed after 5 passages the isolation
of the virus was confirmed by PCR. In
this study, we detected and isolated
for the first time a bovine coronavirus
involved in calf neonatal diarrhea in
Croatia.

ljen zahtjev.
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Seroloska, bakterioloska i
molekularna dijagnostika
paratuberkuloze domacih

zivotinja u 2008. godini

Maja Zdelar-Tuk, S. Spiéié, Sanja Duvnjak, Ivana Racic i 7. Cvetni¢

Uvod

Paratuberkuloza (Johneova bolest)
je kroni¢na zarazna bolest, koja se
klini¢ki ocituje teskim nezaustavljivim
proljevom i mrsavos¢u, a patolosko-
anatomski zadebljanjem sluznice tank-
og crijeva, osobito ileuma. Opisana je
najprije u goveda, a zatim u ovacaikoza
nodokazanajeiudrugih vrstaprezivaca
u divljini (jelena, antilopa, bizona, mu-
flona i drugih). Osim preZzivaca, konji i
mule su takoder potvrdeni kao nositelji
bakterije, ali bez klinickih znakova.
U pokusno zaraZenih laboratorijskih
zivotinja (miSevi, Stakori, zecevi, hréci
i zamorci) te ptica (perad i golubo-
vi) uoceno je takoder umnoZavanje
uzrocnika (Frelier i sur., 1990., Beard
i sur, 2001.). Nedavno je prisutnost

uzrocnika potvrdena i u lisica, zeceva,
zerdava, lasica i jelena (Beard i sur,
1999., Greig i sur., 1999., Kopecnai sur.,
2008.). Paratuberkuloza u mlije¢noj in-
dustriji uzrokuje velike Stete s obzirom
na pad mlijenosti (Wilson i sur., 1993.,
Benedictus i sur., 1997., Hendrick i sur,,
2005., Lombard i sur., 2005.), smanjene
klaonicke vrijednosti (Johnson-Ifearu-
lundu i Kaneene, 1997., Johnson-Ifea-
rulundu i sur., 1999.) i povecani remont
stada (Ott i sur., 1999.). Isto se tako,
ne moze zaobi¢i ni zoonotski znacaj
paratuberkuloze goveda u patogenezi
Crohnove bolesti u ljudi (Chiodini i
sur., 1984., Hermon-Taylor i sur., 2000.,
Harris i Lammerding, 2001., Greenstein
i Collins, 2004.).
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Bolesne zivotinje i kliconose fecesom
izlucuju velike koli¢ine uzroc¢nika i
onecis¢uju okolinu, stelju, vodu i dr.
Sirenje uzro¢nika u okolinu i iz cri-
jeva u ostale organe inficiranih goveda
uglavnom je povezano s klinicki pre-
poznatljivim oblikom bolesti (Antogno-
li i sur.,, 2008., Hasonova i sur., 2009.)
Prirodnim putem uzroc¢nik ulazi u or-
ganizam ispaSom na kontaminiranim
pasnjacima, no kao velik problem navo-
di se infekcija novorodene teladi koja je
osobito prijemljiva za uzroénika zbog
nerazvijenog imunoloskog sustava.
Glavni izvor infekcije za telad je mlijeko
zarazenih krava ili mlijeko zagadeno
fecesom bolesnih Zivotinja (Harris i
Barletta, 2001.). Moguc¢ je i intrauterini
prijenos do kojeg dolazi uglavnom kod
fetusa ¢ije su majke u uznapredovalom
stadiju bolesti. Provedena istrazivanja
pokazala su da su mlada goveda
znatno osjetljivija na infekciju i razvoj
klinickih znakova paratuberkuloze u
usporedbi s odraslim Zivotinjama (Wa-
ters i sur., 2003.). U nezarazene uzgoje
bolest se unosi inficiranim grlima ili
kontaminiranom hranom, dok Ay-
ele (2004.) navodi mogucnost infek-
cije zarazenim sjemenom. Poznata je i
¢injenica vertikalnog prijenosa in utero
(Whittington i Windsor, 2009.). Smatra
se takoder da infekciji pogoduje pretjer-
ano iskoriStavanje, gravidnost i bolesti
poremecenog metabolizma. Otkrivanje
goveda kliconosa i zaraZenih stada
najcesce se bazira na seroloskoj pretrazi
imunoenzimskim testom (ELISA), koja
je vrlo osjetljiva za otkrivanje goveda
koja izlucuju velike koli¢ine uzrocnika
fecesom (Whitlock i sur., 2000., Collins
isur., 2005.).

U radu je opisana seroloska, bak-
terioloska i molekularna dijagnostika
paratuberkuloze u domacih Zzivotinja
tijekom 2008. godine.

Materijal i metode

Materijal za pretragu na paratuber-
kulozu dolazi u Laboratorij za bakteri-
jske zoonoze temeljem godisnje Na-
redbe MPRRR, koja propisuje kontrolu
krvi i fecesa bikova, ovnova i jarceva
koji sluze za proizvodnju sjemena za
umjetno osjemenjivanje ili prirodni pri-
pust te krv svih krava u laktaciji prije
formiranja novog uzgoja i novonabav-
ljenih junica prije uvodenja u uzgoj.

Tijekom 2008. godine u Laborato-
riju za bakterijske zoonoze na para-
tuberkulozu je seroloskim metodama
pretrazeno 13782 krvi goveda te 15533
krvi ovnova i jarceva, fecesi 33 goveda
i 2017 ovnova i jarCeva, izvrseno je 7
bakterioloskih pretraga i 2 molekularne
identifikacije izolata uzrocnika.

U rutinskoj dijagnostici paratuber-
kuloze u Laboratoriju za bakterijske
zoonoze krvi bikova, ovnova i jarceva
na paratuberkulozu pretraZuju se imu-
noenzimskim testom probira (ELISA
Paratuberculosis Antibody Screen-
ing, Institut Pourquier, Francuska),
a serume koji su reagirali pozitivno
pretrazujemo dodatno potvrdnim imu-
noenzimskim testom (ELISA Paratu-
berculosis Antibody Verification, Insti-
tut Pourquier, Francuska).

Uzorke fecesa pretrazujemo mikros-
kopskom pretragom (bojanje po Ziehl-
Neelsenu). U slucaju uginuca zivotinje,
dostavljeni materijal (intestinalni limfni
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¢vorovi, dijelovi ileuma ili jejunuma, ili
ileocekalna valvula) pretraZujemo mi-
kroskopski te nasadivanjem materijala
na hranjive podloge. Porasle kolonije
identificiramo molekularnim metoda-
ma.

Seroloske metode:

ELISA Paratuberculosis Antibody
Screening i Verification, Institut Po-
urquier, Francuska su komercijalno
pripremljeni dijagnosticki kitovi za
paratuberkulozu prezivaca. Granicna
je vrijednost iznad koje je serum poziti-
van je u uputi za uporabu testa. Rezul-
tati su ocitavani na spektrofotometru
»JTecan Sunrise”, Austrija.

Bakterioloske metode:

Kulturelna pretraga uzorka organa
i fecesa izvrSena je prema opisanoj me-
todi (Pavlik i sur., 2000., Kopecna i sur.,
2008.) Ukratko: svaki uzorak tkiva (oko
1 g) homogeniziran je i dekontaminiran
s 0,75% HPC (Heksadecilpiridinium
klorid, Merck KGaA, Darmstadt, Nje-
macka) kroz 72 h. Uzorci fecesa (oko
1 g) razmuceni su u 30 ml sterilne de-
stilirane vode, mijeSani kroz 30 minuta
na vodoravnoj mjesalici i ostavljeni na
sobnoj temperaturi kroz pola sata. Za-
tim smo 5 ml nadtaloga dekontamini-
rali s 25 ml 0,9% HPC- a kroz 72 h na
sobnoj temperaturi. Kao podloga za
uzgoj koristi se Herold-ova podloga s
mikobaktinom koju priprema Labora-
torij za pripremu hranjivih podloga i
sterilizaciju HVI-a ili CATTLETYPE®
MAP HEYM (Labor Diagnostic Leip-
zig). Svaki uzorak nacijepili smo na 3
hranjive podloge i inkubirali u termo-
statu na 37 °C tijekom 3-4 mjeseca uz

jednotjedne kontrole porasta kolonija.
Na tvrdoj hranjivoj podlozi primarne
kolonije Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis porastu u razdoblju od
5 tjedana do 6 mjeseci (prosjec¢no 3 mje-
seca), a za ovdje sojeve i do 9 mjeseci.

Molekularne metode

Izolacija DNK iz bakterijske kulture

Usicu kulture Mycobacterium sp.
razmutimo u 50 pl destilirane vode u
Eppendorfovoj kusalici od 2 ml. Ovu
smjesu grijemo 20 minuta na 99 °C u
termobloku uz povremeno tresenje. Po-
tom kusalice centrifugiramo na 14000 g
kroz 1 minutu. Za potrebe pretrage ko-
ristimo 2 ili 5 pl nadtaloga.

Molekularnu identifikaciju M. pa-
ratuberculosis izvrsili smo s obzirom na
prisutnost inzercijske sekvence 15900,
karakteristicne za ovu vrstu (Green
i sur, 1989.). U reakcijskoj mjesavini
koristili smo pocetnice MP90 (5" GTT-
CGGGGCCGTCGCTTAGG 3) i MP9I1
(5" GAGGTCGATCGCCCACGTGA 3)
u koli¢ini od 2,5 ul (konac¢na koncentra-
cija 0,4 uM) (Sanderson i sur., 1992.), 5
pl DNK, 15 ul vode i 25 ul HotStar Taq
Master Mix- a (Qiagen). UmnoZavanje
je izvrseno prema referenci Gwozdz i
sur. (1997.), a ocekivana veli¢ina pro-
dukta iznosi 400 parova baza (pb).

Rezultati

Tijekom 2008. godine seroloskim je
metodama ukupno pretrazeno 13782
krvi goveda te 15533 krvi ovnova i
jarceva. Za seroloski pozitivne Zivotinje
preporuceno je klanje, a materijal za
bakteriolosku pretragu uzorkovan je na
liniji klanja. BakterioloSkom pretragom
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Tablica 1. Prikaz seroloskih i bakterioloskih pretraga u goveda, ovaca i koza tijekom 2008. godine.

SEROLOSKA | BAKTERIOLOSKA PRETRAGA NA PARATUBERKULOZU
Imunoenz- Broi Broj kulturel- Broj Broj mik- Broj mik-
Vrsta . . o) no pretrazenih | kulturelno roskopski roskopski
v imski test pozitivnih S . AT
zivotinje (ELISA) uzoraka uzoraka or- pozitivnih pretrazenih pozitivnih
gana i fecesa uzoraka fecesa fecesa
Goveda 13782 25 5 2 33 0
Ovee | 15521 11 2 0 2107 lovnowi 0
koze i jarcevi)

bojanjem razmaza po Ziehl-Neelsenu
pretrazena su 33 fecesa goveda te 2017
fecesa ovnovaijarceva. Radi kulturelne
pretrage u laboratorij je dostavljeno i
pretrazeno 7 uzoraka organa (tanka
crijeva i pripadajudi limfni ¢vorovi) i
fecesa na hranjivoj podlozi (Tablica 1).
Molekularna identifikacija uzrocnika
izdvojenih iz mezenterijalnih limfnih
¢vorova goveda izvrSena je metodom
lancane reakcije polimeraze za 2 izolata
(Slika 1.).

|4 M. parateisralash. [EH I8 R

= um

- - -
E BE izl at

Slika 1. Molekularna identifikacija vrste M. para-
tuberculosis: PK- pozitivna kontrola, NK- nega-
tivna kontrola, G1 i G2- izolati M. paratuberculo-
sisiz mezenterijalnih limfnih ¢vorova goveda, 400
i 600- veli¢ina produkta umnoZavanja (broj parova
baza)

Rasprava

Otkako je opisana prvi puta 1895.
godine, paratuberkuloza se prosirila
gotovo cijelim svijetom s izuzetkom
nekih dijelova Svedske (Herthnek,
2006.) i Australije (Kennedy i Allworth,

2000.) Unato¢ velikom ekonomskom
utjecaju na mlije¢nu industriju Sirom
svijeta, educiranost uzgajivaca o po-
sljedicama i Stetnom utjecaju bolesti je
vrlo mala. Ekonomski gubitci ocituju
se smanjenom proizvodnjom, preranim
izlucivanjem iz uzgoja, veterinarskim
troskovima i smanjenom klaonickom
vrijednos¢u  (Johnson-Ifearulundu i
Kaneene, 1997., Johnson- Ifearulundu
i sur., 1999., Hasonova i Pavlik, 2006.).
Osim ekonomskih gubitaka, vazno je
spomenuti i potencijalnu zoonotsku
ulogu M. paratuberculosis, s obzirom
da je otporan na pasterizaciju mlijeka
i drugih mlijecnih proizvoda te kao
takav predstavlja opasnost za ljudsko
zdravlje (Grant i sur., 2002.). Sve viSe
znanstvenih istrazivanja (Chiodini i
sur., 1984., Hermon-Taylor i sur., 2000.,
Harris i Lammerding, 2001., Greenstein
i Collins, 2004.) upucuje na povezanost
paratuberkuloze u mlijecnih goveda
i Chronove bolesti u ljudi, $to je prvi
puta sugerirao Dalziel jos 1913. godine.

Raznolikost imunologije paratuber-
kuloze i mnoga ogranicenja u postav-
ljanju dijagnoze veliki su problem u
kontroli i njezinu suzbijanju. Seroloske,
bakterioloske i molekularne metode u
prakti¢noj primjeni daju manje od 1%
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nespecificnih reakcija. Znatan postotak
zivotinja u zarazenom stadu u ranom
stadiju bolesti ne pokazuje nikakve zna-
kove bolesti, a zivotinje jos nisu razvile
imunosni odgovor ili pocele izludiva-
ti mikobakterije pa se bolest ne moze
nikakvim dijagnostickim metodama
otkriti (Collins, 1996.). Upravo stoga
dostupne podatke o prevalenciji treba
uzeti s rezervom. Naime, smatra se da
na svaku kravu koja pokazuje klinicke
znakove bolesti dolazi 25 zarazenih Zzi-
votinja, a samo se njih 15 do 25% mogu
otkriti trenutno dostupnim dijagnostic-
kim metodama (Whitlock i sur., 2005.).
Prisustvo acidorezistentnih Stapica u
fecesu ovisi o fazi bolesti. U mladih Zzi-
votinja, na pocetku bolesti u fecesu ih
se ne moZe dokazati tehnikama bojenja,
a Coelho i sur. (2008.) su ih u uzgojima
ovaca s dokazanom paratuberkulozom
bojanjem po Ziehl-Neelsenu ustvrdili
u cak 61,5% slucajeva. U 2008. godi-
ni mikroskopski smo pretrazili 2107
fecesa ovnova i jarceva i 33 bikova s
negativnim rezultatom Sto ukazuje da
paratuberkuloza nije znatno raSirena
u uzgojima ovaca i koza. Takoder, ne
postoje pouzdane seroloske metode,
bakterioloske i molekularne tehnike
koje bi osigurale rano otkrivanje infek-
cije u mlije¢nih goveda (Dieguez i sur.,
2009.). Bakterioloska se pretraga fece-
sa smatra najpouzdanijom metodom
pretrage u zivih Zivotinja i omogucava
otkrivanje 30-40% inficiranih Zivotinja
(Whitlock i sur., 2000.). Podudarnost
kulturelne pretrage s imunoenzimskim
testom u najvecoj mjeri ovise o stadiju
bolesti i starosti Zivotinja. Tako su Jubb
isur. (2004.) u istrazivanju provedenom
u Australiji utvrdili u dvije, tri i Cetiri

godine starih goveda osjetljivost ELI-
SA testa 1,2%, 8,9% i 11,6%, a u starijih
goveda i do 20-30 %. Posebno izrazena
osjetljivost ELISA testa nad RVK i GDP
testovima, pogotovo u subklini¢kom ti-
jeku bolesti utvrdena je i u istrazivanji-
ma ostalih autora (Gwozdz i sur., 1997.,
Cvetnici sur., 2004., OIE 2008.). Bakteri-
oloska pretraga izvrena je na ogranice-
nom broju uzoraka, uglavnom neade-
kvatno uzorkovanih na liniji klanja te
stoga nije mogude komentirati rezulta-
te s obzirom na specifi¢nosti seroloske
i bakterioloske pretrage. Molekularna
dijagnostika, koja se u rutini provodi
lancanom reakcijom polimerazom i
temelji se na dokazu IS900 predstavlja
brz nacin identifikacije uzrocnika, a
u 2008. godini nadopunjena je uvode-
njem brze i osjetljivije kvantitativne RT-
PCR metode.

Na Zalost, ne postoji unificirani pro-
gram otkrivanja, kontrole i suzbijanja
paratuberkuloze. U nacionalnim sta-
dima s rasirenom paratuberkulozom
u cilju kontrole i suzbijanja bolesti po-
trebno je pretraziti feces svih odraslih
goveda dva puta godiSnje; seroloski
pretraziti krv Zzivotinja s proljevom;
izluciti inficirane krave i bikove; osigu-
rati Cist prostor za teljenje; od osobite je
vaznosti nakon teljenja krave i telad dr-
Zati na nezagadenim pasSnjacima; spri-
jeciti kontaminaciju pasnjaka te hrane i
vode inficiranim fecesom; sijeno ¢uvati
na mjestu sigurnom od kontaminacije;
ne koristiti isti pribor za ciScenje sta-
je i hranjenje Zivotinja (Roussel i sur.,
2005.). U Hrvatskoj se u cilju prevencije
paratuberkuloze vrsi seroloska kontro-
la prilikom uvodenja novonabavljenih
zivotinja u uzgoj slobodan od bolesti i
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periodicka kontrola muskih rasplod-
njaka, a prilikom uvoza rasplodnih Zi-
votinja zbog nepouzdanosti seroloSke
dijagnostike zahtijevaju se i dodatne
garancije da zivotinje potjecu iz uzgo-
ja slobodnih od paratuberkuloze. Naj-
vazniji ¢imbenik koji vodi do uspjesne
kontrole paratuberkuloze je dosljedno
provodenje navedenih mjera tijekom
duzeg razdoblja.

Sazetak

Tijekom 2008. godine u Laborato-
riju za bakterijske zoonoze na para-
tuberkulozu seroloskim je metodama
pretrazeno 13782 krvi goveda te 15533
krvi ovnova i jarceva. Mikroskop-
skom pretragom razmaza fecesa obo-
jenih metodom po Ziehl-Neelsenu
pretrazena su 33 fecesa goveda te 2017
fecesa ovnova i jarceva te kulturelno
pretraZzeno 7 uzoraka tkiva ili fecesa na
hranjivoj podlozi. Molekularna iden-
tifikacija uzrocnika izdvojenih iz me-
zenterijalnih limfnih ¢vorova goveda
izvrSena je metodom lancane reakcije
polimeraze.

Paratuberkuloza nije goruéi prob-
lem u R. Hrvatskoj, iako u svijetu nano-
si velike ekonomske Stete mlijecnom
govedarstvu i ovcarstvu. Dijagnostika
bolesti je kompleksna i ne postoje uni-
formni programi kontrole i suzbijanja
bolesti. Temeljem toga potrebno je
provoditi kontinuirane mjere kontrole
bolesti s ciljem brze dijagnostike pojave
bolesti i sprijecavanja njezinog Sirenja.
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Serological, bacteriological and molecular diagnostics
of paratuberculosis of domestic animals in the year

2008

Maja ZDELAR-TUK, DVM, Ph.D., Scientific Associate, Silvio SPICIC, DVM,
Ph.D., Scientific Associate, Sanja DUVNJAK, Grad. Molecular Biology, Junior
Researcher, Ivana RACIC, Grad. Molecular Biology, Assistant, Zeljko CVETNIC,
DVM, Ph.D.,, Scientific Advisor, Croatian Veterinary Institute, Zagreb

During the year 2008 in Laboratory
for Bacterial Zoonoses different meth-
ods were used for paratuberculosis
diagnostics. By serological methods
(ELISA) the sera of 13782 cattle and
15533 rams and capricorns were anal-
ysed. The presence of acid-fast bacilli
in fecal smears collected from 33 bulls
and 2017 rams and capricorns was in-
vestigated using Ziehl-Neelsen stain-
ing, and we also cultivated 7 tissue
and fecal samples using special media
supplemented with mycobactin. Mo-
lecular identification of Mycobacte-
rium paratuberculosis isolated from

bovine mesenteric lymph nodes was
performed by PCR.

Paratuberculosis is not a burning
problem in the Republic of Croatia,
although it causes enormous eco-
nomic losses to the livestock industry
throughout the world. Diagnostics of
paratuberculosis is complex and there
is not a unique scheme of control and
suppression of the disease. Therefore,
to control the spread of paratubercu-
losis in cattle industry, it is needed to
carry out continuous measures with
the purpose of quick disease diagnos-
tics and prevention of its spreading.
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ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Utjecaj gravidnosti i laktacije
na promjene metabolickog

statusa u mlijecnih krava

Mario Cikojevic, Stjepko Cermak i Romana Turk

Uvod

Opskrbljenost energijom tijekom
prijelaznog perioda izmedu kasne
gravidnosti i pocetka laktacije (tri tjed-
na prije poroda i tri tjedna nakon po-
roda) predstavlja vaznu komponentu
u odrzavanju zdravlja i reprodukcijske
sposobnosti mlijecnih krava (Doepel i
sur., 2002.). Tijekom kasne gravidnosti
povecavaju se potrebe fetusa za gluko-
zom i aminokiselinama, Sto zahtijeva
prilagodbu maj¢inog metabolizma na
te fizioloske promjene. Nakon poroda
povecavaju se potrebe mlijecne Zlijezde
za glukozom, aminokiselinama i mas-
nim kiselinama u svrhu sinteze laktoze,
proteina i triglicerida mlijeka Sto ¢ini
nutritivne zahtjeve jo$ izraZenijim (Bell,
1995.). Takvi se energetski zahtjevi
teSko mogu zadovoljiti unosom hrane,

stoga moZe do¢i do neravnoteze iz-
medu unosa energije hranom i uku-
pnih energetskih zahtjeva, tj. do nas-
tanka negativnog energetskog stanja.
Razvoju negativnog energetskog stanja
osobito su sklone mlije¢ne krave koje
su prekomjerno hranjene u suhostaju,
te nakon poroda imaju smanjen apetit
i stoga hranom unose manju koli¢inu
energije (Rukkwamusk i sur., 1999.a).
Sredi$nju ulogu u uspostavljanju
stanja energetske ravnoteze imaju pro-
cesi metabolicke prilagodbe koji se
uglavnom odvijaju u jetri i masnom
tkivu, ali i u misi¢éima (Herdt, 2000.).
Oni obuhvacaju povecanje glukoneo-
geneze u jetri iz endogenih supstrata,
smanjenje iskoristavanja glukoze u per-
ifernim tkivima, smanjenje lipogeneze i

Mario CIKOJEVIC i Stjiepko CERMAK, apsolventi Veterinarskog fakulteta Zagreb; dr. sc. Romana TURK,

znanstvena suradnica, Veterinarski fakultet Zagreb

VETERINARSKA STANICA 40 (5), 2009.



MARIO CIKOJEVIC, STIEPKO CERMAK | ROMANA TURK

povecanje mobilizacije masnih kiselina
iz masnog tkiva te eventualno povecanje
mobilizacije aminokiselina iz miSi¢a u
razdoblju krajem gravidnosti (Drackley,
1999.). Te se promjene nastavljaju ti-
jekom puerperija i rane laktacije i bivaju
jo$ izrazenije, bududi da su energetski
zahtjevi u tom razdoblju nekoliko puta
veéi nego krajem gravidnosti (Bell,
1995.). Lipoliza dovodi do povecane
koncentracije slobodnih masnih kise-
lina u krvi, koje se u jetri esterificiraju
u trigliceride, a zatim se iz jetre trans-
portiraju u obliku lipoproteina vrlo ni-
ske gustoce, VLDL (engl. Very low den-
sity lipoproteins) (Drackley, 1999.). U
ranoj laktaciji kod krava s energetskim
manjkom kapacitet jetre za odrzavanje
ravnoteZe izmedu izlucivanja trigliceri-
da u obliku VLDL-a i endogene sinteze
triglicerida nije uvijek dostatan. Triglic-
eridi se nakupljaju u jetri to dovodi do
masne infiltracije jetre. Nemogucnost
potpune metabolicke prilagodbe na
energetski manjak moze tako uzroko-
vati metabolicke bolesti (masna infil-
tracija jetre, ketoza, porodajna pareza),
zarazne bolesti (mastitis) te reproduk-
cijske poremecaje (zaostajanje postelji-
ce, smanjena plodnost), (Rukkwa-
musk i sur., 1999.b). Ovakva se stanja
mogu ocitovati klinickim simptomima
naruSenog opceg zdravlja zivotinja ili
pak subklinickim tijekom Sto kasnije
dovodi do smanjene plodnosti i proiz-
vodnje. Stoga odredivanje pokazatelja
metabolickog statusa i njihova pravilna
interpretacija imaju veliku vaznost u
pracenju zdravlja i reprodukcijskog sta-
tusa krava.

Cilj ovog rada je bio istraziti poka-
zatelje metabolickog statusa, tj. koncen-

traciju glukoze, triglicerida, kolestero-
la, ureje, kreatinina i mokracne kiseline
u serumu mlije¢nih krava tijekom grav-
idnosti i laktacije s posebnim osvrtom
na metabolizam tijekom prijelaznog
perioda izmedu kasne gravidnosti i
rane laktacije.

Materijal i metode

Zivotinje i uzorci krvi

Na podrudju sjeverozapadne i isto¢ne
Hrvatske u istrazivanje je ukljuceno
ukupno 187 mlijenih krava holstein-
frizijske i simentalske pasmine koje su
bile u razli¢itim razdobljima reproduk-
cijskog ciklusa te smo ih podijelili u Sest
skupina i to: 1) gravidnost do 3 mjeseca
(n=38), 2) gravidnost 3-5 mjeseci (n=16),
3) gravidnost 6-8 mijeseci (n=36), 4)
gravidnost 9 mjeseci (n=12), 5) puer-
perij 10-15 dana (n=21), 6) srednja lak-
tacija (6-10 tjedana).

Uzorke krvi uzimali smo ,Vacutainer”
sistemom iz v. jugularis u epruvete bez
antikoagulansa te ih 15 minuta centrifu-
girali pri 3.000 okr/min. Serume odvojene
od ugruska pohranili smo u zamrzivac
na —20 °C do izvodenja analiza.

Odredivanje metabolickog
statusa

Koncentraciju glukoze odredivali smo
GOD-PAP metodom uporabom oksid-
aze glukoze i peroksidaze (Boeringer
Mannheim Diagnostica, Mannheim,
Njemacka).

Koncentraciju triglicerida u serumu
odredivali smo GPO-PAP metodom s
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oksidazom glicerol-fosfata (Herbos Di-
jagnostika, Sisak, Hrvatska), a koncen-
traciju ukupnog kolesterola u serumu
smo odredivali CHOD-PAP metodom
(Herbos Dijagnostika, Sisak, Hrvatska).

Koncentraciju ureje u serumu
odredivali smo metodom kontinu-
iranog mjerenja uz prisutnost ureaze
(Herbos Dijagnostika, Sisak, Hrvatska).

Koncentracija kreatinina odredena
je kolorimetrijskom metodom s pi-
krinskom kiselinom (Herbos Dijagnos-
tika, Sisak, Hrvatska), a koncentracija
mokracne kiseline kolorenzimskom
metodom uz urikazu i peroksidazu
(Herbos Dijagnostika, Sisak, Hrvatska).
Sva su odredivanja provedena na au-
tomatskom analizatoru Technicon RA-
1000.

Statisticka obrada podataka

Statisticki znacajna razlicitost izme-
du skupinaizracunata je pomocu Tukey
HSD testa, a vrijednosti P<0,05 uzete su
kao statisticki znacajne. Za statisticke
analize upotrijebljen je statisticki pro-
gram Statistica for Windows, Release
7.1 (Statsoft Inc. 1984-2005, Tulsa, USA).

Rezultati

Tablica 1. prikazuje srednje vri-
jednosti koncentracija metabolickih
parametara u serumu mlijecnih krava
podijeljenih u 6 skupina s obzirom na
razdoblje reprodukcijskog  ciklusa.
Koncentracija glukoze bila je statisticki
znacajno manja (P<0,05) u krava grav-
idnih izmedu 6-8 mjeseci (3,6 mmol/L)
u odnosu na prvo tromjesecje gravid-
nosti (4,7 mmol/L). Glukoza je takoder
statisticki bila znacajno manja (P<0,05)

tijekom puerperija (3,2 mmol/L) u us-
poredbi s vrijednostima u prvom (4,7
mmol/L) i drugom tromjesecju gravid-
nosti (4,8 mmol/L). U srednjoj je laktaci-
ji koncentracija glukoze (4,8 mmol/L)
bila statisticki znacajno veca (P<0,05)
nego u puerperiju.

Koncentracija triglicerida bila je
statisticki znacajno veca (P<0,05)izmedu
Sestog i osmog mjeseca gravidnosti (0,26
mmol/L) nego u prvom tromjesecju i
u puerperiju (0,08 mmol/L). Tijekom
devetog mjeseca gravidnosti koncen-
tracija triglicerida je bila znacajno veca
(0,30 mmol/L, P<0,05) nego u drugom
tromjesecju gravidnosti (0,20 mmol/L) i
u puerperiju, dok je u srednjoj laktaciji
(0,23 mmol/L) bila znacajno veca nego
u puerperiju.

Koncentracija kolesterola bila je
statisticki znacajno manja izmedu
Sestog i osmog mjeseca gravidnosti (3,5
mmol/L) nego u prvom tromjesecju
(5,0 mmol/L), dok je tijekom devetog
mjeseca gravidnosti (3,2 mmol/L) bila
znacajno manja nego u prvom i drugom
tromjeseju (4,7 mmol/L). U puer-
periju je koncentracija kolesterola (2,4
mmol/L) bila znacajno manja nego u
prva tri razdoblja gravidnosti. U sredn-
joj laktaciji (4,9 mmol/L) je bila znacajno
veca (P<0,05) nego u razdoblju izmedu
Sestog i osmog mjeseca gravidnosti, ti-
jekom devetog mjeseca i puerperija.

Koncentracija ureje je bila statisticki
znacajno veca u puerperiju (5,1 mmol/L)
u odnosu na drugo tromjesecje gravid-
nosti (3,2 mmol/L) i srednju laktaciju
(3,2 mmol/L).

Koncentracija kreatinina je bila
statisticki znacajno veca (P<0,05) u
skupini krava gravidnih izmedu Sest i
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osam mjeseci (114,4 pmol/L) i tijekom
devetog mijeseca gravidnosti (121,44
pmol/L) nego u prvom tromjesecju
gravidnosti (99,5 umol/L). NajniZa kon-
centracija kreatinina izmjerena je u pu-
erperiju (88,4 umol/L) i bila je statisticki
znacajno manja od koncentracije u sku-
pini krava gravidnih izmedu tri i pet
mjeseci (112,6 pmol/L), onih gravid-
nih izmedu Sest i osam mjeseci (114,4
pumol/L), krava gravidnih devet mjeseci
(121,4 umol/L) te oteljenih krava u
srednjoj laktaciji (110,2 pumol/L).
Koncentracija mokracne kiseline je bi-
la statisticki znacajno manja u krava grav-
idnih izmedu Sest i osam mjeseci (56,0
pmol/L) nego u prvom tromjesecju

gravidnosti (75,6 pumol/L). Izmedu os-
talih skupina Zivotinja koncentracija
mokracne kiseline nije se statisticki
znacajno razlikovala.

Rasprava

Prijelazni period izmedu kasne
gravidnosti i rane laktacije predstav-
lja fazu katabolizma usmjerenog na
pripremu za porod i pocetak laktacije
(Drackley i sur., 2005.). Intenzivni tijek
metabolizma u tom razdoblju ocituje se
promjenama koncentracija metabolita
u krvi, osobito promjenama koncen-
tracija lipidnih sastojaka krvi (Rukkwa-
musk i sur., 1999.a).

Tablica 1. Srednje vrijednosti (£SD] koncentracije glukoze, triglicerida, kolesterola, ureje, kreatinina i
mokracne kiseline u serumu krava tijekom reprodukcijskog ciklusa

Gravidnost
do 3 mjese- e ze'::e 6-8 mjeseci
ca (G1) (62) (G3)
Glukoza -
(mmol/L) 4,7+2,0 4,8+1,2 3,6+0,9
BN 020:008  0,20:0,06 0,2640,11°617
(mmol/L)
Kolesterol -
(mmol/L) 5,0+1,5 4.7+1,2 3,5+0,7
Urea 44:20  3,242,0 3,916
(mmol/L) e e e
Kreatinin q
995+ 18,7 112,6+2,0 114,4£17,5°
(umol/L)
Mokracna
kiselina 75,6+31,9  65,2+22,3 56,0£19,1°¢

(umol/L)

Srednja lak-

9 mjeseci Puerperij

tacija
(64) (P) 0
3,9+1,3 3 2 oy e 4,8+1,3%
0100 7 1 | @) 00 (015 TR | () 20 (O

3,2:0,6192 24405016263 4941 50304
4,6+2,0 5,1+1,8 3,2:0,7°
121,4£21,9°1  88,4+11,8°02636  110,2420,3"
67,8+36,1 63,748,0 58,1£17,0

‘statisti¢ki znacajna razlika prema naznacenoj skupini (P<0,05)
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Zbog velikih energetskih zahtje-
va u prijelaznom periodu dolazi do
znacajnog pada koncentracije glukoze.
U ovom je radu koncentracija glukoze
bila statisticki znacajno manja u seru-
mu krava krajem gravidnosti i tijekom
puerperija sto je u skladu s nalazima
drugih autora koji takoder navode
smanjenu koncentraciju glukoze u se-
rumu tijekom rane laktacije, $to je odraz
povecanih zahtjeva fetusa i mlijecne
zlijezde za glukozom. To rezultira ener-
getskim manjkom koji ima za posljedi-
cu mobilizaciju tjelesnih rezervi masti
i razvoj masne infiltracije jetre (Baird,
1982., Reid i Roberts, 1983., Reid, 1986.,
Vazquez-Anon i sur.,, 1994.). Zbog nes-
razmjera izmedu ulaska masnih kise-
lina u jetru i izlucivanja triglicerida u
obliku lipoproteina koli¢ina triglicerida
se u jetri povecava neposredno poslije
poroda, dok se koncentracije triglic-
erida i kolesterola u serumu naglo
smanjuju (Mazur i sur., 1988., Marcos i
sur., 1990., Grummer, 1993.). U skladu
s ovim spoznajama su i rezultati naseg
istrazivanja, koji pokazuju porast kon-
centracije triglicerida u serumu tijekom
gravidnosti i nagli pad nakon poroda,
odnosno u ranoj laktaciji sto takoder
navode Marcos i sur. (1990.) i Turk i
sur. (2005.). Povecana koncentracija tri-
glicerida pri kraju gravidnosti mogla
bi biti rezultat smanjene razgradnje i/
ili prekomjerne sinteze triglicerida u
tom razdoblju (Marcos i sur., 1990.).
Koncentracija kolesterola u serumu
istrazenih mlijecnih krava pokazivala je
trend smanjivanja tijekom gravidnosti
te osobito u puerperiju, da bi u razdo-
blju srednje laktacije imala vrijednosti
kao i na pocetku gravidnosti. Ponovno

je povecanje koncentracije kolesterola i
triglicerida u kasnijoj laktaciji takoder
nadeno u drugim istrazivanjima (Pysera
i Opalka, 2000.,Turk i sur., 2004., Turk
i sur, 2008.a., 2008.b.). Koncentracija
ureje je bila znacajno veca u puerperi-
ju, dok je u razdoblju srednje laktacije
ponovno bila znacajno manja nego u
puerperiju Sto su takoder utvrdili Loor
i sur. (2005.). Razlog tome je Sto se ti-
jekom negativnog energetskog balansa
mobiliziraju i proteini skeletnog misic¢ja
kao izvor aminokiselina potrebnih za
glukoneogenezu u jetri i metabolizam
u mlijecnoj zlijezdi (Herdt, 2000.). Veca
koncentracija ureje ima Stetan utjecaj na
plodnost djelujudi Stetno na razvoj jajne
stanice, proces oplodnje i razvoj embri-
ja (Jorritsma i sur., 2003., Rhoads i sur.,
2006.). Veca koncentracija kreatinina
u serumu krava krajem gravidnosti u
nasem istrazivanju moze biti isto tako
posljedica pojacanih katabolickih pro-
cesa miSica krave bududi da je kreat-
inin produkt endogenog metabolizma
misica (Castillo i sur., 2005.). Mokraéna
kiselina je prisutna u krvnoj plazmi
kao vazan antioksidans (Miller i sur.,
1993.) i njezina je koncentracija u nasem
radu bila smanjena krajem gravidnosti
ukazujuéi na povecanu koli¢inu slo-
bodnih radikala koji se stvaraju tijekom
procesa metabolicke prilagodbe na
manjak energije.

Rezultati ovog rada su pokazali
promjene koncentracija metabolita u
krvi kao odraz procesa metabolicke
prilagodbe u jetri, masnom tkivu i
miSicima u prijelaznom razdoblju
§to moze imati Stetne posljedice na
zdravlje i reprodukciju krava u kasni-
joj laktaciji. Stoga odredivanje poka-
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zatelja metabolickog statusa, njihova
pravilna interpretacija i razumijevanje
patofizioloskih procesa uklju¢enih u
metabolicku prilagodbu na nedostatak
energije ima veliku vaznost u pracenju
zdravlja i reprodukcijske sposobnosti
krava da bi se sprijecile posljedice u
kasnijoj laktaciji i ekonomski gubici u
proizvodnyji.

Sazetak

Manjak energije koji se cesto javljau
razdoblju kasne gravidnosti i rane lak-
tacije moze dovesti do metabolickih i
reprodukcijskih poremecaja. Bioloskim
procesima metabolicke prilagodbe
na manjak energije dolazi do interak-
cije metabolicke energije u razlicitim
tkivima kao Sto su jetra, masno tkivo
i misic¢i. Stoga je cilj ovog rada bio
istraziti pokazatelje metabolickog sta-
tusa u serumu krava tijekom gravid-
nosti i laktacije tj. koncentraciju glu-
koze, triglicerida, kolesterola, ureje,
kreatinina i mokraéne kiseline s poseb-
nim osvrtom na metabolizam tijekom
prijelaznog razdoblja izmedu kasne
gravidnosti i rane laktacije. Koncen-
tracija glukoze bila je znacajno manja
(P<0,05) krajem gravidnosti i u puer-
periju u odnosu na pocetak gravidnosti
i srednju laktaciju. Koncentracija tri-
glicerida bila je statisticki znacajno veca
(P<0,05) krajem gravidnosti u odnosu
na prvo i drugo tromjesecje gravid-
nosti, dok je u puerperiju bila znacajno
manja (P<0,05) nego u svim ostalim
skupinama krava. Koncentracija koles-
terola je bila znacajno manja (P<0,05)
tijekom prijelaznog perioda u odnosu

na pocetak gravidnosti i srednju laktac-
iju. Koncentracija ureje je bila znacajno
veca (P<0,05) u puerperiju nego u
drugom tromjesecju gravidnosti i sred-
njoj laktaciji. Krajem gravidnosti kon-
centracija kreatinina je bila znacajno
veca (P<0,05), dok se znacajno smanjila
u puerperiju. Ovi rezultati su pokazali
promjene koncentracija metabolita u
krvi kao odraz procesa metabolicke
prilagodbe u jetri, masnom tkivu i
miSi¢ima u prijelaznom razdoblju Sto
moze imati Stetne posljedice na zdravlje
i reprodukciju krava u kasnijoj laktaciji.
Odredivanje pokazatelja metabolickog
statusa, njihova pravilna interpretacija
i razumijevanje patofizioloSkih procesa
ukljucenih u metabolicku prilagodbu
imaju veliku vaznost u pracenju zdrav-
lja krava kako bi se sprijecile posljedice
i ekonomski gubici u proizvodnji.
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Influence of Pregnancy and Lactation on Metabolic

Status in Dairy Cows

Mario CIKOJEVIC and Stjepko CERMAK, final year students; Romana TURK,
Ph.D., Scientific Associate, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

Energy deficit that often occurs
in late pregnancy and early lactation
could lead to metabolic and reproduc-
tive disorders. Biological processes of
metabolic adaptation to negative en-
ergy balance involve interactions of
metabolic fuels taking place in various
tissues like liver, adipose tissue and
skeletal muscles. The objective of this
study was to investigate the metabolic
status of cows during pregnancy and
lactation, i. e. the serum concentrations
of glucose, triglyceride, cholesterol,
urea, creatinine and uric acid. A sig-
nificantly lower glucose concentration
(P<0.05) was found in late pregnancy
and early lactation compared to the
beginning of pregnancy and middle
lactation. The triglyceride concentra-
tion was significantly higher (P<0.05) in
late pregnancy than in the first and the
second trimester of pregnancy, while in
the early lactation it was significantly
lower (P<0.05) as compared to other
groups. The total cholesterol concen-

tration was significantly lower (P<0.05)
during transition period compared to
the beginning of pregnancy and middle
lactation. A significantly higher urea
concentration was found in the early
lactation than in the second trimester
of pregnancy and middle lactation. In
late pregnancy, a significantly higher
creatinine concentration was observed
(P<0.05), while in the early lactation
it was significantly lower. The results
showed the changes of metabolic pro-
file in the serum of cows during tran-
sition period as a consequence of the
metabolic adaptation in the liver, adi-
pose tissue and skeletal muscles. Such
metabolic disorders could contribute
to poor health status and reproductive
disorders in advanced lactation. Thus,
metabolic profiles, its appropriate in-
terpretation and good understand-
ing of pathophysiological processes
involved in the metabolic adaptation
have an important role in monitoring
the health status of cows.
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PREGLEDNI CLANAK

Iskoristeni pivski kvasac -
sirovina za izdvajanje f3-gluka-

na primjenjivog u biotehnologiji

i biomedicini

Vlatka Petravi¢-Tominac, Vesna Zechner-Krpan, S. Srecec, B. Santek,
D. Spoljari¢, H. Valpoti¢, Maja Popovic i I. Valpoti¢

Uvod

Predmet su ovoga rada (-glukani,
a njihove se bioloske aktivnosti
medusobno razlikuju ovisno o ke-
mijskoj strukturi, izvoru iz kojeg su
izolirani i o primijenjenoj metodi izo-
lacije. B-glukani su polimeri glukoze
(B-glukopiranoze) u kojima su glu-
kozne jedinice povezane glikozidnim
vezama izmedu hemiacetalnog kisika
na C-1 atomu jednog monosaharidnog
ostatka i jedne od cetiriju hidroksilnih
skupina vezanih na C-2, C-3, C+4 ili
C-6 atomu drugog monosaharidnog
ostatka (Stone i Clarke, 1992.). Ovi
spojevi mogu biti o i 3 konfiguracije.
Primjeri razli¢itih $-glukana, izoliranih
iz razli¢itih izvora (bakterija, kvasaca,

algi, gljiva i visih biljaka), prikazani su
u tablici 1.

Pored primjena razlicitih (3-glukana
u medicini i farmaciji, moguca je i nji-
hova primjena u prehrambenoj (Wylie-
Rosett, 2002., Thammakiti i sur., 2004.)
i kozmetickoj industriji (Pillai i sur.,
2005.). Mogu se koristiti i u veterinar-
skoj medicini i u proizvodnji krmiva
(Wheatcroft i sur., 2002.) sto je i pred-
met zanimanja ovog clanka.

NajceS¢e  spominjano  svojstvo
p-glukana je imunostimulacija. Broj
razlicitih (3-glukana je veliki skoro kao
i broj izvora koristenih za njihovu izo-
laciju, a unato¢ brojnim istrazivanjima
nemoguce je re¢i da je samo jedan
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odredeni glukan optimalni imunomod-
ulator (Vetvicka, 2001.). Prema nekim
autorima, najaktivniji su razgranati
-1,3-D-glukani, koji se ponekad na-
zivaju (1—-3),(1—-6)-p-D-glukani, a u
literaturi se zbog jednostavnosti cesto
navode samo kao (1—3)-B-glukani.
Svi oni imaju zajednic¢ku strukturu,
a to je glavni lanac, koji se sastoji od
(1—-3)-povezanih (3-D-glukopiranozil
jedinica, uzduz kojega su nasumce
smjeStene 3-D-glukopiranozil jedinice
vezane 1—6-vezama. Zbog toga imaju
strukturu nalik na cesalj, ali strukture
i konformacije ovih polimera variraju,
kao i njihove aktivnosti (Bohn i BeMi-
ller, 1995.).

Mehanizam djelovanja -1,3-glu-
kana jos uvijek nije potpuno rasvijetljen
i postoje razli¢ita miSljenja o struk-
turi molekule potrebnoj za postizanje
fizioloskog ucinka (Tokunaka i sur.,
2000.). Za biolosku aktivnost ove sku-
pine spojeva vazni su razli¢iti fizikalno-
kemijski ¢imbenici kao Sto su primarna
struktura, molna masa, razgranatost,
konformacija, naboj polimera, toplji-
vost, dimenzije Ccestica netopljivih
p-glukana (Tzianabos, 2000., Vetvicka,
2001., Hromadkova i sur., 2003.). Jos
uvijek nije dovoljno razjasnjeno koja
je struktura potrebna za bioloSku ak-
tivnost B-glukana. Neki autori navode
da je trostruka uzvojnica bioloski naj-
aktivnija konformacija (Bohn i BeMi-
ller, 1995., Ha i sur., 2002.), dok drugi
smatraju da struktura uzvojnice nema
nikakvog utjecaja na aktivnost (Kulicke
isur., 1997.).

U ovom radu posebna je paznja
posvecena primjeni iskoriStenog piv-
skog kvasca kao sirovine za proizvod-

nju P-glukana i njegovih derivata. U
veéini hrvatskih pivovara najvedi dio
iskori$tenog pivskog kvasca, zaostalog
nakon proizvodnje piva, ispusta se u ot-
padne vode Sto dovodi do oneciSc¢enja
prirodnih vodotokova organskim ma-
terijalom. Primjena je pivskog kvasca
kao krmiva na granici rentabilnosti. Is-
tovremeno mnogi sastojci njegove bio-
mase, medu kojima je i -glukan, mogu
posti¢i visu cijenu od samog kvasca.
Osim izravne primjene u raznim
podrudjima, izolirani se 3-glukan moze
preraditi i u druge proizvode koji imaju
veliku komercijalnu vrijednost.

Bioloska aktivnost razlicitih B-glukana

Objavljen je niz radova o [-glu-
kanima i njihovim derivatima koji
se spominju kao komercijalno i
klini¢ki zanimljivi pripravci s brojnim
mogucnostima medicinske primjene
(Gardiner, 2000., Gardiner i Carter,
2000., Tzianabos i sur., 2000., Vetvicka,
2001., Zekovic¢ i sur., 2005.). Bioloske
aktivnosti $-glukana su ukratko prika-
zane u tablici 2.

Prema procjeni Svjetske zdravst-
vene organizacije (engl. World Health
Organisation, WHO) zbog ocekivanog
produljenja zivotnog vijeka, ali i
povecanja zagadenja okoliSa, tijekom
sljedeca dva desetljeca ocekuju se epi-
demijski razmjeri porasta ucestalosti
malignih kao i drugih civilizacijskih
bolesti (Kath i Kulicke, 1999.). Cinjenica
je da brojni stresovi, kao i nezdrava
prehrana slabe imunosni sustav Sto
pogoduje nastanku bolesti. Stoga se
sve viSe istrazuju djelatne tvari koje
mogu modificirati tjelesne obrambene
mehanizme, a takve tvari farmakoloski
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su klasificirane kao imunomodulatori
ili modifikatori bioloskog odgovora
(engl. biological response modifiers,
BRMs). U ovu skupinu spojeva spadaju
i p-glukani (Tokunaka i sur., 2000.,
Tzianabos i sur., 2000.).

Mehanizam djelovanja (-(1—3)-
glukana je povecanje imunokompe-
tencije domacina putem sistemske
aktivacije imunoloSkog sustava cime
se pojacavaju nespecificni obrambeni
mehanizmi domacdina. Time se ujedno
postiZe alternativni ucinak neklinickoj
uporabi antibiotika. Ovo je osobito
vazno obzirom na porast broja bak-
terija rezistentnih na odredene anti-
biotike (Walsh i Fanning, 2008., Bar-
ton, 2000.) te na rezidualne antibiotike
prisutne u hrani (Cerniglia i Kotarski,
1999.). Bududi da je u Europskoj Uniji
od sijecnja 2006. godine zabranjeno
koriStenje antibiotskih promotora ras-
ta u uzgoju zivotinja postoji potreba
za adekvatnom zamjenom koja ce
osigurati visoku proizvodnost i dobro
zdravstveno stanje.

Mnoga su istrazivanja pokazala
postojanje jake imunostimulacijske
aktivnosti $-glukana njegovom prim-
jenom kod velikog broja razlicitih orga-
nizama, ukljucujudi insekte (Chenisur.,
1999., Wilson i sur., 1999., Ma i Kanost,
2000.), gujavice (Vetvicka, 2001.), ribe
(Cook i sur., 2003.), rakove (Suphan-
tharika i sur, 2003.), pilice, miSeve,
Stakore, kunice, zamorcice, ovce, svinje
i goveda (Vetvicka, 2001.), a i covjeka
(Keller, 2000., Gardiner, 2000., Gardiner
i Carter, 2000., Vetvicka, 2001., Brown i
Gordon, 2003.). Vecina eksperimental-
nih podataka dobivena je istraZivanjem
razlic¢itih ~zivotinjskih modela, dok

se o imunostimulaciji [-glukanom u
covjeka zna relativno malo (Vetvicka,
2001.).

Sposobnost reguliranja imunolos-
kog sustava smatra se najvaznijom
bioloskom aktivnos¢u (-glukana, bu-
dudi da je s ovom aktivnoséu usko
povezana vecina njegovih ucinaka
(Gardiner, 2000., Gardiner i Carter,
2000.). Kao objasnjenje imunoregulacije
B-glukanom najcesce se spominje nje-
gov utjecaj na makrofage. Makrofagi
zapocinju i reguliraju imunoloske pro-
cese, ili izravno fagocitozom ili neiz-
ravno tako $to prikazuju epitope an-
tigena na vlastitoj povrsini kako bi se
mogli vezati T i B-limfociti koji poticu
efektorsku reakciju, ovisno o vrsti pri-
kazanog antigena (Keller, 2000.).

U literaturi je opisano viSe nacina
primjene 3-glukana. Pripravci se glu-
kana u veterinarskoj i humanoj upora-
bi mogu primijeniti potkozno, oralno,
intranazalno ili parenteralno (Wheat-
croft i sur.,, 2002.). Oralna primjena
je svakako zanimljiva zbog svoje
prakticnosti i mogucnosti tretmana u
mnostvenoj proizvodnji. Pri oralnoj
primjeni {3-1,3-glukan ne podlijeze
promjenama u Zzelucu jer je otporan
na kiselinu, a osim toga u crijevima
nema enzima za njegovu razgradnju
u monosaharide ili disaharide koji bi
se mogli apsorbirati kroz crijevne sti-
jenke. S druge strane, makrofagi koji
se nalaze u crijevnoj sluznici imaju
odgovarajuce receptore i mogu vezati
Cestice [-1,3-glukana, nakon cega sli-
jedi aktivacija ovih stanica. Kasnije
makrofagi migriraju do Payerovih
ploca, izluc¢uju citokine i tako induci-
raju imunosnu reakciju.
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Primjenom [3-1,3-glukana znatno
se povecava proliferacija makrofaga,
fagocitoza i sekrecija protupalnih ci-
tokina i to podjednako u Zivotinja
i covjeka. Makrofagi osoba koje su
primile 3-1,3-glukan pokazali su bolju
citoliticku aktivnost prema stanicama
tumora u odnosu na osobe koje nisu
tretirane (Keller, 2000.).

Zahvaljujudi stimulaciji imunosnog
sustava, 3-1,3-glukan ima antiinfekcij-
ski ucinak i pokazuje antimikrobno
djelovanje prema razli¢itim patogenim
mikroorganizmima (bakterijama, kvas-
cima i virusima) kao Sto je prikazano
u tablici 3. Osim preventivne funkcije,
p-glukani mogu usporiti tijek ve¢ ranije
uznapredovalih infekcija te smanyjiti
rizik od postoperativnih infekcija (Kim
isur., 2006.).

Postoji sinergisticko djelovanje 3-glu-
kana s antibioticima te je njegovom
primjenom moguce smanjiti potrebnu
koli¢cinu  konvencionalnih  antibio-
tika. U kombinaciji s uobicajenim an-
tibioticima [-glukan se moze koris-
titi u lijeenju niza bolesti (Vetvicka
i sur, 2002.). Takoder je dokazano
sinergisticko djelovanje [B-glukana s
antifungalnim lijekovima (Ber, 1997,
Gardiner, 2000.).

-1,3-glukan se moze koristiti i kao
adjuvant u kombinaciji s antiinfek-
tivnim i antineoplasticnim agensima,
radioterapijom, pripravcima koji se
primjenjuju povrsinski i raznim nutri-
jentima (Ber, 1997.). Biolosku aktivnost
imaju ne samo topljivi, ve¢ i netopljivi
p-glukani (Vetvicka, 2001.). Netopljivi
p-glukani mogu posluZiti kao sirovine
za razli¢ite postupke derivatizacije,
¢ime se dobivaju topljivi derivati po-

godniji za neke oblike primjene (Wil-
liams i sur., 1992.). Moguca je i imu-
nostimulacija primjenom netopljivih
pripravaka B-glukana (Hunter, 2002.),
pri ¢emu je tijekom proizvodnje vazno
posti¢i male dimenzije cestica prip-
ravka, koje odgovaraju dimenzijama
odgovaraju¢ih receptora. Aglomeri-
ranje Cestica netopljivog [-glukana
takoder moze nepovoljno utjecati na
njegovu aktivnost (Hunter, 2002.). Sto-
ga je pri definiranju fizikalno-kemijskih
svojstava pojedinih netopljivih prip-
ravaka potrebno istraziti i raspodjelu
Cestica po velicini. Dimenzije i mikros-
kopska morfologija cestica {3-glukana
ovise o tehnoloskim postupcima primi-
jenjenim tijekom izolacije te odabranoj
metodi i tehnoloSkim parametrima
susSenja i usitnjavanja (Hunter, 2002.,
Hromadkova i sur., 2003.).

Primjena u veterinarskoj
medicini i proizvodnji
krmiva

S obzirom da {-glukan djeluje na
brojne vrste (Vetvicka, 2001.) vaZno
podrudje primjene stoga moze biti i na
trzistu dodataka krmivima i veterinar-
skih lijekova koji se rabe za gospodar-
ski znacajne vrste domacih Zivotinja.

Prilikom intenzivnhog uzgoja pe-
radi, goveda, riba i rakova uporabom
f-glukana kao aditiva u krmivima
smanjuje se pojava infekcija, ¢ime se
poboljsava rast i smanjuje potreba za do-
datkom antibiotika (Keller, 2000., Hayen i
Pollmann, 2001., Wheatcroft i sur., 2002.).

Istrazivanja tvari koje nespecificno
djeluju na imunoreakcije postaju sve
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Slika 1. Kemijska struktura B-glukana u kvascu Saccharomyces cerevisiae (1zvor: Kath i Kulicke, 1999.)
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Slika 2. Sastav i struktura stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae (Izvor: Osumi, 1998.)

znacajnija i sa stajaliSta veterinarske med-
icine. Sve vise se komercijalno vaznih
Zivotinja uzgaja u stresnim uvjetima i
poticanje njihovog imuniteta komercijal-
nim imunostimulansima moZe izrazito
smanjiti smrtnost induciranu bolestima
vezanim uz stres.

U zivotinja, glukani su testirani ne
samo kao specificni stimulansi, ve¢ i
kao dodatak trenutno koriStenim cje-
pivima (Vetvicka, 2001.). Nikl i All-
bright (1993.) su opisali mogucénost
stimulacije imunoloskog sustava riba
iz porodice Salmonidae i pojacavanja
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Stanicne stijenke kvasca (oko 20% s.tv.)
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Slika 3. Shema postupaka izolacije B-glukana iz iskoriStenog pivskog kvasca

djelovanja cjepiva {-glukanima izoli-
ranim iz visih gljiva (skleroglukanom
i Sizofilanom) koji su sadrzavali 3-1,3-
vezan glavni lanac i -1,6-vezanu glu-
kozu. Ova dva spomenuta topljiva
glukana izolirani su iz gljive roda Scle-
rotium, odnosno gljive Schyzophyllum
commune (hrv. obi¢na dvolisnica) po
kojima su i dobili trivijalne nazive.

Imunoloski ucinci Sizofilana omo-
gucuju zastitu od bakterijskih infekcija
u zivotinja, streptokoknih infekcija u
riba i Sendai virusne infekcije u miseva
(Bohn i BeMiller, 1995.).

Opisana je primjena p-glukana
u kombinaciji s vitaminima, u cilju
poboljsanja otpornosti vodenih Zzivo-
tinja (riba, rakova i beskraljeznjaka) te
toplovodnih i hladnovodnih dekora-
tivnih riba (Kiirzinger, 2001.).

Cook i sur. (2003.) su opisali pri-
mjenu komercijalnog imunostimulacij-
skog pripravka EcoActiva™, izoliranog
iz kvasca Saccharomyces cerevisiae. Pri-
pravak je sadrzavao glukan i manan, a
prosjecna velicina Cestica bila je manja
od 1 um. Dodatkom ovog pripravka
peletima hrane koristene u prehrani
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riba vrste Pagrus auratus postignut je
utjecaj na parametre nespecificnog
imuniteta i brzinu rasta, sto sugerira
prednost rutinskog dodavanja ovog
pripravka u riblju hranu.

Hayen i Pollmann (2001.) navode
mogucnost oralne primjene (3-glukana,
izoliranog iz kvasca, kao komponen-
te krmiva u svrhu povedanja rasta Zi-
votinja.

Opisano je protektivno i anti-in-
fektivno djelovanje kvascevog neto-
pljivog B-glukana, istraZzeno in vivo u
miSevima koji su zaraZeni antraksom
(Vetvicka i sur., 2002.). Oralnom prim-
jenom doza od 2 i 20 mg/kg, bez upor-
abe drugih lijekova, postignuto je 100%
prezivljavanje tijekom 10 dana, dok je
u kontrolnoj skupini smrtnost bila 50%.

Izolacija -glukana iz bio-
mase iskoristenog pivskog
kvasca

Stanicne stijenke kvasca Saccharomy-
ces cerevisiae jedan su od najcesc¢ih iz-
vora (1—-3),(1—-6)-p-D-glukana. Cijela
stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces
cerevisiage sadrzi 85-90% polisaharida i
10-15% bjelancevina (Hong i sur., 1994.,
Nguyen i sur, 1998.). Polisaharidni
dio stanicne stijenke ¢ine manan koji
je topljiv u vodi, alkalno-topljivi glu-
kan, alkalno-netopljivi glukan i male
kolicine hitina (Klis, 1997.). Glukanska
komponenta stanicne stijenke kvasca
esto se naziva samo glukan ili kvascev
glukan (engl. yeast glucan). Kemijska
struktura glukana u kvascu Saccharo-
myces cerevisiae prikazana je slikom 1,
dok slika 2 prikazuje sastav i strukturu

stani¢ne stijenke ovog kvasca (Osumi,
1998.).

Kada se govori o izolaciji p-glukana
iz kvasaca, kao sirovina se prvenst-
veno spominje pekarski kvasac Sac-
charomyces cerevisine (Bohn i BeMiller,
1995, Sandula i sur., 1995., Ber, 1997,
Ohno i sur., 1999., Sandula i sur., 1999.,
Ueno, 2000., Hunter i sur., 2002., Jordan
i sur, 2002., Aguilar-Uscanga i Fran-
cois, 2003., Hromadkova i sur., 2003.),
medutim -glukan se moze uspjeSno
izolirati i iz pivskog kvasca (Thanardkit
i sur., 2002., Suphantharika i sur., 2003.,
Thammakiti i sur.,, 2004.; Liu i sur,
2008.). B-glukan izoliran iz stani¢nih
stijenki kvasca moze naci Siroku prim-
jenu u razlic¢itim podrucjima. Izolaci-
jom B-glukana iz sekundarnog proiz-
voda, kao $to je otpadni pivski kvasac,
[-glukan postaje visokovrijedna sirovi-
na za mnoge proizvode na podrudju
medicine, farmacije, kozmetike, vete-
rine i prehrambene industrije.

Postupci izolacije [3-glukana iz piv-
skog kvasca koji su opisani u dostupnoj
literaturi namijenjeni su uglavnom
proizvodnji preparata predvidenih za
primjenu u razli¢itim namirnicama
(Thammakiti i sur.,, 2004., Worrasin-
chai i sur, 2006., Santipanichwong i
Suphantharika, 2007., Liu i sur., 2008.).
Medutim, pripravci se dobiveni iz piv-
skog kvasca mogu primijeniti i za imu-
nostimulaciju, $to je dokazano in vitro
i in vivo u rakova (Wheatcroft i sur.,
2002., Thanardkit i sur., 2002., Suphan-
tharika i sur., 2003.) i riba (Wheatcroft i
sur., 2002.).

Opcenito, pivovare proizvode velike
kolicine pivskog kvasca kao sekundar-
ni proizvod koji se moze koristiti kao
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Tablica 1. Primjeri B-glukana razlicitih struktura, izoliranih iz razli¢itih izvora (Izvor: Stone i Clarke, 2002.)

VRSTA GLUKANA

(OPIS STRUKTURE)

PRIMJERI
Prirodni izvor - trivijalni naziv p-glukana

(1—3]-B-glukani (linearni,
homogeni)

(1-3], (1—>6)-B-glukani  (linearni
s (1—6)-vezanim grananjima

(1-3], (1—=6)-B-glukani  (linearni
s (1—6)-vezanim B-glukozil ili B-
gentobiozil grananjima)

(1-3), (1—6)-B-glukani
razgranata sruktura)

(tzv.

(1—3],(1—4)-B-glukani (linearni)

(1—3),11—4)-B-glukani (linearni
sa (1—4)-B-vezanim B-glukozil
grananjima)

Bakterija Alcaligenes faecalis - kurdlan
Alga Euglena gracilis - paramilon
Poria cocos - pahiman

Vitis vinifera (vinova loza) - kaloza
Americki aris Larix laricina - laricinan

Alga Laminaria sp. - laminarin

Razina snijet Claviceps purpurea - glukan stijenke
Bijela plijesan Sclerotinia sclerotiorum — glukan
stijenke

Smeda alga Eisenia bicyclis - laminarin
Gljiva Lentinula edodes - glukan stijenke

Kvasac Saccharomyces cerevisiae —glukan
stijenke

Gljiva Schizophyllum commune - glukan stijenke
B-glukani Zitarica

Islandski lisaj Cetraria islandica - lihenin

Gljiva bukovaca Pleurotus ostreatus - glukan
stijenke

Tablica 2. Bioloka aktivnost B-glukana (Izvor: Gardiner i Carter, 2000.)

Aktivnost opis |

modulira otpustanje citokina Ciji je cilj borba protiv

Regulacija imunosnog sustava

infekcije
pomaze pri zacjeljivanju rana

modulira funkcioniranje imunosnog sustava

stimulira oslobadanje protutijela, koja oznacavaju

Prototumorsko djelovanje

maligne stanice raka kako bi one bile prepoznate i
unistene

inhibira rast i Sirenje tumora

snizava razinu kolesterola u krvi

Djelovanje na opce zdravlje

poboljsava iskoristavanje glukoze
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Tablica 3. Aktivnost 3-glukana prema nekim patogenim mikroorganizmima

Skupina
patogenih

X Mikroorganizam Referenca
mikroorga-

nizama

Di Luzio i sur. (1979.), Liang i sur. (1998.],
Gardiner (2000.), Chen i Seviour (2007.)

Escherichia coli Gardiner (2000.)
) Bacillus anthracis Vetvicka i sur. (2002.), Chen i Seviour
Bakterije (2007.)

Browder i sur. (1983.), Whittington i sur.
(2005.), Chen i Seviour (2007.)

Hetland i sur. (1998.), Chen i Seviour

Staphylococcus aureus

Streptococcus

Mycobacterium tuberculosis

(2007.)
Kvasci Candida albicans Ber (1997.), Chen i Seviour (2007.)
Paracoccidioides brasiliensis ~ Gardiner (2000.)
Virus hepatitisa Vetvicka (2001.), Chen i Seviour (2007.)
; Ber (1997.), Vetvicka i sur. (2002.), Zhang
Herpes simplex (HSV) our. (2004 ]
Virusi Virus humane imunodefici- Koizumi i sur. (1993.); Ber (1997.), Chen i
jencije (HIV) Seviour (2007.)
Humani papilomavirus (HPV]  Vetvicka (2001.)
Virus gripe Vetvicka (2001.)
Citomegalovirus Vetvicka (2001.)

Tablica 4. Iskoristenja triju postupaka izolacije B-glukana razvijenih u nasem laboratoriju i mase pri-
pravaka B-glukana koje je moguce izolirati iz procijenjene godiSnje proizvedene mase iskoristenog
pivskog kvasca

Moguca godisnja proizvodnja B-glukana

Postupci izolacije Iskoristenja (%)* iz iskoriStenog pivskog kvasca
u Republici Hrvatskoj (t)**

Alkalni 13,64 4774
Alkalno-kiselinski 11,84 4144
Alkalno-kiselinski s

uklanjanjem mano- 8,08 282,8
proteina

* Izrazeno kao postotak izracunat na temelju mase suhe tvari u izoliranim vlaznim pripravcima
B-glukana i mase suhe tvari iskoristenog pivskog kvasca

** Izrazeno kao masa suhe tvari pripravka 3-glukana koja se moze izolirati iz procijenjene godisnje
proizvodnje iskoristenog pivskog kvasca (3500 t suhe tvari kvasca) u Republici Hrvatskoj
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dodatak stoénoj hrani (Mari¢ i Stefanié.,
1987., Hayen i Pollman, 1995., Wheat-
croft i sur., 2002., Cook i sur., 2003.),
suha aktivna biomasa ili sirovina za
proizvodnju  kvaScevog  ekstrakta
(Sucher i sur., 1975.). Veéina se kvasca
prodaje nakon toplinske inaktivacije ili
se smatra industrijskim otpadom.
Primjena je pivskog kvasca kao
krmiva na granici rentabilnosti. Istovre-
meno, mnogi sastojci iskoriStene bio-
mase, a medu njima i p-glukan, mogu
postic¢i visu cijenu od samog kvasca.
Osim izravne primjene u raznim
podrudjima, izolirani se B-glukan moze
dalje preraditi i u druge proizvode
puno vece komercijalne vrijednosti.
Kao pokusaj rjeSavanja proble-
ma gospodarenja otpadnim pivs-
kim kvascem, istodobno povecanjem
profitabilnosti procesa proizvodnje
piva, u sklopu tehnologijskog pro-
jekta provedenoga na Zavodu za bio-
kemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, razvijeni su razliciti postupci
izolacije B-glukana iz iskoriStenog piv-
skog kvasca (http://tprojekti.mzos.hr/
prikaz_det.asp?offset=120&ID=3033).
Primijenjena su tri postupka izolacije
netopljivog (3-glukana: alkalni, alkalno-
kiselinski i alkalno-kiselinski postupak
s uklanjanjem manoproteina.
Iskoristenja spomenutih postupaka
prikazana su u tablici 4. Zbog postupka
zastite intelektualnog vlasnistva au-
torima nije dopusSten detaljni opis
triju razli¢itih procesa izolacije te je
predocena samo pojednostavljena she-
ma primijenjenih postupaka (slika 3).
Izolirani su pripravci osuseni
razlicitim metodama i optimirani su

parametri suSenja u cilju proizvodnje
Cestica s dimenzijama odgovarajuc¢im
za postizanje optimalne bioloske ak-
tivnosti. Testovima provedenim in
vitro dokazana je stimulacija proiz-
vodnje TNF-a koja je postignuta izoli-
ranim preparatima nakon liofilizacije i
suSenja rasprsivanjem (Petravi¢ Tomi-
nac, 2008.).

Uz vaznost potvrdivanja bioloske
aktivnosti dobivenih preparata, pri
razmatranju procesa izolacije potrebno
je osvrnuti se na ekonomsku (tablica
4) i ekolosku opravdanost proizvod-
nje B-glukana iz biomase iskoristenog
pivskog kvasca. Prosjecna proizvodnja
piva u Hrvatskoj iznosi oko 3,5 milijuna
hL, stoga koli¢ina iskoristenog pivskog
kvasca koja se godisnje proizvede od-
govara oko 3500 tona suhe tvari. Pivo-
vare koje su locirane blize tvrtkama
za proizvodnju stotne hrane i des-
tilerijama zbog transportnih troSkova
~prepustaju” proizvedeni pivski kva-
sac tim tvrtkama kao sporedni proiz-
vod. Obzirom na navedenu procjenu
godisnje proizvodnje pivskog kvasca,
primjenom spomenutih postupaka izo-
lacije mogla bi se godisnje proizvesti
masa 3-glukanakojabiodgovarala282,8
—477,7 tona suhe tvari, ovisno o primi-
jenjenom postupku izolacije i stupnju
prociSéavanja (-glukana postignutom
u pojedinim procesima. Vazno je na-
glasiti da -glukan moZe postici vecu
komercijalnu vrijednost nego sam piv-
ski kvasac. Zbog viSestruke moguce
primjene B-glukana, visoke cijene koju
moze posti¢i kao i njegove deficitar-
nosti na svjetskom trziStu, u prvom
redu uzrokovane velikom potraznjom,
ocito da bi se proizvodnjom B-glukana
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iz iskoristenog pivskog kvasca mogle
dodatno zaraditi ogromne svote novca.
ustracije radi, dovoljno je spomenuti
da se pakiranje koje sadrzi ukupno 12
g kvasScevog [(-glukana namijenjenog
za ljudsku uporabu prodaje po cijeni 29
EUR.

Zakljucak

Iz navedenih podataka moze se
zakljuciti da se izolacijom [-glukana
iz iskoristenog pivskog kvasca moze
maksimalizirati ukupna profitabil-
nost procesa proizvodnje piva. Stoga
koriStenje pivskog kvasca kao sirovine
za proizvodnju (-glukana predstavlja
tehnoloski i ekonomski prihvatljiv iz-
bor za pivovare.

Sazetak

B-glukani se u prirodi mogu nadi u
razli¢itim prirodnim izvorima i velik
broj istrazivanja pokazao je njihove jake
imunostimulacijske uc¢inke u razlicitim
organizmima. f-glukani mogu nadi
primjenu u medicini i farmaciji, pre-
hrambenoj, kozmetickoj i kemijskoj in-
dustriji, kao i u veterinarskoj medicini
i u proizvodnji krmiva. IskoriSteni se
pivski kvasac, dobiven pri proizvodnji
piva kao sekundarni proizvod, moZze
koristiti kao sirovina za izdvajanje
B-glukana. Unatoc¢ cinjenici da se ve-
like koli¢ine pivskog kvasca koriste kao
krmivo, odredene se kolicine jos uvijek
tretiraju kao tekuc¢i otpad. B-glukan
je jedna od komponenata koja moze
posti¢i vecu komercijalnu vrijednost
nego sam pivski kvasac te tako moze

maksimalizirati ukupnu profitabil-
nost procesa proizvodnje piva. Stoga
proizvodnja {-glukana, kao i drugih
visokovrijednih proizvoda baziranih
na (-glukanu, iz iskoriStenog pivskog
kvasca predstavlja isplativ tehnoloski i
ekonomski izbor za pivovare.

Ovaj pregledni rad je proizasao iz vla-
stitih  istrazivanja u okviru tehnologij-
skog projekta TP-01/0058-12 .Postupak

izolacije P-glukana iz kvasceve biomase”
MZOS RH provedenog na Zavodu za
biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Za-
grebu (http://tprojekti.mzos.hr/prikaz_det.
asp?offset=120&ID=3033), a rezultati ovih
istrazivanja bit ¢e primijenjeni u podrudju
biomedicine u okviru znanstvenog projekta
Zavoda za biologiju Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu: .Kolidiareja i kolien-
terotoksemija prasadi: mukozna imunost i
imunomodulacija” (053-0532265-2255).
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Spent brewer’s yeast — a raw material for isolation of
B-glucan applicable in biotechnology and biomedicine

Vlatka PETRAVIC—TOMINAC, Graduate Biotechnology Engineer, Ph.D., Se-
nior Assistant; Vesna ZECHNER-KRPAN, Graduate Biotechnology Engineer,
Ph.D., Associate Professor; Bozidar SANTEK, Graduate Biotechnology Engineer,
Ph.D., Full Professor, Faculty of Food Technology and Biotechnology, Croatia;
Sinisa SRECEC, Graduate Engineer, College Professor, Krizevci College of Agri-
culture, Croatia; Daniel SPOLJARIC, DVM, Assistant; Hrvoje VALPOTIC, DVM,
Ph.D., Senior Assistant, Maja POPOVIC, DVM, Ph.D., Associate Professor, Ivica
VALPOTIC, Graduate Biology Engineer, Ph.D., Full Professor, Faculty of Veteri-

nary Medicine, Zagreb, Croatia

Different (3-glucans are found in a
variety of natural sources such as yeast,
mushrooms, barley as well as oat, and
a great body of research showed their
strong immunostimulatory effect. They
have potential use in medicine and
pharmacy, food, cosmetic and chemi-
cal industries, as well as in veterinary
medicine and feed production. Yeast-
derived -glucans showed their strong
immunomodulatory function. Spent
brewer’s yeast, a by-product of beer
production, could be used as a raw-
material for isolation of {-glucan. In

spite of the fact that large quantities
of brewer’s yeast are used as feedstuff,
certain quantities are still treated as lig-
uid waste. [3-glucan is one of the com-
pounds that can achieve a greater com-
mercial value than brewer’s yeast itself
and maximize the total profitability of
the brewing process. Therefore, pro-
duction of -glucan from spent brew-
er’s yeast, as well as other high-valued
products based on B-glucan, would
represent a payable technological and
cost-efficient choice for breweries.
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Sismisi

bioloski rezervoari i potencijalni prijenosnici

lyssavirusa

L. Pavlinié, Z. Ca¢, Ivana Lojki¢, Maja Dakovi¢, T. Bedekovic i M. Lojki¢

Evolucija SiSmisa

Latinski naziv ove skupine sisavaca
— Chiroptera - upucuje na osnovnu kara-
kteristiku ove skupine — letenje. Let
pojedinim vrstama $iSmisa omogucuje
i znatne sezonske migracije pa su tako
kod vrste Pipistrellus nathusii (Sumski
patuljasti $iSmiS) u vezu dovedene
migracijske rute ove vrste s pojavama
slucajeva bjesnoce u Francuskoj (Bros-
set, 1990.). Unutar 4600 poznatih vrsta
sisavaca, vise od 1000 vrsta (gotovo
Cetvrtina) otpada na SiSmiSe, koji su
podijeljeni na dva podreda: Megachi-
roptera (svega 166 vrsta) i Microchi-
roptera (viSe od 800 vrsta). lako su
fosilni ostaci SiSmiSa rijetki, sigurno je
da su $iSmisi, veoma nalik danasnjima,
postojali ve¢ u periodu Eocena, prije 52
milijuna godina. Prate¢i odgovarajuce
davno podrijetlo virusa, koji su nadeni
u $iSmisima, jasno je da se radi o dugoj

povijesti usporednog razvoja (kospeci-
jacije) (Calisher i sur., 2006.).

Hibernacija

Si¥misi umjerenog pojasa, medu
koje pripadaju i svi europski pa tako i
hrvatski $iSmiSi, suocavaju se tijekom
zime ne samo s niskim temperaturama
i nepovoljnim vremenskim uvjetima,
vecisnedostatkom izvora hrane — kuk-
cima. Da bi prezivjeli ovo nepogodno
razdoblje §iSmisi su razvili jo$ jednu u
nizu posebnih prilagodbi koju naziva-
mo hibernacijom. Tijekom hibernacije
tjelesna je temperatura SiSmisa svega
nekoliko stupnjeva iznad temperature
okolisa, i upravo se zbog toga vecina
vrsta tijekom zime sklanja u podzemlje.
Uvjeti su za hibernaciju tamo idealni, s
obzirom da su temperature postojano
niske — izmedu 8 i 12 °C. Medutim,
utjecaj hibernacije na patogenezu i tra-

Dr. sc. Igor PAVLINIC, znanstveni novak, Hrvatski prirodoslovni muzej, Zagreb; dr. sc. zeljko,CAC, dr.
vet. med., znanstveni suradnik, dr. sc. Ivana LOJKIC, znanstvena surad,nica, Maja DPAKOVIC, strucna
suradnica, Hrvatski prirodoslovni muzej, Zagreb; Tomislav BEDEKOVIC, dr. vet. med., asistent, dr. sc.
Mirko LOJKIC, dr. vet. med., redoviti profesor, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb
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jnost virusnih infekcija nije do sada de-
taljno istrazen (Calisher i sur., 2006.).

Eholokacija

Let i lov u mraku $iSmisima omo-
gucuje orijentacija pomocu zvucnih
signala. Simisi iz podreda Microchi-
roptera, u koje pripadaju i sve hrvatske
vrste, jedini su kopneni sisavci koji
proizvode ultrazvuk pa temeljem pro-
mjena u vremenu i znacajkama povrat-
nih signala stvaraju ,zvuénu” sliku
prostora, koja im omogucuje navigaci-
ju. Jedna od zabluda vezana za SiSmisSe,
a koja proizlazi iz ¢injenice da su go-
tovo svi aktivni iskljuc¢ivo nocu, jest
da $iSmisi nemaju oci, Sto dakako nije
tocno. Naime, svi $iSmisi imaju dobro
razvijene o¢i, koje koriste i prilikom
navigacije i prilikom lova, npr. u sum-
rak. Iako neke ptice i nekoliko vrsta
SiSmisa iz podreda Megachiroptera
koriste primitivnu eholokaciju, stupan;
evolucije ziv€anog i miSi¢nog sustava,
koji $iSmiSima omogucuju nevjerojatno
snalazenje u mraku, jedinstven je u
zivotinjskom svijetu. Osim orijentacije
u prostoru, tijekom lova na plijen, koji
je nerijetko svega nekoliko milimetara
velik, $iSmi§ mora odrediti njegov ob-
lik, udaljenost te brzinu i smjer kretan-
ja. Eholokacijski signali proizvode se u
zdrijelu pomo¢u abdominalnih misica
i prolaze kroz usta ili nosnice SiSmisa
(Neuweiler, 2000.). Proizvodnja ovih
izuzetno glasnih zvukova (80 do 110
dB na udaljenosti od 1 m) moZe imati
za posljedicu izbacivanje sitnih kapljica
sline ili sluzi, to bi omogucéilo prijenos
virusa medu jedinkama u neposred-

noj blizini (Calisher i sur., 2006.). Ova
se hipoteza ¢ini moguca tim viSe, Sto
je kod vrste Tadarida brasiliensis virus
bjesnoce izdvojen upravo iz sline (Con-
stantine i sur., 1972.).

Prehrana

Svi se 8iSmisi u Europi pa tako i
u Hrvatskoj, hrane isklju¢ivo kuk-
cima te imaju nezamjenjivu ulogu u
regulaciji njihove brojnosti. Ovisno o
veli¢ini i stani$tu koje koriste, $iSmisi
love musice velike svega nekoliko
milimetara, komarce, nocne leptire,
pauke, stonoge, vodene kukce i njihove
licinke, ali i najvece trcke i strizibube.
Tijekom lova koriste se eholokacijom
pomocu koje lociraju plijen i odreduju
njegovu udaljenost i veli¢inu. Napad u
zraku najcesce je potpomognut krilom
ili repom, kojim zadrzavaju kukca prije
nego li ga ugrizu.

Zajednicka evolucija predatora i pli-
jena dovela je i do razvoja obrambenih
mehanizama kod kukaca. Tako su
neke vrste no¢nih leptira razvile pose-
ban slusni organ osjetljiv na frekven-
cije eholokacijskih signala SiSmisa,
koji im omogucuje da ..Cuju” SiSmisa i
pokusaju izbjedi njegov napad.

Osim kukcima, $iSmisi se diljem svi-
jeta hrane najrazlicitijom hranom koja
ukljuCuje sitne sisavce, vodozemce,
ribe, ptice, druge SiSmise i krv
toplokrvnih Zivotinja. Megachiroptera
se hrane iskljucivo hranom biljnog po-
drijetla kao npr. plodovima voca i nek-
tarom. Ovakva raznolikost prehrane
otvara i brojne mogucnosti prijenosa
virusa sa SiSmisa na druge zivotinje

VETERINARSKA STANICA 40 (5), 297-304, 2009.



Sismisi - bioloski rezervoari i potencijalni prijenosnici lyssavirusa

pa cak i neposredno na ljude. I dok je
mogucnost da na odbacenim dijelovi-
ma vec¢ih kukaca bude ostataka sline
preko koje bi se mogle zaraziti druge
zivotinje mala, zanimljivi su rezultati
dobiveni prate¢i nedavne epidemije
SARS-a u Kini te drugih virusnih infek-
cija u Maleziji i Australiji, a koje su ned-
vojbeno povezane sa $iSmiSima (Dob-
son, 2005.). Nedvojbeno je utvrdena
veza izmedu polupojedenih plodova
voca (od strane Megachiroptera) i
zarazenih zivotinja i ljudi, koji su takve
plodove koristili za hranu.

Imunologija

Imunoloski sustav SiSmisa nedo-
voljno je istrazen i mnogo je vise pitanja
nego odgovoravezanih za ovo podrudje.
Jedno je od vaznijih pitanja zasto po-
jedini virusi inficiraju i prezivljavaju
u SiSmisima koji su naizgled zdravi,
dok su ti isti virusi smrtonosni kako
za ljude tako i za ostale kraljeznjake.
Neki znanstvenici smatraju da mogudi
odgovor lezi u u davnom evolucijskom
odvajanju $iSmisa, Sto im je omogucilo
kvalitativne i kvantitativne prednosti
u odnosu na, primjerice, glodavce
i primate, ¢iji su imunoloSki meha-
nizmi dobro istrazeni. Osim $to im se
imunoloski sustav znatno razlikuje od
onog ostalih sisavaca i kraljeznjaka, vrlo
je vjerojatno da se i unutar same sku-
pine, zahvaljujuci velikoj raznolikosti
vrsta, imunoloski odgovor na virusne
infekcije razlikuje. Ova mogucnost
dodatno naglasava vaznost detaljnijih
istrazivanja imunoloskih mehanizama
u SiSmiSa, koji bi mogli biti izuzetno

vazni u lije¢enju i prevenciji virusnih
bolesti kod sisavaca i covjeka.

Virusi nadeni u sismisima
Zasigurno najpoznatiji i najistra-
Zeniji virus, koji se dovodi u vezu
sa S§iSmiSima, jest virus bjesnoce.
Opisi simptoma bolesti, koji odgov-
araju bjesnoci, sezu u daleku ljudsku
proslost te su ve¢ tada dovodeni u
izravan odnos s ugrizima Zzivotinja.
Upravo su istrazivanja bjesnoce u 19.
stolje¢u postavila temelje moderne vi-
rologije i imunologije. Virus bjesnoce
je jednolancani RNK virus iz porodice
Rhabdoviridae, rod Lyssavirus. Do da-
nas je poznato 7 razli¢itih RNA geno-
tipova lyssavirusa. Rabies virus (RABYV,
genotip 1) ukljucuje sve klasicne sojeve
virusa bjesnoce rasirene diljem svi-
jeta (Bowen-Davies i Lowings, 2000.).
Genotipovi 2-7 su virusu bjesnoce
srodni virusi (rabies-related viruses):
Lagos bat virus (LBV, genotip 2), Mokola
virus (MOKY, genotip 3), Duvenhage vi-
rus (DUVYV, genotip 4), European bat lys-
savirus 1 (EBLV-1, genotip 5), European
bat lyssavirus 2 (EBLV-2, genotip 6) i
Australian bat lyssavirus (ABLV, genotip
7) (Davis i sur., 2005.). Genotipovi 2-4
podrijetlom su s africkoga kontinenta,
s tim da su izvorni nositelji genotipova
214 siSmisi, a genotipa 3 mali glodavci
(King i Crick, 1988.). Genotipovi 51i 6
utvrdeni su kod SiSmisa u zemljama
zapadne i istotne Europe (Schneider
i Cox, 1994.), a genotip 7 dokazan je
u australskih $ismisa (Gould i sur,
1998.). Novijim istraZivanjima SiSmisa
na podrudju Kavkaza i srediSnje Azije
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L Slika 1. Filogenetsko
TV AT SR stablo temeljeno na nuk-
L leotidnoj sekvenci dijela
N gena nekih europskih
izolata virusa bjesnoce
Sismisa, pomodu
metode ,spajanja sus-
jeda” (neighbor-joining).
ek b Sekvence su prikupljene
17 iz banke gena [(http://
Y L LA www.nchi.nlm.nih.gov/
A AR Genbank). Nazivi izolata
Rt objedinjuju naziv virusa,
Sifru izolata iz genske
banke i drzavu gdje je vi-
rus izdvojen

(Botvinkin i sur.,, 2003.) izdvojena su  Kraljevstvu 5, Ceskoj 4, Svicarskoj 3,
jos tri dodatna genotipa lyssavirusa, Slovackoj 2 te u Madarskoj samo jedan
S$to otvara mogucnost njihova Sirenja u  slucaj.
dijelove Europe (Freuling i sur., 2008.). Do sada su europski genotipovi
Svi genotipovi virusa srodnih vi- lisavirusa (EBL-1 i EBL-2) izdvojeni
rusu bjesnoce, osim Lagos bat virusa, samo iz uginulih §iSmiSa, ili iz onih koji
uzrokuju smrtonosnu bolest u covjeka, su se neuobicajeno ponasali (paraliza,
koja se klinicki ne razlikuje od bjesnoce  nemogucnost letenja, letargija).
uzrokovane klasi¢nim virusom (Bow- Vaznost bjesnoce koja se prenosi sa

en-Davies i Lowings, 2000.).

§iSmiSa ocita je, ako se zna, da su in-

U Europi je do 1989. godine bjesnoca  fekcije s EBLV-1 i EBLV-2 bile uzrokom
u $iSmiSa bila ograni¢ena samonaneko-  Cetiri dosad zabiljeZena smrtna slucaja
liko sporadi¢nih slucajeva. No, potom  kod ljudi (Davis i sur., 2005.) od kada
je doslo do masovnije pojave slucajeva je 1954. godine u Njemackoj utvrden
u Nizozemskoj, Danskoj i Njemackoj, prvi slucaj bjesnoce u SiSmisa (Freul-
a znatno manje na podrudjima jos 10 ing i sur., 2008.). U Finskoj je 1985. go-
drugih drzava. Prema podatcima Eu- dine ugriznim ranama zadobivenim
ropskog centra za istrazivanje i nadzor od $iSmisa podlegao jedan Svicarski
bjesnoc¢e u Tiibingenu, u razdoblju od biolog. Tada je prvi puta potvrdeno
1977. do 2007. godine u Nizozemskoj da se radilo o virusu bjesnoc¢e EBLV-2.
je bjesnoca u Sismisa dokazana u 293  Sljede¢i potvrdeni smrtni slucaj zbog
slucaja, Danskoj 229, Njemackoj 196, EBLV-2 dogodio se u Skotskoj 2002.
Poljskoj 64, Francuskoj 29, Spanjolskoj ~ god. U Ukrajini je 2007. godine takoder
20, Ukrajini 12, Rusiji 8, Ujedinjenom  prijavljen jedan slucaj, ali nije laborato-
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rijski potvrden (Duggal, 2007.). Prijenos
nekog od virusa na ostale kraljezZnjake
zabiljezen je samo u rijetkim slucajevima
isklju¢ivo genotipom EBLV-1, koji je
utvrden kod 5 ovaca u Danskoj i jedne
kune bjelice u Njemackoj (Davis i sur.,
2005.). Tijekom godina istrazivanja u
Europi je do 2006. godine zabiljeZzeno
vise od 830 slucajeva $iSmiSa zarazenih
virusom bjesnoce (Miiller i sur., 2007.),
veéina od kojih odgovara genotipu
EBLV-1, a tek je 15 $iSmisa bilo zarazeno
genotipom EBLV-2 (Freuling i sur,
2008.). Najvise slucajeva bjesnoce u
$iSmiSa dokazano je u vrste Eptesicus se-
rotinus. EBLV-2 je zabiljezen samo kod
dvije vrste — rije¢nog (Myotis dauben-
tonii) i mocvarnog (Myotis dasycneme)
SiSmisa u Nizozemskoj, évicarskoj i
Engleskoj, a najnoviji je nalaz ovog
genotipa potvrden kod M. daubentonii
u Njemackoj (Freuling i sur., 2008.). Do
ovoga nalaza Nizozemska je bila jedina
zemlja u kojoj su zabiljezena oba geno-
tipa virusa bjesnoce (Van der Poel i sur.,
2005.).

Na globalnoj razini godisnja procje-
na osoba umrlih od bjesnoce krece
se oko 55000, pri ¢emu je udio tipova
virusa koji su povezani sa SiSmiSima
gotovo zanemariv (Calisher i sur,
2006.). Virus bjesnoce prenosi se medu
sisavcima najcesce preko ugriza bole-
sne Zivotinje u cijoj se slini nalazi virus,
Sto je osnovni razlog zasto se jedna od
tri vrste $iSmiSa koji se hrane krvlju, a
obitava u Juznoj Americi (vrsta Desmo-
dus rotundus) igra donekle vaznu ulogu
u prijenosu virusa bjesnoce na stoku
(Calisher i sur., 2006.).

Od drugih virusa koji se povezuju
sa SiSmiSima, a ne odnose se na europ-

ski kontinent, od znacaja su virusi roda
Henipavirus — Hendra i Nipah virusi, za
koje se prirodnim rezervoarima smatra-
ju vrste Megachiroptera iz roda Pteropus,
poznatiji kao letece lisice (Calisher i sur.
2006.). Hendra virus bio je odgovoran
za smrt nekolicine ljudi i konja tijekom
1994. godine u Australiji. Nipah je virus
uzrokovao veliku epidemiju u svinja i
u ljudi na Malajskom poluotoku — dvije
vrste SiSmiSa iz roda Pteropus dove-
dene su u izravnu vezu s ovim viru-
som. Postoji jos citav niz virusa za koje
se smatra da su u neposrednoj vezi sa
$iSmisima (ve¢inom Megachiroptera) od
Menenagle i Tioman virusa (porodica
Paramyxovirida, rod Rubulavirus) preko
SARS-CoV (porodica Coronaviridae),
koji je tijekom 2002. i 2003. godine bio
uzrokom smrti vise od 700 ljudi pa do
raznih tipova virusa Ebola.

Godine 1985. u Europi se pristu-
pilo sustavnom pretrazivanju SiSmisa
na bjesnocu. Opsezna viSegodisnja
istrazivanja rezultirala su nalazima vi-
rusa bjesnoce kod $iSmisa u vedini eu-
ropskih zemalja u kojima se provodi
organizirani nadzor te bolesti. Potaknut
rezultatima nalaza dobivenim u poje-
dinim europskim drzavama, Hrvatski
veterinarski institut u Zagrebu je 1986.
godine, od tadasnjeg Zavoda za zastitu
prirode, dobio odobrenje za hvatanje i
pretrazivanje SiSmiSa na bjesnocu. No,
zbog nastalih ratnih okolnosti, u tom je
kratkom periodu pretraZeno svega 30-
ak SiSmiSa vrste E. serotinus, pri ¢emu
virus bjesnocde nije utvrden niti u jed-
nom slucaju. Uspostavom suradnje
strucnjaka iz Hrvatskog prirodoslovnog
muzeja (HPM) i Hrvatskog veterinar-
skog instituta (HVI) uslijedio je nas-
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tavak istraZivanja pa su koncem 2008.
i pocetkom 2009. godine pretrazivani
$isSmisi prikupljeni tijekom viSegodisnjih
terenskih istrazivanja, a koja se provode
u sklopu inventarizacije faune SiSmisa
u Hrvatskoj. U sklopu te akcije do sada
je na bjesnocu pretrazeno ukupno 98
$iSmiSa iz rodova Miniopterus, Myotis,
Rhinolophus i Pipistrellus te Eptesicus se-
rotinus i Hypsugo savii, koji su potjecali
iz 16 razlicitih kolonija s podrudja cijele
drzave. Mozdana tkiva svjeZe sakupljen-
ih uginulih SiSmisa, ali i onih pohran-
jenih u alkoholu, pretrazena su u Labo-
ratoriju za bjesnocu i opéu virologiju
HVI-a u Zagrebu. I ovom su prigodom
pretrage svih uzoraka dale negativan re-
zultat na bjesnocu.

Dijagnostika bjesnoce u
siSmisa

Test fluorescentnih  protutijela
(FAT) (Goldwasser i Kissling, 1958.),
izborni je laboratorijski postupak u
rutinskoj dijagnostici bjesnoce. Svi
uzorci mozdanog tkiva, koji ovim tes-
tom daju pozitivan nalaz na bjesnocu,
podvrgavaju se daljnjoj genotipizaciji
virusa. Stru¢njaci iz Laboratorija za
bjesnocu i opcu virologiju HVI-a bo-
ravili su u WHO Collaborating Centre
for Rabies Surveillance and Research
na Freidrich-Loeffler Institutu u
Wusterhausenu u Njemackoj, gdje su
savladali tehnike genotipizacije viru-
sa bjesnoc¢e uporabom monoklonskih
protutijela te molekularnu tipizaciju
virusa.

1. Dokaz antigena virusa bjesnoce
u otiscima mozgova SiSmisa indirekt-

nim testom fluorescentnih protutijela
(iFAT)

Test se temelji na dokazu Ne-
grijevih tjeleSaca virusa bjesnoce
pomoc¢u misjih anti-rabies monok-
lonskih protutijela. Vezivanje tih pro-
tutijela postaje vidljivo nakon inku-
bacije s FITC-obiljezenim anti-misjim
konjugatom. Na taj je nacin moguce
sa svega tri monoklonska protutijela
(od ukupno 10) razlikovati genotip 1,
5 i 6. Uporabom svih 10 monoklon-
skih protutijela moguce je razlikovati
svih 7 genotipova virusa bjesnoce te
laboratorijske i cijepljene sojeve od te-
renskih.

2. Molekularna tipizacija virusa
bjesnoce SiSmisa

U svrhu molekularne tipizacije vi-
rusa bjesnoce SisSmisa (EBLV-1 i EBLV-
2) iz uzoraka mozdanog tkiva, koji su
dali pozitivhu reakciju testom FAT,
potrebno je izdvojiti virusnu RNK. 1zd-
vojena virusna RNK se potom rever-
znom transkripcijom (RT) prevede u
komplementarnu DNK (cDNK). Za
razlikovanje EBLV-1 i EBLV-2 rabi se
metoda lanane reakcije polimera-
zom (PCR) sa specificnim oligonuk-
leotidnim pocetnicama za svaki od ova
dva genotipa. Za dokaz EBLV-1 rabe
se pocetnice koje umnazaju odsjecak P
(fosfoprotein) gena veli¢ine 367 parova
baza (bp), a za dokaz EBLV-2 pocetnice
koje umnaZzaju odsjecak N (nukleo-
protein) gena virusa bjesnoce velic¢ine
210 bp. Za odredivanje nukleotidnog
slijeda (sekvenciranje) i filogenetsku
analizu rabe se univerzalne pocetnice
za N gen virusa bjesnoce (Heaton i sur.
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1997.). Te pocetnice umnazaju odsjecak
veli¢ine 606 bp pa se nakon sekvenci-
ranja dobije dovoljno dug odsjecak ge-
noma za analizu nukleotidne sekvence
i filogenetsku analizu.

Filogenetsko stablo europskih izo-
lata virusa bjesnoce jasno razlucuje vi-
ruse genotipa 5 (EBLV-1) od genotipa
6 (EBLV-2) (Slika 1). Virusi EBLV-1 izd-
vojeni su iskljucivo iz vrste E. serotinus.
Vidljiva je i podjela skupine EBLV-1 na
dvije: EBLV-1a karakteristicna je mahom
za SiSmiSe na podrudju sjeveroistocne
Europe, a skupina EBLV-1b se nalazi u
$iSmiSa juznije od Nizozemske. EBLV-
2 je izdvojen iz vrsta roda Myotis, a
dosadasnji izolati su medusobno srodni
i zasad ne tvore podskupine.

Sazetak

Si$mi&i su, odmah iza glodavaca,
druga najveca skupina sisavaca na
planeti — poznato ih je viSe od 1000
razli¢itih vrsta. Jedini su letedi sisavci,
$to im je omogucilo da nasele prakticki
sve dijelove svijeta i prilagode se
najrazlicitijim ekoloskim uvjetima. Da-
nas u Hrvatskoj obitava 35 vrsta $iSmiSa
koji pripadaju trima porodicama.

Njihova eurivalentnost na mikroor-
ganizme ¢ini ih pogodnim domacinima
za raznovrsne viruse (njih cak 66), ali
i za razne druge uzrocnike zaraznih
bolesti: bakterije, parazite i gljivice. Kao
i svi drugi sisavci, $iSmis$i mogu obol-
jeti od bjesnoce te ujedno predstavljaju
postojane bioloske rezervoare virusa te
fatalne bolesti.

Od 1985. god. u Europi zapocdinju
sustavnaiopseznaistrazivanja bjesnoce
kod SiSmiSa. Virus bjesnoce dokazan

je u velikom broju europskih zemalja,
ali je broj $iSmiSa kod kojih je naden u
odnosu na broj pretraZzenih izuzetno
mali te ne prelazi 2%. Rezultati pre-
traga SiSmisa u europskim drzavama te
nepoznavanje situacije u Hrvatskoj po-
taknuli su Hrvatski veterinarski insti-
tut u Zagrebu i strucnjake iz Hrvatskog
prirodoslovnog muzeja da zapocnu
analizirati dostupne uzorke SiSmisa
na bjesnoc¢u. Do sada su sve obavljene
pretrage dale negativne rezultate.
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Bats are the second largest group of
mammals on the planet after rodents.
More than 1000 of different bat species
are known. Even 35 bat species from
three families are recorded in Croatia.
They are the only flying mammals and
this advantage allowed them to colo-
nize practically all parts of the world
and to adapt to various ecosystems.

Their susceptibility to viruses make
them suitable hosts of viruses (66 vi-
ruses have been isolated from bats),
bacteria, parasites, fungi, and other dis-

ease agents. Like other mammals, bats
are susceptible to rabies and it is been
known that they can transmit Rabies
virus. Bat rabies is detected in many
European countries, mainly in those
with bat surveillance programs. Due to
frequent cases of bat rabies in Europe,
Croatian Veterinary Institute in coop-
eration with the Croatian Natural His-
tory Museum began the analyzing of
available bat samples and their testing
for rabies. All analyzed bats have been
negative so far.
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STRUCNA RASPRAVA

Terapija tekucinama kod
bolesti probavnog trakta u
domacih mesozdera

Dalibor Potocnjak i Maja Meznaric

Uvod

Terapija tekuc¢inama je neophodna
u lije¢enju bolesti probavnog trakta.
Vrlo cesto predstavlja najbitniji dio
lijeCenja. Naime, bolesti probavnog
trakta su najces¢i uzrok gubitka teku-
¢ine i poremecaja elektrolita u pasa i
macaka. Zbog toga je vazno pravovre-
meno korigirati deficit odgovaraju¢om
teku¢inom. Prije pocetka provodenja
terapije bitno je utvrditi vrstu i kolicinu
tekuc¢ine koju primjenjujemo, nacin
davanja tekucine te brzinu kojom
¢emo tekucinu aplicirati. Pri odabiru
odgovarajuce terapije sluzimo se anam-
nezom, klinickim znakovima i labora-
torijskom dijagnostikom.

Poremecaj elektrolita, acido-
bazne ravnoteze i tekucine
kod povracanjai proljeva

Kod bolesti probavnog trakta naj-
vecu kolic¢inu tekucine organizam gubi

povracanjem i proljevom. S obzirom
na sastav elektrolita, Zelucani i crijevni
sekret se razlikuju od ekstracelularne
tekuc¢ine (krvne plazme) zbog cega
svaki gubitak tekucine povracanjem
i proljevom posljedicno dovodi do
poremecaja elektrolita i acidobazne
ravnoteze. Acidobazni disbalans moZze
dovesti do povecanog morbiditeta i
mortaliteta u pasa i macaka. Upravo
je iz tog razloga nuzno pravovreme-
no utvrdivanje acidobaznog statusa
i njegova korekcija. Odnos elektro-
lita i promjenu acidobazne ravnoteze
odredujemo laboratorijskim pretra-
gama (Guilford, 1994., Guilford i
Strombeck, 1996., German, 2004.).

Povracanje

Zeludani sekret sadrzi manju kon-
centraciju natrija i ve¢u koncentraciju
kalija i klora od krvne plazme stoga se
povracanjem i gubi veca kolicina kalija i
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klora $to uzrokuje hipokalemiju i hipok-
loremiju. Jednako tako povracanjem
se gubi i vodikov ion. Hipokalemija,
hipokloremija te gubitak vodikova
iona posljedi¢no dovode organizam u
metabolicku alkalozu. Isto tako, hipo-
kalemija i hipokloremija preko niza
mehanizama predstavljaju stimulans
za reapsorpciju bikarbonatnog iona u
bubrezima. Dakle, metabolicku alka-
lozu karakterizira porast koncentracije
plazmatskog bikarbonatnog iona te
poviseni pH, odnosno smanjenje vo-
dikovog iona. Povracanje uzrokuje
i dehidraciju pri ¢emu zbog gubitka
tekucine raste koncentracija natrija i
nastaje hipernatremija koja potpomaze
alkalozu. Ukoliko pacijent tijekom
povracanja uzima tekucinu dolazi do
njene apsorpcije, razrjedenja plazminih
elektrolita i posljedi¢no hiponatremije.
Kod pacijenata s anurijom ili hipoad-
renokorticizmom u tijeku povracanja
moguca je i pojava hiperkalemije (Guil-
ford, 1994., Guilford i Strombeck, 1996.,
Nelson i Couto, 2003.).

Proljev

Sekret crijeva sadrzi vec¢u koncen-
traciju natrija i bikarbonata od krvne
plazme zbog cega se tijekom proljeva
gubi velika koli¢ina bikarbonata, ali i
kalija $to dovodi do metabolicke ac-
idoze. Acidoza je izraZenija kod hipo-
volemije i nakupljanja laktata. Kod
metaboli¢ke acidoze prisutno je sman-
jenje bikarbonatnog iona u plazmi i
smanjenje pH odnosno povecanje vo-
dikovog iona (Guilford, 1994., German,
2004., McMicheal, 2004.).

Dijagnostika acidobaznih
promjena

Pravilno uzimanje uzoraka za ac-
idobaznu analizu od velike je vaznosti
za postavljanje dijagnoze. Uzorci se
uzimaju u specijalne brizgalice dija je
unutrasnja povrsina obloZena hepari-
nom. Preporuca se da se uzorak anal-
izira odmah po uzimanju, odnosno u
roku od 15 do 30 minuta. Ako to nije
moguce pohranjujemo ga na tempe-
raturi od + 4 stupnja Celzijuseva na
kojoj je stabilan 2 sata. Uzorke arteri-
jske krvi dobivamo iz femoralne ar-
terije, a uzorke venske krvi iz jugularne
vene. Najpouzdanije uzorke dobiva-
mo vadenjem arterijske krvi zbog mo-
gucénosti procjene oksigenacije krvi,
ali i zbog toga 5to ne podlijeze utjecaju
venske staze i lokalnog tkivnog me-
tabolizma kao sto je slucaj kod ven-
ske krvi. Posljedica lokalnog tkivnog
metabolizma u venskoj krvi je nesto
visi pCO, i posljedi¢no tome niZi pH.
Jedina je iznimka kardijalni arest pri
cemu arterijski uzorci ne odrazavaju
acidobazno stanje perifernih tkiva. Od-
nos tjelesnih elektrolita (natrijevi, kali-
jevi i kloridni ioni) i promjenu acido-
bazne ravnoteZe precizno odredujemo
pomocu laboratorijskih pretraga, od-
nosno biokemijskom pretragom seru-
ma. U tu svrhu sluZe nam prenosivi ili
fiksni acidobazni analizatori. Najprije
je potrebno odrediti pH krvi kako
bismo utvrdili postoji li acidobazna
promjena (fizioloski pH krvi: pH (pas)
=7,35 - 7,46, pH (macka) = 7,31 - 7,41),
a nakon toga vazno je obaviti analizu
plinova u krvi s ciljem utvrdivanja o
kakvoj se promjeni radi. Ukoliko je pH
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krvi izvan fizioloskih granica acido-
bazna promjena je prisutna. U slucaju
da je pH unutar fizioloskih granica ac-
idobazna promjena moze, ali ne mora
biti prisutna. Ako je pacijent u stanju
acidemije sa snizenom koncentracijom
plazmatskog bikarbonatnog iona gov-
orimo o metabolickoj acidozi. Pri tome,
ako je uz acidemiju prisutno povisenje
pCO, govorimo o respiratornoj acidozi.
Ako je u pacijenata utvrdena alkalemija
s povecanom plazmatskom koncen-
tracijom bikarbonatnog iona, prisutna
je metabolicka alkaloza. Alkalemija u
kombinaciji sa sniZenim pCO, oznacava
respiratornu alkalozu. Respiratorna al-
kaloza ili acidoza cesto se pojavljuju u
pacijenata s gastrointestinalnim prom-
jenama kao sekundarni kompenzatorni
odgovor na primarnu metabolicku ac-
idobaznu promjenu (Guilford, 199%4.,
Guilford i Strombeck, 1996., McMi-
chael, 2004.).

Izbor tekucine

Potrebno je odabrati tekuc¢inu kojom
¢emo korigirati hipovolemiju. Pri tome
treba voditi racuna da ona po sastavu
bude sto je moguce sli¢nija izgubljenoj
tekuéini. Odnos elektrolita i acidobaznu
ravnotezu na temelju klinickih znakova
vrlo je teSko predvidjeti. Zbog toga je
vazno precizno odredivanje elektrolita
u serumu. Stoga tek nakon laboratori-
jskog nalaza odabiremo odgovarajucu
tekudinu (tablica 1.) (Twedt i Grauer,
1982., Guilford i Strombeck, 1996., Mc-
Michael, 2004.).

Ukoliko nismo u mogucnosti dovolj-
no brzo odrediti elektrolite kao prima-

ran izbor koristimo Ringer laktat. Pred-
nosti ove otopine su brojne: nije kisela,
ali ni alkalna i sadrzi dovoljnu koli¢inu
natrijeva klorida. Nedostatak je mala
koli¢ina kalija. No, kalij se vrlo lako
nadomjesti infudiranjem u otopinu u
obliku kalijeva klorida u koli¢ini od 5
do 10 mEg/l. Nije uputno davati vise
od 15 mEq/], to jest vise od 0,5 mEq/kg/
sat tako dugo dok se ne utvrdi stvarno
stanje s pacijentom to jest iskljuci hip-
erkalemija (koncentracija kalija u seru-
mu i elektrokardiografska pretraga) ili
renalna azotemija (odredivanjem ureje
u serumu i specificne tezine mokrace).
Kalij se ne bi trebao davati u tekudini
koju apliciramo brzo i intravenozno.
Ukoliko zivotinja ne povraca preporuca
ga se nadomijestiti oralno. No, ako ga
ipak odlu¢imo infudirati u otopinu
tocnu kolic¢inu koju dajemo odredujemo
prema njegovoj koncentraciji u serumu
(tablica 2.). Macke s intravenoznom in-
fuzijom tijekom primanja pocetne doze
mogu pokazati pad kalija u serumu iako
tekucina sadrzi i do 40 mEq/] (Guilford
i Strombeck, 1996., German, 2004.).

Kao drugi izbor koristimo fiziolosku
otopinu (0,9% NaCl) koja sadrzi vise
natrija nego Ringer laktat, ali je kisela
pa se koristi samo u rehidraciji pacijen-
ata koji povradaju (alkaloza). Fizioloska
otopina ne sadrzi kalij pa ga je takoder
potrebno nadomjestiti u obliku kalijeva
klorida u koli¢ini od 10 do 15 mEq/l
(Guilford i Strombeck, 1996.).

Za daljnje odrzavanje volumena
Ringer laktat i fizioloska otopina nisu
prikladne jer Ringer laktat ne sadrzi
dovoljno kalija za nadoknadu, a uporaba
fizioloske otopine bi za nekoliko dana
dovela do acidoze. Obje otopine sadrze
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Tablica 1. Preporucene tekucine kod gastrointestinalnih bolesti

Tekucina za odrzavanje u pacijenata s anoreksijom i adipsijom
Ringer laktat s 5% dekstrozom i 10 do 20 mEg/L KCL

Tekucina za rehidraciju kod povracanja i proljeva

Ringer laktat s 5 do 10 mEg/L KCL
0,9% NaCl s 10 do 15 mEg/l KCl

Tekucina za odrzavanje kod povracanja i proljeva

Ringer laktat s 10 do 20 mEg/L KCLl
0,9% NaCl s 15 do 20 mEqg/l KCL

Rehidracija ili tekucina za odrzavanje kod povracanja i proljeva komplici-

rani s hipokalemijom
Ringer laktat s 15 do 75 mEg/L KCl
0,9% NaCl s 20 do 80 mEq/L

Terapija pacijenata s metabolickom acidozom i pH krvi koji je nizi od 7,2
0,9% NaCl s 10 do 15 mEqg/l KCl i nadoknada natrijeva bikarbonata

Terapija pacijenata s metabolickom alkalozom i pH krvi koji je visi od 7,6
Needematozni pacijenti: 0,9% NaCls 15 do 20 mEg/l KCl
Edematozni pacijenti: diuretik i nadoknada HCl ako je potrebno; izbjegavati

tekucine koje sadrze natrij
Tablica 2. Nadoknada kalija

Potrebna kolic¢ina
kalija (mEg/l) na 500

Koncentracija kalija
u serumu (mEg/l)

Maksimalna brzina
davanja infuzije

ml infuzije
2,0 40
21-25 30
2,6-3,0 20
3,1-3,5 14

(ml/kg/sat)

6
8
12
16

- nije uputno davati vie od 15 mEq/l, odnosno vise od 0,5 mEg/l/sat

- koristimo li Ringer laktat koli¢inu dodanog kalija smanjiti za 5 mEq/L

i viSe natrija nego Sto je potrebno za
nadoknadu. Idealna bi tekucina trebala
imati koncentraciju elektrolita jednaku
njihovom gubitku fecesom i urinom (u
fecesu i urinu nalazimo povecanu kon-
centraciju kalija i smanjenu koncentrac-
iju natrija). U tu svrhu koristimo kombi-
naciju Ringer laktata s 5% dekstrozom i
10 do 20 mEq/1 infudiranog kalijjeva klor-
ida (Guilford i Strombeck, 1996., Nelson i
Couto, 2003., McMichael, 2004.).

Kod hipovolemi¢nog i endotok-
sitnog Soka umjesto izotoni¢nih kri-
staloida moZe se upotrijebiti hiper-
tonicna fizioloska otopina (7%), ali u
relativno maloj kolicini (4 do 5 ml/kg
viSe od 10 min). Hipertoni¢ne otopine
vuku tekuéinu iz intracelularnog i in-
tersticijalnog prostora u intravasku-
larni. Ne smiju se koristiti u Zivotinja s
hipernatremijom, kardiogenim Sokom i
bubreznim bolestima. Dajemo 2 ml/kg
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do maksimalno 10 ml/kg ili do koncen-
tracije natrija u serumu do 160 mEq/L
Nakon hipertoni¢ne otopine nastavlja-
mo s drugim otopinama, ali smanjenog
inteziteta (10 do 20 ml/kg/sat). Kombi-
nacija hipertoni¢ne otopine i dekstrana
70 isto tako ima dobar ucinak (3 do 5
ml/kg vise od 5 minuta). No, potreban
je oprez jer se dekstran povezuje s aler-
gijama i otkazivanjem bubrega. Isto
tako treba dobro razmisliti o njegovoj
uporabi u zivotinja s koagulopatijama.
Koloidi su jednako korisni za suzbi-
janje Soka. Kao i hipertonicne otopine
vuku vodu u intravaskularni prostor,
ali njihov ucinak traje dulje. Dovoljan
je mali volumen (5 do 10 ml/kg/dan;
maksimalno 20 ml/kg/dan). Potrebno
ih je oprezno koristiti kod krvarenja i
hipertenzije (Nelson i Couto, 2003., Mc-
Michael, 2004.).

Gubitak albumina takoder pred-
stavlja Cesti problem zbog povecane
propusnosti sluznice Zzeluca tijekom
gastrointestinalnih  bolesti. Hipoal-
buminemija uzrokuje pad koloidno-
onkotskog tlaka Sto dovodi do sma-
njenja intravaskularnog volumena te
posljedi¢no edema i smanjene periferne
perfuzije. Albumini predstavljaju slabe
kiseline stoga njihov gubitak vodi i
metabolickoj alkalozi. Odabir tekucine
kod hipoproteinemije ovisiti ¢e o stup-
nju hipoalbuminemije. Pretjerana ko-
licina tekuc¢ine moze dodatno razri-
jediti serumske albumine i izazvati pad
koloidno - onkotskog tlaka uzrokujuci
ascites, edem i smanjenu perifernu per-
fuziju. Iz tog je razloga vazno precizno
odrediti kolic¢inu tekucine koju dajemo.
U zivotinja s izrazito niskom koncen-
tracijom albumina (15 g/l ili manje)

mora se prvo provesti transfuzija plaz-
me kako bismo povecali koloidno -
onkotski tlak. Cesta greska je davanje
premale koli¢ine plazme, jer otprilike
polovica albumina koje smo dali zavrsi
u intersticijalnom prostoru. Zbog toga
se koncentracija albumina mora mjeriti
svakih 8 do 12 sati nakon transfuzije
kako bismo se uvijerili da je kolicina
plazme koju dajemo dostatna (Hughes,
1999., McMichael, 2004.).

Kolic¢inu albumina koja je potrebna
najlakse je odrediti prema formuli:
potrebna koli¢ina albumina = (Zeljena
koncentracija albumina g/l - prisutna
koncentracija albumina g/l) x (tjelesna
masa kg x 0,3). Zeljena koncentracija al-
bumina je donja fizioloska vrijednost 25
g/l (Hughes, 1999.).

U zivotinja s enteropatijama i ne-
fropatijama koji brzo gube suplementa-
rne proteine nadoknada plazme mozZze
biti skupa. Albumini se nadoknaduju
iskljuc¢ivo psima i to aplikacijom hu-
manog albumina. Cesta komplikacija
pri aplikaciji humanog albumina je glo-
merulonefritis. Hidroksietil-skrob (5 do
20 ml/kg/dan) ili dekstran 70 se mogu
koristiti umjesto plazme. Hidroksietil-
skrob (6%) duze perzistira u intra-
vaskularnom prostoru od albumina,
ali je potreban oprez kod njegovog
koriStenja kako bi izbjegli hipertenziju
(Hughes, 1999., Nelson i Couto, 2003.).

Kolicina tekucine

Volumen tekucine potreban za rehidraciju
U pocetku je vazno odrediti koli¢inu,

to jest volumen tekucine kojom ¢emo

rehidrirati zivotinju. Kasnije, nakon Sto

je deficit tekuc¢ine nadoknaden, potreb-
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no je odrediti volumen odrzavanja. Od
iznimne je vaZnosti potrebno obratiti
paznju na mogucnost prekomjernog ili
nedovoljnog infudiranja tekucine.

Volumen rehidracije odredujemo
prema klinickim znakovima dehidraci-
je i moguéim znakovima poremetnje
perfuzije (vrijeme punjenja kapilara,
boja sluznice, frekvencija rada srca,
proizvodnja urina, srediSnji arterijski
tlak, centralni venski tlak) (tablica 3.).
Isto tako, pri procjeni dehidriranosti
mozemo se sluzitii laboratorijskim po-
dacima - ukupni proteini, hematokrit,
serumski albumin i natrij (Guilford i
Strombeck, 1996.).

Pojedina stanja zivotinje mogu nav-
esti klinicara na utvrdivanje pogresnog
stupnja dehidracije. Primjerice, dahtanje
uzrokuje suhocu sluznice usta, prekom-
jerna teZina smanjuje turgor koze, a
gubitak tezine i malnutricija rezultiraju
neelasticnom kozom te time povecavaju
turgor (Guilford i Strombeck, 1996.).

Nakon $to smo odredili postotak
dehidracije dobivamo deficit tekucine
potrebne za nadoknadu mnoZenjem

postotka dehidracije i tjelesne tezine.
Isto je tako potrebno uzeti u obzir ak-
tualne gubitke (povracanje, proljeyv,
gubitak tekudine urinom i disanjem)
i dnevnu dozu odrzavanja. Aktual-
ne gubitke je lako procijeniti radi li
se o vidljivim gubicima (povradanje
ili proljev), dok ih je dosta teSko
procjeniti kod tzv. nerazumnih gubi-
taka (temperatura, dahtanje) pri cemu
procjenu donosimo oslanjaju¢i se na
vlastito klinicko iskustvo. Dnevna doza
odrzavanja za pse i macke iznosi 40 do
60 ml/kg pri ¢emu manje zivotinje tre-
baju vecu dozu odrzavanja (Guilford i
Strombeck, 1996.).

Konacno, ukupnu koli¢inu tekudine
koja je potrebna za 24 sata dobivamo
zbrojem deficita tekucine (postotak
dehidracije pomnozen s tjelesnom te-
zinom i konstantom 10) s dnevnom
dozom odrzavanja (ml/kg) i aktualnim
gubicima (ml). Kada se zbroj podjeli s
24 dobivamo ml/sat (Hughes, 1999.).

Objektivan nacin utvrdivanja volu-
mena tekucine za rehidraciju jei mjeren-
je sredisnjeg venskog tlaka. Fizioloska

Tablica 3. Odredivanje postotka dehidracije prema klinickim znakovima

nizi od 5%

5 do 6% suha sluznica usta

nema klini¢kih znakova

blago smanjen turgor koZe

6 do 8% suha sluznica usta

umjereno smanjen turgor koze

jako suha sluznica usta
jako smanjen turgor koze

0,
S 1% tahikardija

slabi puls
depresija

visi od 12% znakovi Soka

produzeno vrijeme punjenja kapilara
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vrijednost srediSnjeg venskog tlaka
iznosi do 4 cm vode. To je mjerenje
posebno vazno u situacijama kada je
potrebno brzo infudirati tekudinu u
svrhu suzbijanja hipovolemi¢nog Soka
(Guliford i Strombeck, 1996.).

Volumen tekucine potreban za
odrzavanje

Nakon Sto je deficit nadoknaden
potrebno je odrediti dozu odrzavanja.
Dnevna doza odrzavanja za male pas-
mine pasa i macke iznosi 60 ml/kg/sat,
a za velike pasmine pasa 40 ml/kg/dan
(Hughes, 1999.).

U ovoj je fazi bitna stalna kontrola
pacijenta kako bismo izbjegli prekom-
jerno ili nedovoljno davanje tekucine.
Najlaksi nacin pracenja pacijenta je
obavljanje redovitih klinickih pregleda,
vaganje pacijenta, odredivanjem hema-
tokrita, ukupnih proteina, specificne
tezine i koli¢ine urina (Guilford i
Strombeck, 1996.).

Klinicki su znakovi prekomjernog
infudiranja tekuc¢ine povecana tjelesna
tezina, nemir Zivotinje, poliurija, pro-
ljev, kasalj i kasni inspiratorni hropci
koji upucuju na pluéni edem. Objek-
tivan nacin za utvrdivanje rehidracije
je srediSnji venski tlak. Mjerimo ga u
zivotinja sa sr¢anim i bubreznim prob-
lemima te u zivotinja koje primaju
veliku koli¢inu tekuéine. Normalna
vrijednost srediSnjeg venskog tlaka
iznosi do 4 cm vode, a ne bi trebao
predi vise od 10 do 12 cm vode cak ni ti-
jekom agresivnog infudiranja tekucine.
Macke su posebno osjetljive na pretjer-
anu rehidraciju pa je njihova kontrola
obavezna ukoliko im brzo apliciramo

tekudinu (Guilford i Strombeck, 1996.,
Nelson i Couto, 2003.).

Klinicki znakovi nedovoljnog infu-
diranja tekuéine vec su ranije opisani.

Brzina davanja tekudine

Brzina davanja tekucine ovisi o stan-
ju pacijenta, to jest moguc¢im srcanim ili
bubreznim bolestima, aktualnim gu-
bicima i vrsti tekucine koju apliciramo.

Tijekom Soka, odnosno kod nedo-
statne perfuzije (tahikardija, tahipneja,
hladni ekstremiteti, slabi femoralni
puls, produzeno vrijeme punjenja kap-
ilara) pas ili macka mogu primati doze
ovisno o intezitetu hipoperfuzije (blaga
hipoperfuzija: 20 — 40 ml/kg/sat; sred-
nja hipoperfuzija: 40 — 60 ml/kg/sat;
teSka hipoperfuzija: 60 — 90 ml/kg/sat).
Macke su osjetljive na prekomjernu re-
hidraciju te je zbog toga kod macaka
potrebno primijeniti samo polovicu ili
tre¢inu navedenih doza — pocetna doza
za macke u Soku ne bi smjela iznositi
vise od 55 ml/kg/sat (Hughes, 1999.,
Nelson i Couto, 2003., McMichael,
2004.).

U dehidriranih Zivotinja koje nisu
u stanju Soka deficit tekuc¢ine mozemo
nadoknaditi u trajanju od 6 do 24 sata.
Nakon provedene rehidracije dnevna
doza odrzavanja iznosi 40 do 60 ml/kg/
dan (Guilford i Strombeck, 1996., Nel-
son i Couto, 2003.).

Nacini davanja tekucine
Tekuc¢inu mozemo aplicirati na ne-

koliko nacina. Najces¢i putevi aplikacije

su peroralni, intravenozni, subkutani i
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intramedularni. Izbor aplikacije ovisi o
tezini pacijentova stanja, kolicini i sastavu
tekudine. Opcenito, parenteralni nacin
davanja tekucine je indiciran kod izrazite
hipovolemije te u situacijama kada se ne
moZemo osloniti na apsorpciju putem
crijeva zbog intestinalne opstrukcije, ile-
usa ili povracanja (Twedt i Grauer, 1982.,
Guilford i Strombeck 1996., Nelson i
Couto, 2003., German 2004.).

Peroralni put koristimo u Zzivotinja
s manjim gubitkom tekudine. Iako nije
pozeljan u pacijenata koji povracaju
moguce je uspjesno infudiranje uko-
liko povracanje nije ucestalo, a funk-
cionalno je ocuvana sluznica crijeva.
Kod oralnog puta mogudi je i dodatak
glukoze i aminokiselina koji pospjesuju
apsorpciju natrija i posljedi¢no uzima-
nje vode (Guilford i Strombeck, 1996.).

Intravenozni nacin odabiremo uko-
liko je potrebno aplicirati ve¢u kolic¢inu
tekucdine u sto kracem roku. Najcesce
koristimo venu cephalicu antebrachi, ali
i venu saphenu medialis u macke te venu
saphenu lateralis u psa. U kriticnih paci-
jenata vena jugularis je pogodna iz viSe
razloga - osim Sto dopusta aplikaciju
ve¢ih koli¢ina tekudine omogucuje i
pracenje stanja pacijenta mjerenjem
srediSnjeg venskog tlaka. Aplikaci-
ju hipertoni¢nih otopina isto je tako
najbolje izvrsiti putem jugularne vene.
Kroz venu saphenu medialis u macaka
je mogu¢ pristup i veni cavi caudalis
koja je takoder pogodna za aplikaciju
hipertoni¢nih otopina. Kanile postav-
ljene u perifernim venama traju oko tri
dana dok pravilno postavljena kanila u
veni jugularis drzi nesto duze — i do tje-
dan dana (Guilford i Strombeck, 1996.,
Nelson i Couto, 2003.).

U hipovolemicnih zivotinja u kojih
intravenozni put nije mogu¢ tekucinu
apliciramo intramedularno. Intrame-
dularni nacin je od velike koristi u
pedijatriji zbog teZine kateterizacije
u takvih Zivotinja. Mjesto aplikacije
je medularna Supljina dugih kostiju.
Zbog prakti¢nosti najcesc¢e se koristi
fossa trohanterica femura. Kako bismo
smanjili rizik od osteomijelitisa polje
se kirurski pripremi, zatim se infiltrira
lokalni anestetik u kozu i periosteum
fossa trohanterice. Nakon uvodenja igle
u fossu trohantericu obvezna je aspiracija
kako bismo potvrdili pravilan smjestaj
igle. Moguca je velika brzina davanja
tekuéine. Osim femura u intramedular-
nom nacinu aplikacije tekucine posluzit
¢eitibia, humerus te krilo ileuma (Guil-
ford i Strombeck, 1996., Nelson i Couto,
2003.).

Subkutani nacin je praktican za in-
fudiranje malih kolic¢ina tekucine po-
trebnih za odrzavanje. Nije pogodan
za nadoknadu deficita zbog spore ap-
sorpcije tekucine. Uostalom, aplikacija
velikih koli¢ina dovela bi do nekroze
koze. Prije davanja nove doze potreb-
no je provijeriti apsorbira li se tekucina
koju dajemo. Subkutano dajemo samo
izotoni¢nu tekuéinu (Guilford i Strom-
beck, 1996., Nelson i Couto, 2003.).

Intraperitonealni put je od najvece
vaznosti u mladuncadi. Tekudina koju
dajemo mora biti izotoni¢na, ne smije
iritirati, a daje se postujudi sterilne uv-
jete. Intraperitonealno moZemo dati
krv, elektrolite i dekstrozu pri cemu se
sama apsorpcija odvija brzo (Guilford i
Strombeck, 1996.).
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Sazetak

U radu su opisani osnovna nacela
terapije tekuc¢inama kod bolesti pro-
bavnog trakta u domacih mesozdera.
Cilj terapije tekuc¢inama je pravovreme-
na nadoknada deficita odgovarajuc¢om
teku¢inom. Odgovarajucu vrstu i ko-
licinu terapije koju primjenjujemo
odabiremo na temelju anamneze, kli-
nickog pregleda i laboratorijske dijag-
nostike. Prema Kklinickim znakovima
odredujemo volumen, a laboratorijs-
kom dijagnostikom sastav tekudine ciji
je deficit potrebno nadoknaditi. Izbor
puta aplikacije i brzina davanja te-
kucine ovisiti ¢e o tezini pacijentova
stanja, ali i o prethodno odabranoj
kolicini i vrsti tekucine.
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Fluid Therapy of Gastrointestinal Tract Diseases

Among Domestic Carnivora

Dalibor Potocnjak, DVM, Ph.D., Associate Professor, Faculty of Veterinary

Medicine Zagreb; Maja Meznari¢, DVM

The article deals with basic princi-
ples of fluid therapy in digestive tract
diseases among domestic carnivores.
The aim of therapy is to restore the def-
icit by adequate fluid in time. The ad-
equate type of therapy and its volume
is based on anamnesis, clinical exami-
nation and laboratory diagnostics. The

volume is defined according to clinical
signs, while laboratory diagnostics de-
fines the fluid composition, the defi-
cit of which needs to be restored. The
choice of application and promptness
in fluid giving depends on patient’s
condition, as well as the amount and
type of a fluid preliminary chosen.
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STRUCNA RASPRAVA

Dermatofitoze u pasa i macaka

Marin Torti i Ljiljana Pinter

v

Uvod

Do danas je opisano trideset i osam,
za Zivotinju i ¢ovjeka patogenih vrsta
dermatofita koji su svrstani u tri roda:
Microsporum, Trichophyton 1 Epider-
mophyton. Budud¢i da pojedine vrste
unutar navedenih rodova napadaju
keratinizirana tkiva (kozu, nokte i
dlaku), tako u klinickom smislu gov-
orimo o povrsinskim gljiviénim infek-
cijama koze ili povrsinskim mikozama,
odnosno tocnije, gljivicne infekcije koze
uzrokovane vrstama iz rodova Micros-
porum, Trichophyton i Epidermophyton
nazivamo dermatofitozama (Wright,
1989.; Scott i sur., 1995.; Nagli¢ i sur.,
2005.; Noli i Scarampella, 2005.).

U Hrvatskoj se od pocetka osam-
desetih godina proslog stoljeca zapaza
naglasen porast broja Zivotinja obolje-
lih od dermatofitoza, poglavito mikros-
poroze domacih mesozdera, a podatci

iz humane dermatoloske mikologije
nadopunjuju ova zapaZanja, jer je i u
ljudi u navedenom vremenskom razdo-
blju zabiljezen porast ucestalosti
gljivicnih infekcija uzrokovanih vr-
stom Microsporum canis (Hajsig i sur.,,
1975., Pinter i sur., 1999., Pinter i Stritof,
2004.a). Sirenje i prijenos uzro¢nika sa
zarazene na zdravu zivotinju i covjeka
od velike je vaznosti i s epizootioloskog
i epidemioloskog stajalista. Infekcija
vrstom Microsporum canis prosirila se
po cijelom Zagrebu, zahvatila i njegovu
okolicu, a prema istrazivanjima Pinter i
sur. (1999.) najveca su srediSta zaraze u
Republici Hrvatskoj gradovi, podrucje
Kvarnera i obalnog dijela Istre. Osim
vrste Microsporum canis, ucestale su i
infekcije vrstom Trichophyton mentag-
rophytes, a sporadicno se, osobito u ru-
ralnim sredinama, mogu nadi slucajevi

Marin TORTI, dr. vet. med., znanstveni novak, dr. sc. Ljiljana PINTER, dr. vet. med., redovita profesorica,

Veterinarski fakultet, Zagreb

VETERINARSKA STANICA 40 (5), 2009.



MARIN TORTI I LJILJANA PINTER

uzrokovani vrstom Microsporum gyp-
seum (Pinter i Stritof, 2004.a).

Etiopatogeneza

Keratofilne gljivice najcesce nalazi-
mo u tlu, i to u kozi, dlakama, dijelovi-
ma noktiju, te ostalom detritusu koji
sadrzi keratin, a koji zapravo u nor-
malnom ciklusu odljus¢ivanja i linjanja
otpadaju sa Zzivotinja i ¢ovjeka na tlo
(Cervantes Olivares, 2003.). Kao Sto je
vec prije navedeno keratofilne gljivice
svrstavamo u tri roda, od kojih pripad-
nike rodova Microsporum i Trichophyton
ceSc¢e nalazimo kod zivotinja, a one iz
roda Epidermophyton u covjeka (Lewis i
sur., 1991.). Georg (1954.) je predlozio
razdiobu dermatofita prema njihovom
prirodnom nalazi$tu pa tako razliku-
jemo zoofilne, antropofilne i geofilne
vrste dermatofita. Zoofilne su se vrste
potpuno prilagodile parazitskom na-
¢inu zivota na razli¢itim vrstama
zivotinja, a nerijetko uzrokuju i bolesti
u ljudi. Antropofilne vrste savrseno
su se prilagodile parazitskom nacinu
zivota na covjeku, dok iznimno rijetko
uzrokuju infekcije u zivotinja. Geofilne
vrste zive u tlu kao saprofiti te samo
povremeno uzrokuje dermatofitoze
u ljudi i Zivotinja (Mlinari¢ Missoni i
Babi¢ Vazi¢, 2001.a). Iako navedenu
klasifikaciju jo$ uvijek koriste brojni
autori, pretpostavlja se da su svi der-
matofiti izvorno geofilni (Cervantes
Olivares, 2003.; Nagli¢ i sur, 2005.).

U oko 98% slucajeva dermatofitoze
u macaka uzrocnik je vrsta Microspo-
rum canis, a izrazito rijetko vrste iz roda
Trichophyton. Macka je najvazniji rezer-

voar te vrste, a brojna su istrazivanja
pokazala da navedena vrsta nije dio
fizioloske mikroflore koZe i dlake
macaka (Thomas i sur., 1989., Mori-
ello i DeBoer, 1991., Moriello i DeBoer,
1991a., Sparkes i sur.,, 1994.). Kao i u
macaka, u vecini slucajeva dermatofi-
toza u pasa uzrocnici su vrste Microspo-
rum canis i Trichophyton mentagrophytes,
odnosno u ruralnim sredinama i vrsta
Microsporum gypseum (Pinter i Stritof,
2004.a, Noli i Scarampella, 2005.). U
pasa je opisana i pasminska predis-
pozicija — infekcija vrstama iz roda Mi-
crosporum CeSca je u jorksirskih terijera,
a vrstama iz roda Trichophyton u Jack
Rusell terijera (Cerundolo, 2004.).

Infekcija dermatofitima najceSce se
§iri izravnim dodirom s inficiranom
zivotinjom, odnosno nezivom kon-
taminiranom okolinom i predmetima.
Tako prostorije i oprema mogu dugo
vremena biti izvorom zaraze (spore
ostaju infektivnima i do 18 mijeseci)
(Cvetnié¢, 2002., Noli i Scarampella,
2005.).

Patogeneza se dermatofitoza svo-
di na odnos izmedu invazivne, ke-
ratinoliticke sposobnosti gljivice i jacine
imunosnog odgovora domacina. U ob-
rani od infekcije sudjeluju nespecificni i
specifi¢ni imunosi mehanizmi pa tako
zdrava i intaktna koZa predstavlja bari-
jeru prodoru dermatofita, dok ostecena
koZa i vlaga pogoduju infekciji. Sto se
specificnih obrambenih mehanizama
tice postoji jo§ puno nepoznanica, no
izgleda da stani¢na imunost igra vecu
ulogu od humoralne. Istrazivanja su
u Covjeka pokazala da Langerhansove
stanice epidermisa prezentiraju derma-
tofitske antigene imunokompetentnim
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stanicama. Nakon toga obi¢no uslijedi
upalna reakcija razli¢itog intenziteta,
tako da neke infekcije dermatofitima
prolaze asimptomatski, dok su druge
izrazito burne (Skerlev, 2007.). Protu-
tijela koje organizam domacina tvori
ne pruzaju znatniju zastitu od infekcije
(NoliiScarampella, 2005.) Cimbenici su
patogenosti dermatofita proteoliticki
enzimi elastaza, kolagenaza i, posebice,
keratinaza. Dermatofiti su strogi aero-
bi pa pod krastama u vecini slucajeva
ugibaju, a svoju aktivnost zadrzavaju
na periferiji promjena (Cvetni¢, 2002.).
Obiljezje je dermatofita centrifugalan
rast s tvorbom okruglih promjena na
razliitim mjestima na kozi (Nagli¢ i
sur., 2005.).

Klinicka slika

Klinicki su znakovi koji prate infek-
ciju dermatofitima brojni i ponajprije
ovise o imunosnom statusu domacina.
U Kklasi¢cnim slucajevima nalazimo
ostro ograniena kruzna alopeti¢na
podrudja, eritem, makule ili ljuske.
Klasi¢ne lezije mogu biti posljedica in-
fekcije dermatofitom ili pak sekundar-
ne bakterijske piodermije. Posljedica
je infekcije zapravo folikulitis (derma-
tofiti su jedan od tri glavna uzroka fo-
likulitisa, uz stafilokoke i demodeks)
koji je usko povezan s pojavom papu-
larnog dermatitisa (posebice u kratkod-
lakih pasa). Kako infekcija napreduje
iz folikulitisa se razvija furunkuloza,
odnosno konacno fibrozirajuéi pio-
granulomatozni dermatitis. Ukoliko je
doslo do Sirenja infekcije u dublje slo-
jeve koZe moZemo uociti u bezdlacnim

podrudjima i oziljke, odnosno moze
doc¢i do razvoja keriona (multiple gran-
ulomatozne upale koze) i pseudomice-
toma (MacDonald, 2002.).

Za razliku od pasa kod kojih se der-
matofitoza klini¢ki ocituje krpicastim
kruznim eksfolijativnim alopecijama
ili okruglim i ovalnim eritematoznim
mrljama s povrsinskim krastama, u
macaka je slika bolesti raznovrsnija.
Tako nije rijetkost da je infekcija der-
matofitom u macaka inaparentna pa
sumnju na njezino postojanje postavl-
jamo tek kada se zaraze druge Zivotinje
ili covjek koji su s inficiranom mackom
bili u kontaktu. Ako ipak na kozi post-
oje promjene, najcesce se mogu zami-
jetiti sitna ZariSta, ponekad s krastama,
koja podsjecaju na pepeo cigarete. U
macaka je opisana i pojava milijarnog
dermatitisa uzrokovanog dermatofit-
ima koji se ocituje pojavom brojnih
papula i krasti. U slu¢ajevima general-
izacije infekcije u macaka cesto nalazi-
mo difuznu alopeciju, dok kod Sirenja
infekcije u dublje slojeve koze dolazi
do razvoja pseudomicetoma (posebice
kod perzijskih macaka) (Medleau i Ra-
kich, 1994., Bauer, 2002., Cvetnié, 2002.,
Noli i Scarampella, 2005.). U pasa je
posebice jorksirskih terijera opisan i
seboroi¢ni dermatitis s pojavom mas-
nih Jjuski. Od ostalih se simptoma i u
macaka i u pasa moze pojaviti pruritus
(Scott i sur., 1995., Noli i Scarampella,
2005.).

Dermatofitoza se uzrokovana vr-
stom Trichophyton mentagrophytes javlja
uglavnom u pasa (posebice lovackih
pasa i pasa tragaca za tartufe) koji
su u kontaktu s tlom. Predilekcijska
mjesta za nastanak lezija su koza lica
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i ekstremiteta, a infekcija je pracena
jakim svrbezom. Sporo se Siri, a na
zahvacenim mjestima nalazimo alopec-
iju, deskvamaciju i kraste (Noli i Scar-
ampella, 2005.)

Onihomikoza, odnosno gljivicna in-
fekcija noktiju, je vrlo rijetka i najcesce
je uzrokovana vrstama Microsporum
gypseum i Trichophyton mentagrophytes.
Klinicki se ocituje perionihalnim prom-
jenama te otpadanjem ili pucanjem
noktiju. Perionihalno je moguce uociti
edem (paronihija). Gljivi¢noj infekciji
vrlo brzo uslijedi sekundarna bakterijs-
ka infekcija (Noli i Scarampella, 2005.).

Kod infekcija vrstama Microsporum
persicolor i Trichophyton mentagrophytes
kozne morfe nalazimo prvenstveno
na kozi lica, najcesce u obliku papula,
pustula i ljuski. Takoder u pojedinim
sluCajevima mozemo uociti gubitak
pigmentacije na nosnom zrcalu i koZi
njuske (Scott i sur., 1995., Noli i Scar-
ampella, 2005.).

Postavljanje dijagnoze

Dijagnozu mozemo postaviti kli-
nicki, na temelju promjena na kozi
ili pojave fluorescencije, odnosno na
temelju mikroskopskog i kulturelnog
dokaza gljivice na ili u promijenjenoj
dlaci ili u strugotini promijenjenih
dijelova koze, s noktiju i sl. (Cvetnic,
2002., Nagli¢ i sur., 2005.).

Klinicki se dijagnoza u odredenim
slucajevima moze postaviti pretragom
pomocu Woodove svijetilke — pojava
zutozelene fluorescencije upucuje na in-
fekciju nekim od dermatofita. Nazalost,
kod mnogih se dermatofita (posebice

iz roda Trichophyton) ne uocava fluo-
rescencija, odnosno do njezine pojave
moze dodi i zbog primjene odredenih
lijekova (primjerice, tetraciklina). Ta-
koder se u prisutnosti odredenih bak-
terijskih vrsta (poput, Pseudomonas ae-
ruginosa) moze pojaviti fluorescencija,
no Cesto nije zZutozelene boje (Noli i
Scarampella, 2005.). Scott i sur. (1995.)
navode da se u 30 do 80% slucajeva in-
fekcije vrstom Microsporum canis javlja
fluorescencija.

Vrsta Microsporum canis tvori brojne
vretenaste ili valjkaste makrokonidije
debele i blago nazubljene stani¢ne sti-
jenke u kojima nalazimo Sest do petn-
aest stanica. Ponekad je moguce uoditi
i jednostani¢ne mikrokonidije. Kod
infekcija vrstom Trichophyton mentagro-
phytes mikroskopski uo¢avamo brojne,
ovalne ili okrugle (globozne) mikro-
konidije ili makrokonidije vretenastog
ili valjkastog oblika, tanke stanicne
stijenke i glatke povrsine koje imaju i
do 12 poprecnih pregrada (Scott i sur.,
1995.). Uzorci za kulturelnu pretragu
najces¢e se nacijepljuju na Sabourau-
dov agar s dodatkom antibiotika (peni-
cilina, streptomicina i kloramfenikola) i
cikloheksimida (aktidiona), pri temper-
aturama izmedu 20 i 26 °C (Mlinari¢
Missoni i Babi¢ Vazi¢, 2001.a, Nagli¢ i
sur., 2005.).

Kako su simptomi dermatofitoze
u pasa i macaka brojni i razliciti post-
avljanje je dijagnoze cesto otezano
zbog (injenice da se brojne druge
kozne bolesti mogu ocitovati sli¢cnim
simptomima. Infekcijom su u prvom
redu zahvaceni keratinizirani dijelovi,
odnosno u vecini slucajeva dlacni foli-
kul pa su prvi znakovi vezani uz pojavu
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folikulitisa i ZariSne alopecije. U pasa je
ponajprije  diferencijalnodijagnosticki
potrebno iskljuditi bakterijsku pijo-
dermiju ili demodikozu. U genera-
liziranim slucajevima bolesti diferenci-
jalnodijagnosticki u obzir dolaze
endokrinopatije koje se ocituju prom-
jenama na kozi, dok u slucajevima
Sirenja infekcije u dublje slojeve koze
dolaze u obzir strana tijela, dermatitis
zbog lizanja, brojni tumori i histioci-
tom. Ukoliko se radi o infekciji vrstama
M. persicolor i T. mentagrophytes u pasa
diferencijalnodijagnosticki u obzir dol-
azi pemfigus foliaceus. U slucajevima
kod kojih klinickom slikom dominira
svrbez diferencijalnodijagnosticki u
obzir dolaze sve bolesti koze koje se
mogu ocitovati svrbezom (pr. aler-
goze). Diferencijalnodijagnosticki je
u slucajevima onihomikoze potrebno
iskljuciti primarnu bakterijsku infek-
ciju, distroficne bolesti noktiju, lu-
poidnu onihodistrofiju i sl. Klinicki
milijarni dermatitis u macaka moze
podsjecati na brojne bolesti pa tako
diferencijalnodijagnosticki najcescée u
obzir dolaze alergija na buhe, atopi-
ja, alergija na hranu, hejlecijeloza i
deficit nezasicenih masnih kiselina.
Diferencijalnodijagnosticki je kod pseu-
domicetoma potrebno iskljuciti sterilni
nodularni panikulitis, bakterijske in-
fekcije i duboke gljivi¢ne infekcije.

LijeCenje

Dermatofitoze su samoogranicava-
juce infekcije pa tako u zivotinja s in-
taktnim imunosnim sustavom dolazi
unutar jedne do cetiri godine do spon-

tanog izlijeCenja. Bez obzira na ovu
¢injenicu, dermatofiti nisu pripadnici
fizioloske mikroflore koze te vrlo brzo
dolazi do Sirenja bolesti sa zivotinje na
covjeka, ali i obrnuto te kontaminacije
okoliSa. Lijecenje pasa i macaka koji
boluju od dermatofitoze je cesto dugo-
trajno, skupo i ponekad zahtjevno (oso-
bito u slucajevima kada u kucanstvu
boravi vise od jedne Zivotinje ili u
uzgajivaénicama) (Pinter i Stritof,
2004.b., Noli i Scarampella, 2005.).

Kada govorimo o lije¢enju derma-
tofitoza, tada govorimo o sustavnom
i lokalnom lijecenju Zivotinje, koje se,
opcenito govoreci, provodi najman-
je tijekom Sest tjedana. O eradikaciji
uzrocnika govorimo ukoliko su dvije
uzastopne mikoloske kulturelne pre-
trage, u razmaku od dva tjedna, nega-
tivne (Rosychuk, 2002.).

Opcenito je lokalna primjena an-
timikotika u pasa i macaka nesigurna
zbog uobicajenog ponasanja zivotinje
koja cesto lizanjem uklanja nanesen
pripravak, osim mjesta koja nisu
dostupna lizanju. Lokalno primjenjen
antimikotik sprjecava Sirenje artrospo-
ra i drugih gljivi¢nih elemenata te tako
izravno smanjuje infekcioznost i Sirenje
uzrotnika u okoli§ (Pinter i Stritof,
2004.b). Prije pocetka lokalne primjene
antimikotika dobro je o$isati dlaku koja
se nalazi u blizini lezija. Zivotinju je
potrebno oprezno sisati kako ne bismo
ozlijedili kozu i tako omogucili prodor
infekcije u dublje slojeve (Scott i sur.,
1995., Noli i Scarampella, 2005.).

Pripravci za lijecenje dermatofitoza
(Samponi koji sadrze klorheksidin,
ekonazol, mikonazol, ketokonazol ili
enilkonazol) najces¢e se primjenjuju
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jednom do dva puta tjedno. Enilkon-
azol se pokazao izrazito ucinkovitim
u lokalnom lijjeenju dermatofitoza.
Samponi koji sadrze mikonazol, keto-
konazol i enilkonazol se kod macaka
moraju primjenjivati oprezno jer moze
doc¢i do razvoja idiosinkrati¢nih reakci-
ja. Naime, u literaturi je opisana pojava
naglog uginuca nakon primjene spome-
nutih Sampona u macke. Kod macaka
je najsigurnije primjenjivati Sampon
koji sadrzi klorheksidin (0.5 do 2%-tna
otopina) (Noli i Scarampella, 2005.).

Za sustavno lijeenje dermatofitoza
mogu se Koristiti sljede¢i antimikotici:
grizeofulvin, ketokonazol, itrakonazol,
flukonazol, terbinafin i lufenuron.

Grizeofulvin je jedan od najboljih
antimikoti¢nih pripravaka za lijecenje
infekcija uzrokovanih dermatofitima,
koji inhibira sintezu gljivicne ribonuk-
leinske kiseline, ometa stvaranje hitina
u stanicnoj stijenci gljivice i oSte¢uje mi-
krotubularni sustav u citoplazmi stan-
ice. Posjeduje fungistatski ucinak na
dermatofite, dobro se resorbira i veze
na keratin u kozi, dlakama i noktima.
Najcesce su nuspojave vezane uz prim-
jenu grizeofulvina povracanje i proljev.
Zbog potencijalne teratogenosti grizeo-
fulvin se ne smije upotrebljavati tijekom
prve dvije tre¢ine gravidnosti (Mlinari¢
Missoni i Babi¢ Vazi¢, 2001.b, Pinter i
Stritof, 2004.b). Doza grizeofulvina za
pse i macke iznosi 25 mg/kg svakih 12
sati peroralno (Kwochka, 2004.; Noli i
Scarampella, 2005.).

Ketokonazol, imidazolski antimiko-
tik je snazan inhibitor sinteze ergos-
terola stanicne stijenke gljivice. Pos-
jeduje pretezito fungistatski ucinak i
dobar ucinak na dermatofite. Od nus-
pojava se tijekom lijecenja ketokonazo-

lom mogu pojaviti mu¢nina, anoreksija
i povracanje, a u macaka je primjecen
hepatotoksican ucinak ketokonazola.
Tijekom gravidnosti i laktacije, kao i u
Stenadi u dobi od Sest tjedana primjena
ketokonazola nije dopustena. Keto-
konazol se primjenjuje u dozi od 5 do
10 mg/kg peroralno, tijekom najmanje
mjesec dana (Noli i Scarampella, 2005.).

Itrakonazol pripada triazolskoj
skupini antimikotika i takoder koci
stvaranje ergosterola, glavnog sterola
stani¢ne stijenke gljivice. U odnosu na
druge triazole, itrakonazol posjeduje
$iri protugljivicni spektar i podjednako
dobro djeluje na kvasce, plijesni, der-
matofite i dimorfne gljive. U odnosu na
ostale antimikotike, itrakonazol je skup,
no macke ga puno bolje podnose od ke-
tokonazola. Lijek je izbora za lijecenje
pseudomicetoma u macke. Od nuspo-
java su kod macke opisane anoreksija,
povracanje i poviSenje aktivnosti je-
trenih enzima (posebice, alanin ami-
notransferaze, ALT). Zbog toga je ALT
od koristi u procjeni resorpcije itrakon-
azola, jer postoji pozitivna korelacija
izmedu aktivnosti ALT-a i koncentracije
itrakonazola u plazmi. NaglaSeni porast
aktivnosti ALT-a (> 200 U/L) upucuje
na pretjeranu resorpciju te je potrebno
korigirati dozu lijeka. Primjenjuje se u
dozi od 5 mg/kg svakih 12 sati ili 10 mg/
kg svaka 24 sata peroralno u razli¢itim
terapijskim shemama (Noli i Scarampel-
la, 2005.). Tako se itrakonazol u macaka
moze davati tijekom 28 dana i nakon
toga svaki drugi tjedan (tzv. pulsna tera-
pija). Rosychuk (2002.) u pasa itrakon-
azol primjenjuje tijekom dva tjedna, a
zatim svaki drugi tjedan.

Flukonazol, takoder triazolni an-
timikotik, moZe se koristiti u lijecenju
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dermatofitoza. Doza flukonazola za
psa je 10 do 20 mg/kg svakih 12 sati
peroralno, a za macku 50 mg/kg svaka
24 sata peroralno (Rosychuk, 2002.).

Terbinafin, pripadnik skupine ali-
lamina, djeluje fungicidno na derma-
tofite. Mehanizam se djelovanja ter-
binafina zasniva na inhibiciji enzima
skvalenske epoksidaze koji je vazan u
ranoj fazi sinteze ergosterola. U macaka
se moze primjenjivati u dozi od 10 mg/
kg svakih 12 sati ili 20 mg/kg svaka 24
sata peroralno, dok se u pasa moze
primjenjivati u dozi od 30 mg/kg (Foil,
2003., Noli i Scarampella, 2005.).

Lufenuron je zapravo benzoilfe-
nilurea i prvotno je razvijen kao an-
tiparazitik. Djelovanje se lufenurona
zasniva na inhibiciji sinteze hitinu na-
lik tvari u stanicnoj stijenci gljivica. O
ucinkovitosti lufenurona u lijecenju
dermatofitoza u literaturi postoje
opre¢na misljenja, a u pasa i macaka
se moZe primjenjivati u dozi od 40 do
100 mg/kg peroralno svaka dva tjed-
na (Kwochka, 2004., Pinter i Stritof,
2004.a).

Profilaksa

Prilikom provodenja lijecenja ne-
izostavna je i temeljita dezinfekcija
okolisa u kojem zivotinja boravi, kao
i redovita kontrola zivotinja u kohab-
itaciji (Pinter i Stritof, 2004.b.). Dez-
infekcija okoliSa najceS¢e se provodi
¢iS¢enjem parom, otopinom klorhek-
sidina ili hipoklorita, najces¢e jedan
do dva puta tjedno (Noli i Scarampel-
la, 2005.). Ponekad je opravdana i
profilakticna primjena antimikoti¢nih
kupki. Ne treba zaboraviti da pri-
likom donoSenja odluke o lijecenju

valja procijeniti i rizi¢nost prijenosa
dermatofitoze na vlasnike, odnosno
sve koji su u neposrednom dodiru s
inficiranom zivotinjom. U slucajevima
veceg rizika kombinirana sustavna
i lokalna terapija imat c¢e prednost.
Takoder je vlasnika zivotinje potrebno
upozoriti na sve opasnosti i moguce
komplikacije vezane uz dermatofitozu
te precizno objasniti nacin lijecenja. U
tom smislu je dobro u pocetku lijecenje
provoditi u ambulanti, kako bi vlasnik
uz nadzor veterinara mogao sam obav-
ljati postupke lije¢enja. Time istodobno
smanjujemo i rizik od oneciscenja pros-
tora, a vlasnik se privikne pravilno pro-
voditi lijecenje koje ¢e kasnije obavljati
samostalno (Pinter i Stritof, 2004.b).

Sto se javnozdravstvenog aspe-
kta dermatofitoza tice, Cvetni¢ (2002.)
navodi da je u ruralnim podrudjima
oko 80% infekcija dermatofitima po-
sljedica prijenosa uzroc¢nika na covjeka
sa zivotinje. Infekciji dermatofitima
osobito su izlozeni veterinari, veteri-
narski tehnicari, osoblje u Stenarama
i uzgojima pasa i macaka (Cvetnic,
2002.). Klinicki se dermatofitoze ocituju
kao dermatofitoza stopala, onihomiko-
za (zahvaceni su nokti stopala, a rjede
i noki Sake) i mikrosporoza vlasista
(Skerlev, 2003.).

Sazetak

Dermatofitoze su povrSinske glji-
vicne infekcije koZe uzrokovane gljivi-
cama iz rodova Microsporum, Tricho-
phyton i Epidermophyton. U Hrvatskoj
se od pocetka osamdesetih godina
proslog stolje¢a zapaza naglasen porast
broja Zivotinja oboljelih od dermatofi-
toza (posebice mikrosporoze uzro-
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kovane vrstom Microsporum canis), a
Sirenje i prijenos uzrocnika sa zarazene
na zdravu zivotinju i covjeka od ve-
like je vaznosti i s epizootioloskog i
epidemioloskog stajalista. Dermatofi-
tozu u pasa i macaka najcesce uzrokuje
vrsta Microsporum canis, a rijetko vrste
Trichophyton mentagrophytes i Microspo-
rum gypseum. Klinic¢ki se dermatofitoze
ofituju promjenama na kozi, najcesce
pojavom kruznih alopecija. U macaka
infekcija moze biti i inaparentna. Dijag-
noza se postavlja na temelju klinickog
pregleda, odnosno mikroskopskom i
kulturelnom pretragom. Lijecenje der-
matofitoza je lokalno i sustavno. Lokal-
no lijeCenje podrazumijeva primjenu
ponajprije kupki (rjede antimikotskih
krema i masti), dok sustavno podrazu-
mijeva primjenu antimikotika (najcesce
ketokonazola, itrakonazola i terbina-
fina). Od velike je vaznosti i dezinfek-
cija okolisa u kojem inficirana zivotinja
boravi.
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Dermatophytoses in dogs and cats

Marin TORTI, DVM, Junior Researcher, Ljiljana PINTER, DVM, Ph.D., Full
Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

Dermatophytoses can be defined as
superficial skin infections caused by
Microsporum, Trichophyton and Epi-
dermophyton spp. From the beginning
of eighties of the past century an in-
crease of dermatophytoses in dogs and
cats (particularly microsporosis due to
Microsporum canis) has been noted.
Transmission of the disease is of great-
est importance, from epizootiological
and epidemiological standpoint. Der-
matophytosis in dogs and cats is most
commonly caused by Microsporum ca-
nis, and rarely by Trichophyton menta-
grophytes and Microsporum gypseum.

Clinically, the infection manifests itself
by the appearance of circular alopecia,
but in cats the infection can be asymp-
tomatic. Diagnosis is established on the
basis of clinical examination, and de-
finitive diagnosis is established on the
basis of microscopic and cultural ex-
amination. The treatment of dermato-
phytosis is local (shampoos, antifungal
creams and ointments) and systematic
(antifungal agents, like ketoconazole,
itraconazole and terbinafine). Disinfec-
tion of the environment in which the
infected animal lives is also very im-
portant.
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antibakterijski lijek za crijevne infekcije

polimiksin, kolistin
za telad, prasad i perad

L A

Sadrzava kolistin sulfat (u dobro topivom obliku).

Koristi se za sprje¢avanje i lije¢enje Zelu¢ano-crijevnih
infekcija u teladi, prasadi i peradi.

Kolistin je vrlo djelotvoran na gram-negativne
bakterije, posebno na enterobakterije otporne na
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mnoge aerobne bacile koje uzrokuju teske infekcije
i proljev u domacih Zivotinja, posebno na E. colii
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Djelovanje kolistina je ograni¢eno na probavni trakt
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izvanredno rijetko.

Iz Zelu¢ano-crijevnog trakta izlu€uje se izmetom
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Ne djeluje na korisnu floru probavnog trakta.

Nasa inovativnost i znanje
za djelotvorne i neskodljive
proizvode vrhunske kakvoce.
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Sjecanje na pocetke
umjetnog osjemenjivanja
goveda na podrucju rada

Veterinarske stanice Sinj

Ante Bilokapi¢

Neposredno iza II. svjetskog rata
veterinarska se sluzba na podrudju
RH dobro organizirala te je usprkos
malog broja strucnjaka veterinarske
struke prednjacila u prevenciji i is-
korjenjivanju rasplamsalih zaraznih i
nametnickih bolesti. Pojedine zaraz-
ne i nametnicke bolesti u potpunosti
je iskorijenila, a druge je stavila pod
kontrolu, posebice trihomonijazu te
opasnu zoonozu brucelozu koja se po-
javila u ranim 1960. godinama. U isto
se vrijeme u uzgoju goveda kod plot-
kinja pojavio i problem steriliteta. Na
to je Veterinarska Uprava predloZila
Republickoj Vladi uvodenje umjetnog
osjemenjivanja goveda na citavom
podrucju RH. Republicka je Vlada pri-
hvatila prijedlog osiguravsi financijska
sredstva s kojima su izgradeni cen-
tri za umjetno osjemenjavanje gove-
da. Pored ostalih je izgraden i manji
centar u Kninu iz kojeg je dobivano
bikovsko sjeme od bikova sive ober-

intalske pasmine tzv. tirolskog goveda
za potrebe umjetnog osjemenjivanja
na podrudju Dalmacije. Sto se tide
uzgojnih tipova goveda na podrudju
RH u to je vrijeme egzistirao sljedeci
uzgoj: Slavonija i Baranja uzgajala je
simentalsko govedo i taj je hrvatski
simentalac i u europskim razmjerima
visoko kotirao; Lika i Sjeverozapadni
dio Hrvatske uz granicu sa Slovenijom
uzgajao je smede govedo, tzv. mon-
tafonac; u podrudju Istre uzgajalo se
genomno visoko utvrdeno istarsko
govedo tzv. boskarin; u podrudju Dal-
macije uzgajala se busa s neznatnim
brojem posavskih goveda i njihovih
krizanaca. U ostalim su se podrucjima
koja ovdje nisu specificirana uzga-
jala goveda dobivena krizanjem nasih
razli¢itih pasmina.

Za uzgajivace u Sinjskom podrudju
zanimljivo je bilo i posavsko govedo
koje je imalo nesto veci okvir od buse,
bilo nesto teze, a volovi su bili rad-

Ante BILOKAPIC, dr. vet. med., u mirovini, Sinj
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no sposobniji od volova busaka, dok
je mlje¢nost krava bila manja nego
kod buse. Stoga su uzgajivaci boljeg
imovinskog stanja, koji su Zzeljeli ima-
ti dobre radne karakteristike svojih
goveda samoinicijativno odlazili u Bo-
sansku Posavinu oko podrucja Modrice
i kupovali mlade bicice i junice koje su
drzali u daljnjem uzgoju. Ta gazdinst-
va u narodu su bila prepoznatljiva po
uzgojnom tipu goveda nazvanom vilas:
,Onaj Simun sto drZi vilase!”.

Prije uvodenja umjetnog osjemen-
javanja goveda na podrudju djelovanja
Veterinarske stanice Sinj 1958. g. (Sinj,
Trilj i Vrlika) bilo je cca. 12.500 gove-
da. Od toga je bilo cca. 9.000 krava i
junica (plotkinja), raspolozivo za pri-
pust. Svaka se novina u narodu teSko
prihvada, a za uvodenje i odrzavanje
novog zootehnickog zahvata umjet-
nog osjemenjivanja trebalo je podosta
entuzijazma, znanja, prevladavanja
predrasuda i posvecenog rada. Tu je
svakako pomogao i autoritet Veteri-
narske sluzbe i veterinara, koji su na
selu imali velik strucni autoritet koji su
znali iskoristiti za pridobivanja napre-
dnih domacina (stocara) za napredne
zootehnicke zahvate, izmedu ostalih i
umjetno osjemenjivanje. Naime, kad bi
kao neformalnu potporu uza sebe imali
te napredne domacdine, uspjeh u zacrta-
nom poslu u pravilu ne bi izostajao.

Lokalni uzgoj goveda u to je vri-
jeme bio u direktnoj funkciji hranid-
benih mogucnosti pojedinog lokaliteta.
Na podrudju Knina, Sinja i Imotskog
uzgoj goveda buse bio je u ljetno vri-
jeme ekstenzivan. Medutim, ta su
goveda u zimskom razdoblju, dok su
bila u Stalama doslovno gladovala,

jedva prezivljavaju¢i zbog nedovoljne
i nekvalitetne prehrane. Naime, hra-
nila su se s zakiseljenim i pregorenim
sijenom (zakasnjela kosidba), slamom,
suhom stabljikom kukuruza i liS¢em sa
sasjecenih grana jasena koje bi se sjeklo
u vrijeme zelene vegetacije. Sijeno je sa
zakasnjenjem koSeno iz razloga da ga
koli¢inski bude Sto viSe i da se lakse
osusi. Za prehrambeni dodatak Zitarica
privilegirani su bili jedino radni vo-
lovi. Volovi su na sebi imali pristojnu
koli¢inu mesa i bili su dobre kondicije,
jer je za domadina bila najveca sramota
i predmet poruge kad bi mu radni vol
od slaboce i iznemoglosti pao u brazdu
ispred pluga u vrijeme oranja. Za plot-
kinje (junice i krave) manje se marilo.
Ovakav nacin hranidbe, bez vitamins-
ko-mineralnih pripravaka koji su tada
bili nepoznati, nosio je sa sobom kao
posljedicu i gladnu jalovost plotkinja.
One bi ulazile u estrus tek kad bi iz
Stala izasle na obilnu ispasu tijekom 6.,
7.1inajcesce 8. mjeseca.

Na prva umjetna osjemenjivanja
dovodene su jalovice. Oko njih je tre-
balo uloziti veliki trud i znanje da bi se
uvele u reprodukciju. Kod jalovica smo
se suocavali sa Citavim spektrom spol-
nih oboljenja: od endometritisa raznih
stupnjeva pa do piometre. Na jajnicima
su bile zastupljene razlicite cisticne
tvorbe, kao i ostale popratne pojave
kod prirodnog pripusta (egzantema
koitale vezikulosum razlic¢itih jacina).
Prilikom lijecenja i prvih umjetnih os-
jemenjavanja, uz ostale komentare i
predrasude ¢uo sam i ovaj: ,Svaka cast
doktoru, ali da ¢e on napravit tele, a
nije moga moj Garonja koji je najjaci
od svih bikova i volova na Krajini, ja
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u to ne vjerujem!”. U prvoj godini os-
jemenjavanja (1958.) osjemenili smo 59
plotkinja. Prvo tele bilo je Zensko, ljudi
su iz znatizZelje dugo dolazili kod ovog
domacdina da se uvjere je li to istina i da
tele ima normalne organe kao i ostala
telad dobivena prirodnim pripustom.
Na nasu radost ta junica je u prvoj lak-
taciji imala viSe mlijeka od svoje ma-
jke. Postepeno su pozitivni rezultati
probili led” tako da je Veterinarska
stanica Sinj 1976. g. imala ve¢ 4.000 os-
jemenjenih plotkinja. U pocetnim go-
dinama u ambulantama u Sinju, Trilju
i Vrlici na osjemenjivanje krava i junica
dovodene su plotkinje iz kruga od oko
tri kilometra. Kasnije je u svakom selu
napravljena nadstresnica s ugradenom
stojnicom gdje su stvoreni najosnovniji
uvjeti za osjemenjivanje. Istovremeno
je Veterinarska stanica inzistirala na
svakodnevnim obilascima sela i osje-
menjivanju, $to je lako realizirano, kad
je ideja vec bila prihvacena.

Svaki drugi dan dovoZeno je sjeme
u dozama prema procjeni koliko ¢emo
imati plotkinja u estrusu za ta dva
dana. Sjeme je ¢uvano u hladnjaku na
Zeljenoj temperaturi. Prije odlaska na
teren veterinar je trebao biti ujedno i
dobar logisticar, da u malenog , fi¢u”
naslaze: kantu hladne vode od 20 lit-
ara, kantu vrele vode od 5 litara, vet-
erinarsku torbu napunjenu ljekovima,
dezinficijensima, fonendoskopom, Str-
caljke s injekcionim iglama, toplom-
jerima, kutiju s termos bocom u kojoj
je bio led za cuvanje tekuceg sjemena,
etui (dobos$) za staklene pipete, pribor
za kastriranje svinja, burdizzo klijesta
velika i mala za kastraciju bikova,
ovnova i jaraca, nosna lula za konje i

goveda, rukavice gumene, uze za fik-
saciju i obaranje te druge nenavedene
instrumente kojima smo svakodnevno
rabili u veterinarskoj praksi. Mladi,
a i iskusni veterinari nisu koristili
gumene rukavice jer su bile debele pa
kod njihove uporabe nije bio mogu¢
pravi uvid u stanje maternice i jajnika.
Stoga se u rektum goveda vedinom
ulazilo golom rukom Sto nije bilo bez
neugodnosti za veterinara, posebno u
uvjetima velikog obujma posla, jer je
u Spici sezone osjemenjavanja u 8. i 9.
mjesecu znalo biti za osjemeniti i do 40
plotkinja na jednom punktu dnevno,
a ponekad i vise (¢ak do 60 plotkinja).
Zbog takvog obujma poslova dogadalo
se da bude ponesena nedostatna doza
sjemena pa se trebalo s terena vradati
po sjeme u ambulante. Ovi zahvati su
inace neugodni za osjetila ljudi slabijeg
Zeluca pa su ih zahvati nerijetko tjerali
na povracanje. Stoga treba reci i to da
su terenski veterinari s navedenom eks-
panzijom u umjetnom osjemenjivanju
trebali podnijeti i svojevrsnu ,pokoru”,
rade¢i u svim vremenskim uvjetima,
bez obzira na radno vrijeme, koju su
zbog entuzijazma i ljubavi prema svom
poslu stoicki podnosili. Naime, u to
je vrijeme zbog velikog broja stoke i
povremenog pojavljivanja zaraznih bo-
lesti uz redovita lijeCenja, kastracija i
osjemenjivanja, veterinarska je struka
bila izlozena danono¢nom radu Ssto je
nerijetko dovodilo i do psihofizickih is-
crpljenja veterinara.

Uvodenjem rada na umjetnom os-
jemenjivanju s duboko smrznutim sje-
menom osjetno se popravio dojam za
struku i okolinu. Plasticne rukavice,
ispocetka francuskog podrijetla dale
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su mogucnost veterinaru prakticaru da
ima komotniji uvid u cijeli reproduk-
cijski trakt goveda, jer se nije remetila
osjetljivost po vrhovima prstiju. Opip
prstiju se s viemenom toliko izvjezbao/
izostrio da je veterinar s lakocom dij-
agnosticirao sve faze spolnog ciklusa,
kao i patoloske promjene na maternici
ijajnicima. Bez lazne skromnosti mogu
re¢i da su moji vrhovi prstiju bili toliko
osjetljivi (vjerujem i kod drugih kolega
veterinara), da sam mogao (doduse ri-
jetko, vjerojatno u neposrednoj ovulaci-
ji) osjetiti usisni tlak u reprodukcijskom
sustavu plotkinje kako vuée bikovsko
sjeme prema ovarijima.

Uz svakodnevni terenski rad veteri-
nari su sami sebe osposobljavali te su
sve viSe znali o poslu koji rade. Izobraz-
bu su dopunjavali na tecajevima i semi-
narima koji su organizirani od strane
Veterinarskog fakulteta i vecih centara
za umjetno osjemenjavanje. Zbog obu-
jma poslova dobrodoslo je pojacavanje
novopridoslim veterinarskim kadrom
koje je Veterinarski fakultet svojim
nacinom Skolovanja i uvedenom teren-
skom ambulantnom sluzbom dobro os-
posobio za poslove terenskih veterina-
ra pa su se oni uz pomoc starijih kolega
vrlo brzo uklapali u zahtjevan posao.

Razvojem industrije,
trgovine rasli su i gradovi te se u
njih slijevao ved¢i broj radno spo-
sobnih stanovnika sa sela koji su se
tu zaposljavali. Povecanim brojem
stanovniStva povecale su se i potrebe
za ziveznim namirnicama, a time i
mlijekom. Da bi se namirile povecane
potrebe za mlijekom, splitska mljekara
je uz pomo¢ poljoprivrednog kombi-
nata ,Trnovaca” iz Sinja organizirala

turizma i

otkup mlijeka. Sva sela oko Sinjskog,
Hrvatackog i Vrlickog polja i njima
jos pridodana sela Biteli¢, Zasiok,
Vucipolje, Dabar, Satri¢, Potravlje,
Maljkovo i Otisi¢ svakodnevno su obi-
lazila dva kamiona sa cisternom na
sabirnim mjestima u selima, gdje su
preuzimali proizvedeno mlijeko te ga
isti dan odvozili u Mljekaru Split. Mli-
jeko je redovito na vrijeme isplac¢ivano
s pristojnom stimulativnom cijenom
proizvodac¢ima i dostavlja¢éima mli-
jeka (Trnovaca). Povoljna financijska
injekcija od prodaje mlijeka potakla je
drzitelje (stocare) da krave bolje paze
i hrane, a istodobno se povecao i broj
mlije¢nih krava. DrZatelji su na nagovor
veterinara poceli kupovati i hranidbene
dodatke za krave u vidu mineralno-
vitaminskih pripravaka, zasijavala su
se djetelinista, sijeno je sad po savjetu
veterinara koSeno da bude vise hran-
jivo i bolje kvalitete, a ne da ga se ukosi
$to viSe bez obzira na hranjivost. Sel-
jaku je prije bio primarni cilj napuniti
pojatu (spremiSte za sijeno), za ostalo
nije puno brinuo, a sad je o tome mis-
lio u terminima korisnosti za goveda.
Zamah stocarstva osjetio se i u broju
osjemenjenih plotkinja pa smo najveci
broj umjetno osjemenjenih plotkinja
zabiljezili 1989. g. u broju od ukupno
5.420 umjetno osjemenjenih plotkinja.
Sve je navedeno na terenu mu-
kotrpno ustrojeno, uvedeno i odrzava-
no. Stoga ne mogu ne izraziti svojevrs-
no zaljenje za degradacijom navedene
aktivnosti. Umjetno osjemenjivanje
lako je bilo unazaditi na nac¢in sma-
njene cijene mlijeka (nestimulativna
cijena) kao i neredovitom isplatom za
isporuceno mlijeko. Kad su drzatelji
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osjetili da u kravu moraju viSe uloziti
nego im ona financijski vrati, goveda
su polagano, ali sigurno napustala sStale
u koje se viSe nisu vracala. Mljekare
su usavrsile tehnologiju pripremanja i
cuvanja mlijeka, a kupovale su ga od
drzava koje ga imaju u visku. Bududi
da su mljekare mlijeko kupovale po
snizenim (dampinskim) cijenama bez
brige za lokalni sto¢ni fond doslo je do
degradiranja poljoprivrede i stocarstva,
tako da je Veterinarska stanica Sinj na
opisanom podrudcju u 2008. g. osjeme-
nila samo 1.000 plotkinja, dok je uku-
pno ostalo cca. 2.000 plotkinja. Razlog
zasto je doslo do urusavanja gove-
darstva, nekadaSnje temeljne grane
privredivanja, uz ovcarstvo, na ovom
podrudju, prema mojim spoznajama
i saznanjima je neprimjerena poljo-
privredna politika sa siromasnom fi-
nancijskom podrskom. Medutim, to je
jedna druga prica u koju ovdje necu
detaljnije ulaziti.

Zakljuc¢io bih s konstatacijom o
postignutim uspjesima veterinarske
struke na podrucju rada Veterinar-
ske stanice Sinj. Republicka uprava za

veterinarstvo uspjela je ostvariti svoju
izvornu zamisao da jednom radnjom
dobije dvostruki ciljani rezultat: suzbiti
brucelozu (opasna zoonoza) te jalovost
krava junica i pretopiti busu u produk-
tivnije govedo kako za meso, a tako i
za mlijeko. Uvodenjem i usvajanjem
zootehnickog zahvata umjetnog os-
jemenjivanja uz istodobnu provedbu
kontroliranog pripusta bikova u brds-
ko-planinskim predjelima s licencira-
nim bikovima dobili smo novo govedo
s ve¢im okvirom i s novim genomom
za vecu proizvodnju mesa i mlijeka.
Bez pretjerivanja se moze rec¢i da smo
od krave buse teSke cca. 250-300 kg
dobili kravu u tezini od 300-400 kg, a
mlijecnost novih krava se udvostrucila
(rezultat je to genetike, ali i poboljsane
prehrane).

Sve navedeno izneseno je da se ne
zaboravi vrijedan rad i rezultati veteri-
narske struke na podrudju istrebljenja
zaraznih bolesti kod Zivotinja i ljudi
te umjetnom osjemenjivanju goveda i
opcenito unaprjedenju stocarstva na
podrudju Veterinarske stanice Sinj.
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LITERARNI ZAPIS

Iz povijesti svilarstva u

Hrvatskoj

Aleksandar Lutkié

Tijekom 17. stolje¢a Hrvatska je
prolazila kroz tesko razdoblje. Narod
je sibala susa, nerodica, gladne go-
dine, pozari, poplave, potresi, epi-
demije bolesti stoke i ljudi, obveza da
ukonacuju i hrane vojnike (ratovi s
Turcima su bili stalni) koji su pljackali
narod. Povrh toga su gimnazijalci brali
voce i grozde i unistavali usjeve, drvece
ilozu.

Carica Marija Terezija je stalno zahti-
jevala nove vojnike, cak je odlukom
Pape od 1758. godine postala apos-
tolski kralj i imala ovlast imenovanja
i najvisih crkvenih dostojanstvenika.
Ona je sa svojim sinom, suvladarom i
nasljednikom Josipom II. uspostavila
otvoreni apsolutizam pod egidom
prosvjetiteljskog apsolutizma Ssto je
trajalo do godine 1790. Uza svu sur-
ovu germanizaciju pojedine su akcije
provodene koje su cinile dobro puku.

Tako je, po svemu sudedi, poslan u
nasSe krajeve krumpir (njem. Grund-
birne), kazu 1769. god. Sto ¢e puk
spasavati od gladi. Carica je 1763. go-
dine poslala stru¢njaka Karla Soleng-
hija kako bi potaknula razvoj svilarstva
u Hrvatskoj i Slavoniji. Jos je prije toga
ukinula cehove, dala privilegije tkal-
cima, dala donijeti strukovne admin-
istrativne propise i odredila porezne
olaksice za razvoj svilarstva. U to su
vrijeme u Hrvatskoj proizvodili divlju
sirovu svilu i sirove neudinjene koze
Sto se je izvozilo u njemacke zemlje.
Solenghi je na tadasnjoj periferiji Za-
greba uspostavio nekoliko radionica
za preradbu svile i predlagao osniv-
anje svilane. Realizacija ¢e toga cekati
nekoliko desetljeca. Ali pocetak je
bio sadnja dudova duz ulice nazvane
Svilarska (od Ilice Margaretskom preko
Preradovi¢evog trga Preradovi¢evom

Dr. sc. Aleksandar LUTKIC, redoviti profesor u mirovini, Zagreb
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ulicom do Svacic¢evog trga, a mozda i
dalje prema Savi). Nasad dudova bio
je najgusdci oko danasnjeg krizanja He-
brangove i Preradoviceve ulice uz sa-
mostan Klarisa na jugozapadnom uglu.
Danas tamo stoji visoka prizemnica
koju je izgradio i u njoj Zivio poznati
zagrebacki graditelj Jambrisak.

Na skupstini Gospodarskog drustva
(osnovao ga je 1841. godine kasniji kar-
dinal biskup Juraj Haulik) odrzanoj
1855. godine raspravilo se da se zamoli
vladu da odredi da se ,nijedan mladi¢
ne moze viencati dok stanoviti broj divjaka
nije presadio i ciepio” i da se Sto prije us-
troji gospodarska skola. Ta je skola i os-
novana 1860. godine u Krizevcima.

Druga predionica svile nazvana
Bubara je ona biskupa Haulika u Maksi-
miru uz viSe stotina stabala bijelog
duda radi uzgoja dudova svilca. Zgra-
da se sac¢uvala u okvirima Poljoprivred-
nog fakulteta. U njoj se u ona vremena
(nazivali su je filatorium) sukalo niti iz
¢ahura dudovog svilca. Ta je tehnika
odavno poznata, radi se motovilom.
Naime, jedna je nit proteina fibroina
pretanka pa se predenjem kombinira
viSe niti i namata na Spule. Osim ovih
dudnjaka i filatorija u Zagrebu proiz-
vodnja se svile raSirila i duz obale do
Dubrovnika, u Istri i u Slavoniji. K tome
se zacela ista proizvodnja i u Vojvodini,
Makedoniji i Bugarskoj.

U Zagrebu je bio drvored dudova
na Jurjevskoj ulici od Beci¢evih stuba
do Cmroka jos poslije II. svjetskog rata.

Sada pokojni prof. Sulimanovi¢
zivio je u mladim danima u Slavoniji
pa je promatrao (pricao mi je) kako u
istom vremenu sijeku dudova stabla

jer je dekretom vlasti zabranjen uzgoj
svilaca s obrazloZenjem da , ne e seljaci
nositi svilene gace”.

Svilogojstvo je prolazilo razdoblja
uspjesnoga rada ali i vrlo slabih dana,
najcesce zbog raznih bolesti Sto na-
padaju dudov svilac. Prije II. svjetskog
rata u Buzanovoj ulici osnovana su
dva tvornicka pogona za proizvodnju
svile od kojih je formirana Zagrebacka
industrija svile. Drugu takvu svilanu
utemeljili su 1932. god. poduzetnici
Krauss i Hermann i 1937. god. ju pre-
selili u Karlovac.

Danas se izraduje umjetna svila
vrlo dobre kakvoce. Ona ipak zaostaje
za prirodnom svilom koja je vrlo los
vodi¢ topline i elektriciteta zbog cega
se svilene tkanine vrlo ugodno nose lje-
ti. Osim toga je svila jako higroskopna
pa moze upiti mnogo vlage a da se ne
osjeca vlaznom. Svila mnogo bolje pod-
nosi kiseli medij dok je luznati ostecuje
(jer je svilena nit bjelancevina). Zbog
toga svilu treba prati u hladnoj vodi
ako je sredstvo za pranje luznato. Tako
se skida sericinski obljep s upredenih
niti koje su usukane (,,koncanje svile”).

Sto se tice podrijetla svile poznato
je da je ona dovodena karavanskim
putem iz Kine u podrudje danasnje
Sirije. Bizant je proSirio uporabu na
susjedne zemlje, ali je bio i onaj koji
je saznao tajnu uzgoja dudovog svil-
ca (taj se zove Bombyx mori). Najveci
proizvodaci prirodne svile su Japan
(gotovo polovica svjetske proizvodnje),
Rusija, Kina (ne objavljuje podatke o
svojoj proizvodnji), Indija, Italija, Ko-
reja i zatim sve ostale zemlje.
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Americki glumac Ronald Regan
kao tumac uloge veterinara

Nedavno su (3. kolovoza 2009.) ob-
javljeni u ,Vecernjem listu” fotografija
i kratak zapis o pokojnom americkom
filmskom glumcu Ronaldu Reganu.
To me je podsjetilo jednog sli¢nog za-
pisa u ¢asopisu Journal of the american
veterinary medical association iz 1947.
godine. U cjelovecernjem filmu ,,Stal-
lion Road” Regan je prikazao terensk-
og veterinara kao prirodnog, krepkog,
postenog i tolerantnog covjeka koji obi-

lazi teren danju i nocu jasudi na svom
pastuhu. Film je snimljen prema istoi-
menom romanu, kojeg je 1945. godine
objavio americki knjizevnik Stephen
Longstreet. Ronald Reagan je umro
prvih dana kolovoza 2004. godine u
Los Angelesu u 93. godini. Izvanredna
popularnost izborila ga je za predsjed-
nika SAD-a (1981.-1989.).

Maks KARLOVIC

BT T=TF

a -

Na priloZenoj fotografiji dvoje je glavnih sudionika tog filma: Ronald Regan kao Larry Hanrahan i Alexis

Smith kao Rory Teller.
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Rudolf PRISCAN roden 1. 3. 1942.
u Gornjoj Konjscini (Zlatar Bistrica),
diplomirao 8. 9. 1970. u Veterinar-
skom fakultetu Zagreb. Radio kao
veterinar u Poljoprivrednoj zadruzi
.Sutla” Senkovec (1971. - 1979.), u Pol-
joprivredno-drvnoj radnoj organizaciji
Kupljenovo - Luka (1979. - 1987.),
u .Sljemestocarstvu” d.d. Sesvetski
Kraljevec (1996. - 2000.). Od 2001. do
2004. bio na bolovanju. Umro 5. 5. 2007.
u Zagrebu.

Marijan VEDRINA roden je 1. 5.
1951. u Zagrebu, diplomirao 21. 4. 1989.
u Veterinarskom fakultetu u Zagrebu.
Radio u Zagrebackoj banci (1980. -
1995.), u poduzecu . Vedrina” d.o.o. za
trgovinu i usluge Zagreb (1995. - 1999.),
u Cosmopolitan life dionicko drustvo
za osiguranje Zagreb (1999. - 2005.) i
u Croatia osiguranje - Filijala Zagreb
(2005. - 2007.). Umro je 26. 5. 2007. u
Zagrebu.

Tomislav. BANOVIC, roden 8. 7.
1946. u Zagrebu, diplomirao 23. 10.
1980. u Veterinarskom fakultetu Za-
greb. Radio kao veterinar u Veterinar-
skoj stanici Cazma (1980. - 1987.), u Pol-
joprivrednoj zadruzi .Sutla” Senkovec
(1987.-1998.), u ,.Sutli” Senkovec (1998.
-1999.), u SOL-NOVA Senkovec (1999. -
2001.). Umro 9. 7. 2007. u Zagrebu.

Nikola PTICEK roden je 24. 10.
1961. u Zagrebu, diplomirao 30. 6. 1989.
u Veterinarskom fakultetu Zagreb.
Radio kao veterinar u Veterinarskoj
stanici Donja Stubica (1989. - 1990.), u
Poljoprivrednoj zadruzi Hum na Sutli
(1990.), u Veterinarskoj stanici Donja
Stubica (1990. - 2007.). Umro 6. 11. 2007.
u Oroslavlju.

Tomislav IVANOVIC, roden 29. 12.
1929. u Zagrebu, diplomirao 24. 4. 1961.
u Veterinarskom fakultetu Zagreb. Ra-
dio kao veterinar u Veterinarskoj stani-
ci Pazin (1961. - 1963.), u Veterinarskoj
stanici Buje (1963. — 1986.), u Veterinar-
skoj stanici Klanjec (1986. — 1987.) i kao
voditelj DDD sluzbe u Veterinarskoj
stanici Zapresi¢ do odlaska u mirovinu
(1987. — 1993.). Umro 4. 9. 2008. u Za-
grebu.

Maks KARLOVIC
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UPUTE SURADNICIMA

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Casopis “Veterinarska stanica”
objavljivat ¢e u prvom redu ¢lanke
o djelatnosti veterinarskih stanica
imajudi pri tome na umu njihovu ja-
vnu funkciju propisanu zakonima,
pravilnicima, uredbama i drugim
propisima. Pritom ce se objavljivati
¢lanci o ustrojstvu veterinarskih
stanica i o njihovoj preobrazbi

u skladu s razvojem drustvenih
odnosa na selu.

“Veterinarska stanica” nastojat ce
pruzati stru¢njacima nove spoznaje
iz znanosti i napose prakse u zem-
ljama s razvijenim stocarstvom.

U naSem casopisu tiskat ce se
znanstvene i strucne rasprave prije
svega za strucnjake koji rade u
veterinarskim stanicama i ambulan-
tama.

Bit ¢e u njemu i drustvenih vijesti,
obavijesti, najava i osvrta na
znanstvene i stru¢ne skupove i sl.

Objavljivat ¢emo referate od
posebna interesa za neposrednu
praksu, zatim prikaze knjiga i dru-
gih publikacija.

Tekstovi originalnih i struc¢nih
rasprava te onih iz povijesti veteri-
narstva i prikazi obljetnica mogu
imati pet do deset kartica (pisanih
u MS Wordu, velic¢ina fonta 12,
prored 1,5), medutim, u iznimnim
slucajevima prihvatit ¢e se i veci
broj kartica. Misljenja, prijedlozi i
suceljavanja dvije do pet kartica.

7)

8)

9)

Literarni zapisi Cetiri do deset kar-
tica.

Tekstove je potrebno pisati u MS
Wordu, font 12, srednji prored (1,5)
ili na pisa¢em stroju, srednje veliki
prored. Svaki novi stavak mora
poceti s uvucenim retkom.

Autore treba u tekstu citirati na

sljedeci nacin:

a) ako je jedan autor: Nicolet
(1975.).

b) ako su dva autora: Adamovic i
Jurak (1938.).

¢) ako su tri ili viSe autora: Lojkic i
sur. (1978.).

Sve sto se obraduje mora imati
oblik primjeren obradi materije u
znanosti i struci. Urednistvo moze
zahtijevati od autora da popravi
svoj prilog ili ga moze odbiti.

10)Svaka rasprava mora imati kratak

sazetak

11)Isticemo napose da svi grafikoni

moraju biti izradeni u Micro-

soft okruzju na racunalu ili u
nemogucnosti izrade na racunalu
na paus-papiru, a fotografije
(obicne i digitalne) takve kvalitete
da se mogu uspjesno reproducirati.

12) Rukopisi se ne vracaju.

13)U pregledu literature potrebno je

navoditi samo autore koji se citiraju
u raspravi i to prema uputama koje
se prilazu:
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1. knjiga: HAFEZ, E. S. E. (1986):
Adaption of domestic animals.
Philadelphia: Lea and Febinger.

2. rasprava u knjizi: MAURER, F. D,,

R. A. GRIESEMER and T. C. JONES
(1959): African swine fever. U:
DUNNE, H. W.: Diseases of swine.
Ames, lowa (145 - 158).

3. disertacija: KRSNIK, B. (1972):
Utjecaj buke na ponasanje svinja u
industrijskoj proizvodnji, napose
s obzirom na lako oksidirajuce
tvari kao biokemijskom parametru.
Disertacija. Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu.

4. zbornik referata: SANKOVIC, F. (1986):
Kirurske bolesti u intenzivnom uzgoju
prezivaca. IzvjeS¢a sa X. znanstvene
konferencije “Veterinarska biomedicina
i tehnika” (Zagreb, 15.1 16. studenoga
1984). Zborik referata. Zagreb (suppl.
S1-S8).

5. zbornik sazetaka: CA]AVEC, S., Ljil-
jana MARKUS CIZELJ, S. CVETNIC
i M. LOJKIC (1985): Seroloski odziv
svinja na eksperimentalnu inakti-
viranu vakcinu bolesti Aujezskoga.
Kongres mikrobiologa Jugoslavije
(Porec, 24. - 28. rujna 1985). Zbornik
plenarnih predavanja i saZetaka
priopcenja. Zagreb (104).

6. casopis: LANCASTER, M. B. (1973):
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