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Uvod

Mnoge zemlje imaju tradiciju pro-
izvodnje domacih fermentiranih proiz-
voda i nastoje ju odrzati. Samo se dio
takvih proizvoda iz poljoprivrednih
domacinstava proizvodi i stavlja pod
nadzorom na trziSte. Proizvodnju tradi-
cionalnih kobasica u domacinstvima
karakterizira nestandardizirana proiz-
vodnja u vrlo razli¢itim uvjetima. S
obzirom da za ovu vrstu namirnica nisu
definirani standardi kakvoce i uvjeti
proizvodnje (Kovacevici sur., 2009.), sas-
tav i kakvoca domacih proizvoda su vrlo
neujednaceni.

U proizvodnji autohtonih mesnih
proizvoda, vaznost treba dati kakvoci
upotrijebljene sirovine i dodataka,
bududi da isti mogu biti izvor rasta
razlic¢itih mikroorganizama i konacni
proizvod mogu kontaminirati (Ko-
zacinski i sur., 2008.). Mnogi mik-
roorganizmi, svojim rastom i me-

tabolizmom induciraju promjene u
okusu, nutritivnoj kakvodi, teksturi,
aromi i sigurnosti samog proizvo-
da (Kovacevi¢, 2001.). Zbog toga je
pozeljno dodavati specificne funkcio-
nalne starter kulture za mesne proiz-
vode s ciljem oplemenjivanja, sigurn-
osti i duljeg vijeka trajnosti konacnog
proizvoda. Najces¢i su starteri za
mesne proizvode, uz bakterije mlijecne
kiseline (BMK), koagulaza negativni
stafilokoki (CNS): S. xylosus, S. carno-
sus, S. warneri, S. lentus (Simonova i
sur., 2006., Bonomo i sur., 2008.). Dok
BMK osiguravaju sigurnost proizvoda
snizavanjem pH vrijednosti, razgrad-
njom Secera i proizvodnjom mlijecne
kiseline te proizvodnjom bakteriocina
(Frece i sur., 2005.a, Frece i sur., 2009.),
CNS utjecu na ostala tehnoloska svo-
jstva fermentiranih mesnih proizvoda
(Kovacevi¢, 2001.).
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Cilj je ovog rada bio odrediti mik-
robnu populaciju i kemijske parametre
u kobasicama iz domace proizvodnje
te izolirati i karakterizirati potencijalne
prirodno prisutne autohtone start-
er kulture kao i mogucu prisutnost
mikotoksina.

Materijali i metode

Ispitivanje mikrobioloskih i ke-
mijskih parametara provedeno je na
uzorcima kobasica iz domace proiz-
vodnje (n=15), izabranih
od privatnih proizvodaca s podrudja
Varazdinske Zupanije.

Preporuceni mikrobioloski para-
metri za trajne kobasice i druge trajne
suhomesnate proizvode odredeni su
prema Vodicu za mikrobioloske krite-
rije za hranu (2009.). (Salmonella spp.,
Enterobacteriaceae, sulfitoreducirajuce
klostridije, koagulaza pozitivni stafilo-
koki/ Staphylococcus aureus i Listeria mo-
nocytogenes).

nasumice

Za izolaciju S. aureus upotrijebljena
je selektivna podloga Baird-Parker agar
(Biolife) (37 °C / 24-48 sati). Kao potvrd-
ni test koristeno je bojanje po Gram-u,
katalaza test, koagulaza test (Markov i
sur., 2009.).

Enterobacteriaceae su izolirane na
VRBG (violet red bile agar, Biolife)
selektivnom agaru, bojenje po Gram-u
(Markov i sur., 2009.).

Izolacija  Salmonella sp. ukljucuje
Rappaport-Vassiliadis bujon (37 °C /
24h), a potom precjepljivanje na XLD
(xylose-lysine-deoxycholate,  Biolife)
agar (37 °C / 24h), bojanje po Gram-u
(Markov i sur., 2009.).

Za izolaciju L. monocytogenes upotri-
jebljen je UVM bujon, Fraser bujon, a
potom selektivna podloga, PALCAM
agar (Biolife). Potvrdni testovi: bo-
jenje po Gram-u, katalaza test, CAMP
test, iskoriStavanje  ugljikohidrata
(iskoristava ramnozu, ksilozu ne) i test
pokretljivosti (pokretna) (Markov i sur.,
2009., Frece i sur., 2010.).

Tablica 1. Klasi¢ne mikrobioloSke metode i biokemijski (API) test za izolaciju i identifikaciju mikroor-

ganizama

UVJet|

RP-bujon, XLD 37 °C
Salmonella sp. [Blo |fe] 2% - 48 h API 20 E V4.1
. . 37°C
Enterobacteriaceae VRB (Biolife] % h AP 20 E V4.1
- 37 °C
Staphylococcus aureus BP (Biolife] 48 h API STAPH V4.1
Sulfitoreducirajuci Sulfitni 37°C )
klostridiji agar (Biolife] 72 h
S Fraser bujon, 37°C L
Listeria monocytogenes Palcam (Biolife) 24 h API Listeria V1.2
Bakterije mlijecne . 30°C
Kiseline MRS agar (Biolife] 48 -77 h API 50 CHL V5.1
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Izolacija sulfitoreducirajucih klostri-
dija provedena je na sulfitnom agaru (Bi-
olife) (37 °C/3 dana) (Frece i sur., 2009.).

Za izolaciju potencijalnih autohto-
nih starter kultura (bakterije mlijecne
kiseline) koristena je MRS (De Man,
Rogosa i Sharpe, Biolife) — selektivna
podloga (Frece i sur., 2005.a, Frece i
sur., 2005.b, Frece i sur., 2009.).

Za identifikaciju i razlikovanje
istrazivanih bakterija i bakterija mli-
jecne kiseline u uzorcima domacih ko-
basica, od ostalih bakterija koje mogu
porasti na selektivnim podlogama upo-
trijebljeni su biokemijski API testovi
prema uputama proizvodaca (API sy-
stems, BioMérieux).

Inhibicija rasta odabranih test mikro-
organizama Staphylococcus aureus 3048,
Escherichia coli 3014, Salmonella sp. 3064
— izolirani iz razli¢itih namirnica i Liste-
ria monocytogenes ATCC 23074 s izolatom
L. acidophilus KA1 odredivala se turbi-
dimetrijskom metodom. Kao test mikro-
organizmi koristeni su sojevi bakteri-
jskih kultura iz Zbirke mikroorganizama
Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Turbidimetrijska metoda

Antimikrobno je djelovanje izolira-
ne bakterijske kulture ispitano na
odabranim test mikroorganizmima:
Staphylococcus aureus 3048, Escherichia
coli 3014, Salmonella sp. 3064 i Listeria
monocytogenes ATCC 23074. U jazice
mikrotitarske plocice dodano je 240 uL
nadtaloga odredenog bakterijskog izo-
lata (10% cfu/ml) i 10 pL test mikroorga-

nizma (10° cfu/ml) prethodno uzgojen-
og u hranjivom bujonu. Antibakterijsko
djelovanje nadtaloga bakterijskih izo-
lata na test mikroorganizme, tijekom 72
h uzgoja (2, 4, 6, 24,48 172 h) pri 37 °C,
odredivano je spektrofotometrijskim
mjerenjem prividne apsorbancije pri
valnoj duljini od 620 nm (A,) pomocu
C¢itaca mikrotitarskih plocica (TECAN,
Sunrise). Razlika u prividnoj apsorban-
ciji kontrole (A ) (nacijepljen hranjivi
bujon s test mikroorganizmom bez
dodanog nadtaloga bakterijskog izo-
lata) i uzoraka s dodanim nadtalogom
bakterijskog izolata mjera je inhibicije
rasta test mikroorganizma. Slijepe
probe su bili uzorci pripremljeni bez
dodatka mikroorganizama. Stupanj
inhibicije odreden je prema izrazu:
Stupanj inhibicije (%) = (1- A /A )x100
(Frece, 2007., Frece i sur., 2009., Lebos i
sur., 2009.).

Odredivanje stupnja
kiselosti i postotka proiz-
vedene mlijecne kiseline

1 mL MRS bujona s nacijepljenim
izolatom bakterija mlije¢ne kiseline L.
acidophilus KA1 (24 h/ 37 °C) razrijeden
je s 19 mL destilirane vode u Erlenmey-
erovoj tikvici od 100 mL. Razrijedeni
uzorak je titriran s 0,1 M NaOH uz
fenolftalein kao indikator.

°SH=a 20 f,.; 2

% mlijecne kiseline = °SH 0,0225

a=mL 0,1 M NaOH

(1°SH ~ 0,0225 g mlijecne kiseline
(%))

Rezultati titracije izrazeni su kao
mlijec¢na kiselina (g/L).
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Odredivanje kemijskog
sastava

Kemijski sastav kobasica ispitan je
odredivanjem udjela sirovih proteina,
ukupne masti, vode i pepela (%, w/w).
Sadrzaj proteina ispitan je metodom po
Kjeldahl-u uz uporabu bloka za raz-
aranje (Unit 8 Basic, Foss) i uredaja za
destilaciju i titraciju (Kjeltec 8400, Foss).
Udio masti odreden je metodom po
Soxhlet-u uz ekstrakciju masti eterom
na uredaju za ekstrakciju (Soxtherm
2000, Gerhardt). Gravimetrijske su ana-
lize vode i pepela provedene uporabom
termostata (Epsa 2000, Ba-Ri) i mufolne
pedi za spaljivanje (LV9/11 Controller
P 320, Nabertherm). Ispitivanje adi-
tiva provedeno je odredivanjem razine
natrijevog nitrita (mg/kg), a spektrofo-
tometrijsko ocitavanje apsorbancija u
analizama natrijevog nitrita provede-
no je na spektrofotometru DR/4000U,
Hach. Sva su ispitivanja provedena
primjenom validiranih standardnih
analitickih metoda (ISO) uz uporabu
kemikalija analiticke cistoce.

Odredivanje aflatoksina
B1 i okratoksina A

Razina mikotoksina aflatoksina Bl
(AFB)) i okratoksina A u uzorcima ko-
basica ispitivana je kvantitativnom ELI-
SA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) metodom. AFB, je odredivan
pomocu Immunolab Aflatoksin Bl
kita, kat. broj AB1-E01, a okratoksin A
pomocu Neogen kita — Veratox 8610.
Test procedura je provedena prema
naputcima proizvodaca kitova. Rezul-

tati su ocitavani na Citacu mikrotitar-
skih plocica (Tecan, Sunrise), pri valnoj
duljini od 450 nm za aflatoksin B1 te
650 nm za okratoksin A.

Rezultati i rasprava

U nasem su istrazivanju od ukupno
15 uzoraka u 4 uzorka domacih koba-
sica klasi¢nim mikrobioloskim meto-
dama, izolacijom na selektivnim pod-
logama, dokazane bakterije iz obitelji
Enterobacteriaceae (tablica 2). Bakterije
Staphylococcus  vrste dokazane na
selektivnom Baird-Parker agaru (BP)
kao crne kolonije s ,halo” efektom su
dodatno identificirane bojanjem po
Gramu (gram pozitivni koki); katalaza
testom (pozitivan) i koagulaza testom
(negativan), u Cetiri uzoraka kobasica.
Bakterije iz roda Salmonella, dokazane
su na selektivnom XLD agaru u jednom
uzorku, Listeria vrste u cetiri uzorka
kobasica na PALCAM agaru, a u samo
jednom uzorku kobasica pronadene su
sulfitoreducirajuce klostridije, kao crno
obojene kolonije u sulfithom agaru.
Bududi da postoje odredena odstupa-
nja u rezultatima dobivenih klasi¢nim
mikrobioloskim metodama i biokemijs-
kim — API testovima, kolonije sumnjive
na selektivnim podlogama potvrdivale
su se biokemijskim API testovima (ta-
blica 1). Rezultati dobiveni biokemijs-
kim API testovima (prema uputama
proizvodaca API systems, BioMérieux)
prikazani su u tablici 2.

Rezultati istraZivanja su pokazali
da su u tri uzorka domacih kobasica
izolirane potencijalne starter kulture L.
acidophilus i S. xylosus (tablica 2) koje su
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Tablica 2. Mikrobiolo$ki i biokemijski (API) rezultati uzoraka kobasica domace proizvodnje

B T N

Proteus vulgaris (3/15)
Citrobacter freundii (1/15)

IR o5 Serattia odorifera (1/15)
Salmonella spp. (1/15)
o Listeria grayi (3/15)
BT, 415 Listeria /noccEJé} [111 5)
- . S. xylosus (3/15
Stafilokoki 4/15 5. capitis (1/15]
Bakterije mlijecne : .
100 -
s 80 T l’ T ]- T
£ o T T I |
K 20 T ™ T I | | L
20 — — =
0+
2 4 6 24 48 78
vrijeme (h)
OL. monocytogenes BE. coli B Salmonella sp. O8S. aureus ‘

Slika 1. Stupanj inhibicije rasta test mikroorganizama (E. coli3014 S. aureus 3048,
Salmonella sp. 3064, L. monocytogenes ATCC 23074), tijekom 72 sata uzgoja, u
prisutnosti izolata bakterija mlijecne kiseline L. acidophilus KA1 (L.a.) (srednja

vrijednost+SD)

prirodna mikroflora mesnih proizvoda.
Mnogi autori su u svojim istrazivanjima
mikrobne populacije u tradicionalnim
fermentiranim proizvodima izolirali
bakterije mlijecne kiseline, stafilokoke
i neSto kvasaca, ali ne i patogene mik-
roorganizme (Comi i sur., 2005., Urso i
sur., 2005., Simonova i sur., 2006.).
Bududi da je jedan od selekcijskih
kriterija za starter kulture antagonizam
prema patogenim mikroorganizmi-

ma, u ovom radu pracena je inhibicija
rasta odabranih test mikroorganizama
(Salmonella sp. 3064, L. monocytogenes
ATCC 23074, S. aureus 3048 i E. coli
3014) turbidimetrijskom metodom
kojom je omogucen direktan kontakt
antimikrobnih tvari sa samim stani-
cama bakterija. Iz dobivenih rezultata
vidljivo je da izolat L. acidophilus KA1
pokazuje znatnu antimikrobnu ak-
tivnost prema patogenim test mikro-
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Tablica 3. Proizvodnja mlije¢ne kiseline (g/L)

. Koncentracija mlijecne ..
Izolati BMK kiseline (g/L) pH vrijednost podloge

L. acidophilus KA1

22,45

S
2 30 T I
°
S
25
20
15 1
10 4
51
0+ : ‘

VLAGA MAST PROTEIN

3,60
i: Slika 2. Kemijski sastav
‘ domacih kobasica: udio vode,
PEPEO sirovih masti, proteina i pe-
pela (srednja vrijednost+SD)

organizmima. (slika 1). U ovisnosti o
vremenu inkubacije i odabranom test
mikroorganizmu, postignuta je in-
hibicija rasta od oko 20-75%. Stupan;j in-
hibicije je zabiljezen ve¢ nakon drugog
sata uzgoja i iznosio je od oko 20-30%,
a najjace inhibitorno djelovanje poka-
zano je na bakterije iz roda Salmonella
sp. (75%) i E. coli (73,8%). Kod S. aure-
us i L. monocytogenes stupanj inhibicije
bio je oko 60 % nakon 72 sata uzgoja.
Obzirom da bakterije mlijecne kiseline
iskazuju svoje antimikrobno djelovanje
i kroz proizvodnju mlijecne kiseline,
odredena je proizvodnja mlijecne kise-
line kod izolata L. acidophilus KA1 (ta-
blica 3).

Kemijski sastav domacih koba-
sica ustvrden je ispitivanjem kemi-
jskih parametara kakvoce i to: vode,
sirovih masti, proteina i pepela (slika
2). Odredeni udio vode od 24,79+7,64%
karakteristican je za ove proizvode

i u skladu je s rezultatima drugih
istrazivanja provedenim na trajnim
kobasicama iz domace proizvodnje
(Kozacinskiisur., 2008.). Sadrzajje mas-
ti bio u rasponu od 17,96% do 58,77%
(37,41+10,05%), a proteina od 15,57%
do 39,17% (26,43+5,45%). U istrazivanju
provedenom na slavonskim domacdim
kobasicama odreden je udio masti od
24,23% do 60,34% te proteina od 7,54%
do 34,75% (Kovacevi¢ i sur., 2009.).
Stavljanjem u odnos prosjec¢nih udjela
proteina i masti, u gotovo svim ispi-
tanim uzorcima kobasica utvrdena
je negativna korelacija (1:1,4) srodna
odnosu dobivenom u istrazivanju na
domad¢im  slavonskim  kobasicama
(1:1,2) (Kovacevicisur., 2009.). U istimje
uzorcima odredena i razina natrijevog
nitrita koji se kao aditiv ¢esto dodaje
u proizvode od mesa s ciljem antimik-
robnog djelovanja (Branen i sur., 1990.,
Janssen, 1997.). Rezultati su pokazali
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Tablica 4. Koncentracije okratoksina A i aflatoksina B1 (ppb) u kobasicama domace proizvodnje

Uzorci kobasica Kencentracija Koncentracija
okratoksina A [ppb) aflatoksina B1 (ppb)

1 < 0,05
2 < 0,05
3 < 0,05
4 < 0,05
5 < 0,05
6 < 0,05
7 1,0
8 < 0,05
9 4,7
10 1,6
11 <0,05
12 2,0
13 < 0,05
14 1,2
15 < 0,05

da je samo u pojedine uzorke kobasica
(2 uzorka) dodana manja kolic¢ina natri-
jevog nitrita (9 mg/kg i 18 mg/kg), dok
je u ostalim uzorcima odredena razina
niZa od limita detekcije ispitne metode
(<5 mg/kg). U nasem prethodnom ispi-
tivanju na industrijskim trajnim koba-
sicama odredene su prosjecne razine
natrijevog nitrita od 9,80+8,21 mg/kg
(Pleadin i sur., 2009.). Ispitivanjem ke-
mijskih parametara kakvoce u ovom
istrazivanju, utvrdena je heterogenost
u sastavu domacih kobasica u odnosu
na industrijski proizvedene trajne ko-
basice, a koje karakterizira ujednaceniji
kemijski sastav.

U onecis¢enja stocne hrane koja
posredno mogu ugroziti zdravlje
ljudi ubrajaju se i mikotoksini, koji
se provlace kroz cijeli lanac od poljo-
privrednih kultura preko zivotinja i

<01
<01
< 0,1
< 0,1
< 0,1
<0,1
0,1
< 0,1
0,45
0,15
< 0,1
0,2
< 0,1
0,17
<01

njihovih proizvoda pa do covjeka, , 0od
polja do stola”. Najvece javnozdravst-
veno znacenje imaju aflatoksini i to
AFB, i okratoksin A. Da bi se smanjio
rizik od pojave mikotoksina u namir-
nicama animalnog podrijetla, a time
i opasnost za zdravlje ljudi, nuzna
je kontrola pripreme i skladiStenja
stone hrane, kao i kontrola prisut-
nosti mikotoksina u sto¢noj hrani, ali
i namirnicama zivotinjskog podrijetla
(Markov, 2005.). Izvor mikotoksina u
uzorcima mogu biti same plijesni, ali
i zacini koji se dodaju u fermentirane
mesne proizvode.

Stoga se u ovom radu ispitivala
moguca prisutnost mikotoksina. Ist-
razivanjem su ustanovljene koncen-
tracije okratoksina A u rasponu od
1,0 - 4,7 ng/g (ppb) te aflatoksina B1 u
rasponu od 0,1 - 0,45 ppb (tablica 4).
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Rezultati istrazivanja drugih autora
(Mandi¢i sur., 2007.) su sukladni nasim
rezultatima. Oni su takoder odredili
okratoksin A u vrijednosti od 3,8 ppb
te AFB, u vrijednosti od 1,33 ppb u fer-
mentiranim kobasicama. Treba istak-
nuti da dopustena koli¢ina AFB, i okra-
toksina A u mesnim proizvodima nije
regulirana niti propisima na razini Eu-
ropske Unije niti u Republici Hrvatskoj.

Zakljucak

Iz uzoraka kobasica domace proiz-
vodnje, izolirane su bakterije iz obitelji
Enterobacteriaceae (5/15), bakterije iz
roda Salmonella (1/15), bakterije Staphy-
lococcus vrsta (4/15), bakterije iz roda
Listeria (4/15) i sulfitoreducirajuce klos-
tridije (1/15) te je izolirana potencijalna
starter kultura L. acidophilus KA1, koja
posjeduje znatnu antimikrobnu ak-
tivnost, prema odabranim patogenim
test mikroorganizmima, tijekom cijelog
vremena uzgoja i time je zadovoljila
neke od glavnih selekcijskih kriterija
za izbor starter kultura. U pogledu
kemijskog sastava ustanovljena je het-
erogenost u sastavu domacih kobasica
i negativna korelacija s obzirom na
udio proteina i masti (1:1,4). Isto tako,
odredena je prisutnost mikotoksina i to
okratoksin A u rasponu od 1,0 - 4,7 ppb
te aflatoksina B1 od 0,1-0,45 ppb.

Sazetak

Svrha je ovog rada bila odrediti
mikrobnu populaciju, kemijski sas-
tav i mogucu prisutnost mikotoksina
u kobasicama domace proizvodnje

proizvedenih na tradicionalan nacin
u seoskim domadinstvima s podrucdja
Varazdinske Zzupanije, jer je rije¢ o
rizi¢noj skupini namirnica koje mogu
biti izvor razli¢itih uzrocnika bolesti.
Nadalje, kao dio autohtone mikrobne
populacije, potencijalnih starter kul-
tura koje su odgovorne za aromu i
teksturu odredenog tradicionalnog
mesnog proizvoda, izolirane su, osim
bakterija mlijecne kiseline i bakterije iz
roda Staphylococcus. U 15 analiziranih
uzoraka, pronadene su enterobakterije,
sulfitoreducirajuce Kklostridije, Salmo-
nella sp. i nepatogene Listeria vrste. Od
izolata bakterija iz roda Staphylococcus,
tipi¢nih predstavnika starter kultura za
meso, pronaden je S. xylosus, a od bak-
terija mlijecne kiseline Lactobacillus aci-
dophilus. 1zolat Lactobacillus acidophilus
KA1 pokazao je znatno antimikrobno
djelovanje prema patogenim test mik-
roorganizmima, kroz proizvodnju vi-
sokih koncentracija mlijecne kiseline te
pokazao jedno od vaznih svojstava po-
tencijalnih starter kultura. U ovisnosti
o vremenu inkubacije i test mikroorga-
nizmu, postignuta je inhibicija rasta od
20-75%. U vecini uzoraka, s obzirom na
prosjecan odnos udjela proteina i masti
(1:1,4), utvrdena je negativna korel-
acija te heterogenost u kemijskim sas-
tavu. U ispitanim uzorcima kobasica
odredene su koncentracije okratoksina
A u rasponu od 1,0 do 4,7 ng/g (ppb)
te aflatoksina B1 u rasponu od 0,10 do
0,45 ppb.
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Microbe population, chemical composition and myco-
toxins in sausages from Varazdin County

Jadranka FRECE, B.Sc., Ph.D., Assistant Professor, Ksenija MARKOV, B.Sc.,
Ph.D., Assistant Professor, Domagoj CVEK, B.Sc.; Frane DELAS, B.Sc., Ph.D.,
Full Professor, Faculty of Food Science and Biotechnology; Jelka PLEADIN, B.Sc.,
Ph.D., Scientific Associate, Nina PERSI, B.Sc., Junior Researcher, Croatian Veteri-
nary Institute, Zagreb; Vesna DUKIC, student

The aim of the study was to assess
microbial population, chemical com-
position and possible presence of my-
cotoxins in sausages manufactured in
a traditional way at family farms in
Varazdin County, since this product
belongs to the risk group of foodstuffs
that may be the source of various dis-
ease causing agents. Lactic acid bacte-
ria and bacteria of the genus Staphylo-
coccus were isolated in study specimens
as potential starter cultures and part
of the autochthonous microbial popu-
lation responsible for the flavor and
texture of a particular traditional meat
product. In 15 analysed samples en-
terobacterie, sulfite-reducing clostridia,
Salmomella sp. and no pathogenic Lis-
teria genus were determined. Staphylo-
coccus xylosus was detected as a typi-

cal representative of the meat starter
culture and Lactobacillus acidophilus as
lactic acid bacteria. The Lactobacillus
acidophilus KA1 isolate exerted high an-
timicrobial action against pathogenic
test microorganisms by production
of high concentrations of lactic acid,
thus demonstrating one of the impor-
tant properties of the potential starter
culture. Depending on incubation time
and test microorganism, inhibition of
growth from 20 to 75% was achieved.
Considering the average protein to fat
ratio (1:1.4), negative correlation and
heterogeneous chemical composition
were found in most specimens. The
concentration of ochratoxin A ranged
from 1.0 to 4.7 ng/g (ppb) and of afla-
toxin B1 from 0.1 to 0.45 ppb.
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ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Model sirenja silvaticne
bjesnoce na teritoriju
Republike Hrvatske tijekom

perioda od trideset godina

A. Slavica, K. Severin, Z. Ca¢, Z. Cvetnié, M. Lojki¢, D. Dezdek,

D. Konjevic, Marina Pavlak i Z. Budinscak

Uvod

Bjesnoc¢a (Rabies, Lyssa) je jedna
od najopasnijih i najranije poznatih
zaraznih bolesti, koju ubrajamo u
antropozoonoze (Anthropos = covjek,
zoon = zivotinja, nosos = bolest). Ti-
jekom povijesnih razdoblja pojavnost
bjesnoce razli¢ito je tumacena, no ve¢
1546. godine u djelu ,De contagioni-
bus et contagiosis morbis” Fracastoro
pretpostavlja da je uzroc¢nik bjesnoce
odredeni zivi agens (Cvetni¢, 1989.).
Danas je poznato da su uzrocnici ove
opake bolesti neurotropni RNK virusi
iz porodice Rhabdoviridae i roda Lyssa-
virus koji su svrstani u sedam osnovnih
genotipova. Klasicni je virus bjesnoce
ili kako ga jos$ nazivaju ,tipi¢ni rabdo-
virus (RABV)” klasificiran kao geno-
tip 1 (Jackson, 1994.) i od njega mogu
oboljeti gotovo sve toplokrvne vrste
zivotinja. Istovremeno u humanoj se

medicini ovaj virus smatra uzro¢nikom
s najvisom stopom smrtnosti na svijetu
(Ertl, 2005.). Kako je bjesnoca jedna od
najrasprostranjenijih bolesti na nasem
planetu Svjetska Zdravstvena Orga-
nizacija (52O - engl. WHO) pokrenula
je posebni ogranak za pracenje bjesnoce
na globalnom nivou.

U Europi je bjesnoca prisutna u dva
osnovna oblika: kao urbana bjesnoca
kod koje je glavni rezervoar bolesti
pas te kao Sumska, odnosno silvati¢na
bjesnoc¢a kod koje je glavni rezervoar
lisica (Vulpes vulpes L.). Prvi opSirniji za-
pis o silvati¢noj bjesnodi lisica na starom
kontinentu datira iz 1271. godine
(Cvetni¢, 1989.) kada je bolest opisana
u jugoistocnom dijelu Francuske, od
kuda se prosirila i na Njemacku u Baden
i Wurttemberg (Nikolitsch, 1954.).
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Poznato je nekoliko velikih ,epizooti-
jskih valova” bjesnoce koji su poharali
Europu, no za nas je svakako najvazniji
posljednji val Sirenja silvaticne bjesnoce
koji se s granice Poljske i Njemacke,
to¢nije iz okolice Kalingrada (Selhorst
i sur., 2005.) tijekom Drugog svjetskog
rata prosirio na okolne zemlje, da bi
se tijekom druge polovice dvadesetog
stoljeca silvati¢na bjesnoca prosirila po
c¢itavoj srednjoj i juznoj Europi. Ova je
epizootija do granica Hrvatske stigla
pocetkom sedamdesetih godina proslog
stolje¢a, kada su u Sloveniji (1973.),
Madarskoj (1975.) i Vojvodini (1976.)
zabiljeZeni ucestaliji slucajevi silvaticne
bjesnoce (Karlovi¢ i sur., 1981., Karlovi¢
isur., 1987., Cvetni¢, 1989.).

Na teritoriju nase zemlje prvi je novi
slucaj bijesne lisice (nakon dvadese-
tak godina mirovanja silvati¢nog ob-
lika ove zaraze) zabiljezen u proljece
1977. godine (Bor¢i¢, 1978., Karlovi¢ i
sur., 1981.) na podrudju Koprivnicko-
Krizevacke Zzupanije, u blizini mjes-
ta Gole, neposredno uz granicu s
Madarskom. U iducih se desetak go-
dina silvaticna bjesnoca prosirila go-
tovo na citavu Hrvatsku (Karlovi¢ i
sur., 1987.), a bjesnode nije bilo samo na
jadranskim otocima, op¢ini Biograd te
krajnjem jugoistoku zemlje podrucju
oko Dubrovnika. Uskoro su bijesne lis-
ice potvrdene i u dvije preostale kop-
nene opcine (éaé i sur., 1992, Cad i
sur., 2002.) pa su od 1994. godine bez
silvaticne bjesnoce bile isklju¢ivo nase
otocne opcine (Ca&, 2003.). Tijekom
ratnih godina silvati¢cna bjesno¢a u
Hrvatskoj postaje jos izrazenija, tako
da je 1993. godine gotovo polovica
svih pretraZenih lisica bila pozitivna na
bjesnocu (Cag, 2003.). Nakon Domovin-

skog rata silvati¢na se bjesnoca i dalje
zadrzava na prostorima nase zem-
lje, a uz lisice kao glavne rezervoare i
prenositelje oboljenja, od ostalih di-
vljih zZivotinja bjesnoca je utvrdena i
u kuna, jazavaca, srna, divljih svinja,
divljih macaka, cagljeva, zeceva, tvo-
rova, vukova, lasica, vidri, medvjeda,
jelena, risa i jeza (Cal i sur., 2002.).
U ovom je radu prikazan nastavak
epidemioloskih  istrazivanja  poja-
vnosti silvaticne bjesnode te model
Sirenja oboljenja temeljen na lisici kao
najvaznijem izvoru virusa bjesnoce na
podrudju Hrvatske, u periodu od tride-
set godina (1977. - 2007.).

Materijali i metode

Tijekom istrazivanog razdoblja ugi-
nule i odstrijeljene jedinke razlicitih
vrsta divljaci prikupljane su od strane
lovackih udruga, veterinarskih stanica
i VHS-a (Veterinarski Higijenski Servis)
te dostavljane na pretragu u Hrvatski
veterinarski institut (HVI). Prilikom
potvrdivanja bolesti kod jedinki sumn-
jivih na bjesnocu djelatnici Laboratorija
za bjesnoc¢u i op¢u virologiju HVI-a ug-
lavnom su se koristili metodom izravne
imunofluorescencije koja se smatra
«zlatnim standardom” (engl. ,,Golden
standard” - FAT =Fluorescent Antibody
Test) za etiolosko dokazivanje bjesnoce.
Za dokazivanje uzroc¢nika silvati¢ne
bjesnoce koristene su i metode izd-
vajanja te identifikacije virusa na pri-
marnim i linijskim kulturama stanica,
virus neutralizacijski testovi, postupci
hemaglutinacije i hemadsorpcije, PCR
(Polymerase Chain Reaction) testovi te
imunoenzimske metode (ELISA).

Prikupljeni epidemioloski podatci
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usporedeni su s podatcima iz baze Sv-
jetske zdravstvene organizacije (WHO
- RABIES INFORMATION SYSTEM), a
potom su statisticki obradeni (program
‘Sigma Stat for Windows’ - SPSS/PC Ver-
sion 3.0). Rezultati su koristeni pri izradi
dinamickih modela Sirenja bjesnoce, kao
i interakcija izmedu crvene lisice (Vulpes
vulpes L.) koja predstavlja osnovnog
nositelja i ostalih vrsta divljaci koje su
oznacene kao tzv. ,sporedni nositelji”
(engl. ,spill over”). Ovakvi se racunalni
modeli kod nas do sada nisu koristili, a
temelje se na tzv. STELLA EXTENDED
grafickim modelima bioloskih sistema
(Hannon i Ruth, 1997.). Za utvrdivanje
.Relativne Gustoc¢e Populacije Lisica”
(RGPL) te dinamike populacije lisica na
odredenom teritoriju koristili smo modi-
ficirane SME (Spatial Modeling Envi-
ronment) dvodimenzionalne racunalne
modele (Sklar i Costanza, 1991.). Spo-
menuti se prostorni modeli baziraju na
programu koji procesuira razlicite simu-
lacije pomocu ikona, simbola i brojeva
(Westervelt i Shapiro, 1993., Deal i sur.,
2000.), a pogodni su za koristenje zbog
jednostavnosti manipulativnih  kom-
ponenti (tzv. ,pipe i ventili”) te dobre
izrazajnosti modela u konacnom prika-
zu (veliki broj determinanti svodi se na
relativno jednostavan graficki prikaz).
Bududi da je epidemiologija silva-
ticne bjesnoce usko povezana s
bioloskim osobitostima i ponaSanjem
lisica koje su osnovni vektori Sirenja
sumskog oblika oboljenja, pri formi-
ranju modela proSirenosti silvati¢ne
bjesnoce valjalo je uzeti u obzir veliki
broj ¢imbenika, koje smo po uzoru na
strane autore (Bacon, 1985., Bacon i sur.,
1991., Hannon i Ruth, 1997.) ujedinili u
najznacajnije hipoteze epidemioloskog

modela. Neizostavne pretpostavke
stvorenog modela Sirenja silvaticne
bjesnoce su, kako slijedi:

PonaSanje lisica povezano s je-
senskim raseljavanjem (JR) uzeto je
kao konstanta (lisice su teritorijalne
zivotinje koje veliku veéinu Zivota pro-
vode na jednom podrudju, a mlade
jedinke koje dolaze na svijet u rano
proljec¢e, napustaju roditeljske jazbine
tijekom jeseni te krecu u potragu za
vlastitim teritorijem).

Odreden je radijus kretanja lisica
na ,udomacenom teritoriju” (RKLUT)
i kao srednja vrijednost RKLUT-a za
odrasle lisice uzeta je osnovna jedinica
od 10 km? $to je na rasteru GIS karte
Hrvatske rezultiralo s 5654 osnovnih
povrsinskih jedinica (OPJ).

Relativna gustoéa populacije li-
sica (RGPL) najvazniji je cimbenik
ustvrdivanja RKLUT-a i JR-a svih dob-
nih kategorija lisica. Dinamika raselja-
vanja lisica ponajprije ovisi o odnosu
RGPL-a i nosivog kapaciteta stanista
(NKS = ,nosivi kapacitet” staniSta;
engl. ,carrying capacity”). Sto su vri-
jednosti RGPL-a vece u odnosu na NKS
raseljavanje lisica je jace izraZeno.

Godisnji smo priplod lisica (GPL)
odredili na osnovu reproduktivnog
potencijala lisi¢je populacije. S obzirom
da spolno zrele Zenke donose na svijet
u prosjeku od 3 do 7 mladunaca, kao
srednju vrijednost uzeli smo brojnost
od cetiri (4) mladunca po leglu (uz + 0,5
standardne devijacije).

Godisnji smo prirast lisica (GPS)
odredili uzevsi u obzir relativno vi-
soku stopu smrtnosti mladih lisica koje
tijekom jesenskog raseljavanja cesce
stradavaju u prometu, izlozene su
veéim tjelesnim naporima te sudjeluju
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u borbama za stjecanje novog teritori-
ja, sto ih ¢ini podloznijim za sve vrste
oboljenja (uginuca koja su uzrokovana
onim uzroc¢nicima koji nisu direktno
povezani s bjesno¢om, oznacili smo
kao UUDB = uginuca uzrokovana dru-
gim bolestima). Vrijednosti smo GPS-a
odredili kao 40% udio GPL-a pa je tako
prosjecno prezivljavanje mladih lisica
na kraju njihove prve godine Zivota
izrazeno kao cijeli broj iznosilo dva (2)
mladunca (+ 0,5) po leglu.

Budud¢i da je bjesnoca prakticno
neizljeciva bolest i dobro je znano da
sve oboljele jedinke nakon pojave prvih
simptoma bolesti ugibaju u relativno
kratkom periodu, stopu smrtnosti lisi-
ca (SSL) oboljelih od bjesnoce odredili
smo kao 100%-tnu vrijednost. Oboljele
jedinke prenose bolest ugrizom na
zdravi dio populacije, a period inku-
bacije nakon prodora virusa bjesnoce
u organizam kod lisica iznosi od 10
do 70 dana (Jackson, 1994., Deal i sur.,
2000.). Opcenito se smatra da zaraZzene
lisice postaju infektivne (prisustvo vi-
rusa u slini) maksimalno deset dana
prije pojave klinickih znakova oboljen-
ja (Rupprecht i sur., 2001.), a Sirenje
zaraze mogu nastaviti sve do svoje
smrti, odnosno uznapredovalog stadija
oboljenja kad zbog pareza i paraliza
udova gube sposobnost kretanja. Kako
manifestni oblik bolesti u zarazenih
lisica najcesce ne traje duze od desetak
dana, kao prosjecno trajanje infektivne
faze u lisica odredili smo period od dva
tjedna (+ 3 dana).

Od svih toplokrvnih Zivotinja lisi-
ca je najprijemcivija na virus bjesnoce
(MacDonald, 1980., Cvetni¢, 1989.,
Kucéini¢, 2005.). Recentna istrazivanja
pokazuju da pri intramuskularnoj ap-

likaciji virusa bjesnoce u vrlo maloj
dozi od svega 10 MICLD,, (Mouse In-
tra-Cerebral Lethal Dose-50%) ugiba
40% tretiranih lisica, dok doza od 80
do 100 MICLD, virusa izaziva uginuce
svih lisica u pokusu (Deal i sur., 2000.).
Stoga smo kao najprijemciviju vrstu
divljaci (NVD) s nasih prostora oznacili
lisicu, a potom slijedi poljska voluhar-
ica (Microtus arvalis) (sitni mesojedi iz
familije kuna - ponajprije velika lasica
(Mustela erminea L.) i mala lasica (Mus-
tela nivalis L.) te kuna bjelica (Martes
foina Her.) i zlatica (Martes martes L.),
divlja macka (Felis silvestris Schr.), os-
tale mustelide - jazavac (Meles meles L.)
i tvor (Mustela putorius L.), srne (Capreo-
lus capreolus L.) te divlje svinje (Sus scro-
faL.). S obzirom na moguénost prijeno-
sa silvati¢ne bjesnoce s lisica na druge
vrste divljaci izdvojili smo kohabitaciju
(jazavac), predaciju (srna) te prehram-
bene navike (lasice, kune) lisica kao
najvaznije karike u Sirenju bjesnoce
s primarnih nositelja (PN), odnosno
glavnih domacdina na tzv. sporedne
nositelje (SN).
Cetiri su osnovne kategorije lisica
uzete kao varijable:
e Qdrasle Lisice (OL)
e Mlade Lisice (ML)
* Bolesne (bijesne) Odrasle Lisice
(BOL)
* Bolesne
(BML)
U izracunu dinamike populacije
lisica i brzine Sirenja bjesnoce koristili
smo se vremenskim ,korak po korak”
modelom (kao osnovna jedinica vre-
mena uzet je period od tri mjeseca), a
u kalkulaciju smo ukljucili JR, RKLUT,
NKS, GPL, GPS, SMLUB (stopa mor-
taliteta lisica uzrokovana bjesno¢om),

(bijesne) Mlade Lisice

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 199-210, 2010.



Model Sirenja silvaticne bjesnoce na teritoriju Republike Hrvatske tijekom perioda od trideset godina

UUDB te godisnji lovni uéinak (GLU),
migratorni koeficijent (MKF), koefici-
jent ucestalosti ugriza (KUU) i GEO-
Reference (dominantni smjer Sirenja
bjesnoce s obzirom na GIS kartu).

Rezultati

Tijekom tridesetogodiSnjeg perioda
u kojem je u Hrvatskoj provodena pre-
traga svih vrsta zivotinja na bjesnocu,
analizom dobivenih rezultata ustvrdili
smo da je lisica apsolutno najcesci rezer-
voar bjesnoce na teritoriju nase zemlje
(grafikon 1.). Vazno je istaknuti da su
od ukupnog broja od 14 035 na bjesno¢u
pozitivnih zivotinja lisice predstavljale
preko devedeset posto svih pozitivnih
nalaza (N=12 855, P=91%).

U periodu od 1977. do 2007. godine
pretragom je na bjesno¢u obuhvaceno
preko pedeset tisuca lisica, to¢nije 57
776 jedinki, od cega je u 12 855 lisica
potvrdena bjesnoda (22,2%). Postotni
odnos pretrazenih i na bjesnoc¢u pozi-
tivnih lisica tijekom istraZzivanog peri-
oda (grafikon 2.) ukazuje na odrzavanje
postotka pozitivnih lisica na nivou
+20% tijekom osamdesetih godina

OSTALE DMLJE
ZIVOTINJE; 265;
2%

LISICA; 12855; <)\ DOMACE
91% ZIVOTINJE; 915;

7%

D LISICA B OSTALE DIVLJE ZIVOTINJE O DOMACE ZIVOTINJE

Grafikon 1. Ukupan broj te postotni odnos div-
ljih i domacdih Zivotinja pozitivnih na bjesno¢u na
teritoriju RH-a tijekom perioda od trideset godina
(1977. - 2007.)

proslog stoljeca. U devedesetim go-
dinama, a najvise zbog ratnih djelovan-
ja na prostoru Hrvatske postotak lisica
pozitivnih na bjesno¢u u odnosu na
ukupan broj pretrazenih lisica raste
te 1993. godine dostize maksimum od
46,8%, a jos iduce dvije godine udio na
bjesnocu pozitivnih lisica ne pada ispod
40% (45,1% 1994. i 41,8% 1995. godine).
Pocetak 21. stoljeca obiljeZio je najnizi
postotak na bjesnocu pozitivnih lisica
(13,99% = 14%), povezan s provodenjem
kampanje oralnog cijepljenja, no nakon
toga postotak na bjesnoc¢u pozitivnih
jedinki u odnosu na broj pretrazenih
lisica ponovno raste i tijekom posljed-
njeg desetlje¢a zadrzava se na prosjeku
nesto visem od 20%.

Formiranje modela Sirenja silvaticne
bjesnoce zapoceli smo s Ccetiri bole-
sne (bijesne) odrasle lisice (BOL)
pronadene tijekom 1977. godine. Prvu
bijesnu lisicu, pronadenu na podrudju
Gole tijekom travnja mjeseca 1977. go-
dine oznacili smo kao BOL 1 — odraslu
jedinku od koje se zaraza prosirila na
ostale OL i ML jedinke unutar lisicje
populacije. Koriste¢i princip dinamicke
masovne akcije oformili smo jednadZzbu
koja se ponasa kao sustav koji se sastoji
od viSe interaktivnih dijelova, a odnosi
se na citavu populaciju lisica: BOL1 x
n = BOL x NKSIRGPL * GPL/GPSIJR
* MFIKUU/OLML * SMLUBIGLU/
UUDB

Shodno jednadzbi model Sirenja
silvaticne bjesnoce u populaciji lisica
u pocetku je imao linearni tijek (slika
1), a potom je poceo dobivati ciklicne
elemente. Uzevsi u obzir OPJ i NKS te
ukupnu povrSinu RH-a izracunali smo
da prosjecna gustoca populacije lisica
(PGPL) na teritoriju RH-a iznosi oko
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Grafikon 2. Postotak
jedinki  pozitivnih  na
bjesnocu s obzirom na
broj pretrazenih divljih
Zivotinja tijekom peri-
oda od trideset godina
(1977. - 2007.)

0,7 lisica po kilometru kvadratnom.
Ovisno o kvaliteti staniSta i bonitet-
nom razredu terena relativna gustoca
populacije lisica (RGPL) povecava se ili
smanjuje po jedinici povrsine u skladu
s formulom:

NSK x BS
RGPL = oPJ
Gdje je NSK = Nosivi kapac-

itet staniSta, BS = Bonitet (Kvaliteta)
stanista, OP] = Osnovna povrsinska
jedinica (10 km?). Kao minimalnu
vrijednost RGPL-a u staniStima najs-
labijeg bonitetnog razreda dobili smo
izra¢unom gusto¢u populacije od 0,3
lisice/10 km?, dok je maksimalna vrijed-
nost RGPL-a iznosila i do 6,8 lisica/km?.

Bududi da je u Hrvatskoj udaljen-
ost od najsjevernije do najjuznije tocke
(461 km) gotovo identicna udaljen-
osti od najistoénije do najzapad-
nije tocke (464 km), uzevsi prosjek
od 460 km proracunali smo brzinu
Sirenja bjesno¢e s obzirom na pros-
torne i vremenske parametre. Koristeci
jednadzbu JR*RKLUT*NKS*GPL/GPS*-
SMLUB*MKF*KUU*GEO-R/t  (vrijeme)
ustvrdili smo da se silvati¢na bjesnoca
tijekom prve dvije godine (1977. -1978.)
pojavljivanja Sirila brzinom od 25 km u
tri mjeseca u smjeru istok-zapad te brzi-

nom od 18 km/ 3 mj. u smjeru sjever-jug.
Najvec¢i broj novoustvrdenih slucajeva
bjesnoce po OPJ-u zabiljezZen je u polu ru-
ralnim podrudjima, uglavnom u okolici
manjih naselja, posebice u prve tri godine
Sirenja silvaticne bjesnoce. Dok je 1977.
godine ustvrdena silvaticna bjesnoca
u dvije lisice s podrudja nekadaSnje
opcine Koprivnica te po jedne lisice s
podrudja Daruvara i Zupanje, ve¢ iduce
godine broj zaraZenih lisica raste na 26
i zahvaca podrudje od Pakraca na zapa-
du do Vukovara na istoku. Upravo ovo
podrugdje istocno od Pakraca te sjeverno
od Pozege, Pakova i Vinkovaca istice se
dugoroéno povecanim vrijednostima
RGPL-a u odnosu na PGPL. Svakako
je najzanimljiviji nalaz u 1978. godini
veliki broj na bjesno¢u pozitivnih lisi-
ca u opdini Vrbovec, ¢ak 9 pozitivnih
(PO) od 11 pretrazenih (PR) jedinki.
Na podrudju Zeline, Bjelovara i Cazme
koji granice s vrboveckom opcinom ti-
jekom 1978. nije bilo pretrage lisica na
bjesnocu, dok je u Krizevcima pretrazen
vrlo mali broj lisica (1977. — 1 PR/0 PO;
1978. — 2 PR/0 PO). Iduce, 1979. godine
provedene su opseZnije pretrage u goto-
vo svim opéinama sjeverne Hrvatske sa
znacajnim povecanjem broja pozitivnih
lisica na podrudju opéina Virovitica (29
PR/20 PO), Koprivnica (21 PR/14 PO) i
Krizevci (45 PR/8 PO).

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 199-210, 2010.



Model Sirenja silvaticne bjesnoce na teritoriju Republike Hrvatske tijekom perioda od trideset godina

LEGENDA:

BML - Bolesne (bijesne) mlade lisice
BOL-Bolesne (bijesne) odrasle lisice

BOL 1 - Prvaoboljela lisica od bjesnoce (podrugje
Gole)

GEOR -~ Geo-reference s obzirom na dominantni
smyjer $irenja bjesnoce

GLU-Godisnji lovni u¢inak

GPL-Godisnji priplod lisica

GPS - Godidnji prirast lisica

[-Z - Istok-Zapad

J-lug

JG —Juzna granica kontinentalnog dijela Hrvatske
JR—Jesensko raseljavanje

KPL-Koeficijent prezivljavanja lisica
KUU-Koeficijent ucestalosti ugriza

MKF — Migratorni koeficijent

ML-Mlade lisice

NKS —Nosivi kapacitet stanista

OL-Odrasle lisice

PN - Primarni nositelj bjesnoce

PP~ Placentarni prijenos bjesnoce

PSSB - Prostorno Sirenje silvaticne bjesnoée
RGPL - Relativna gusto¢a populacije lisica
RKLUT - Radijus kretanja lisica na udomacenom
teritoriju

S—Sjever

SLP-Stradavanje lisica u prometu
SML-Smrtnost mladih lisica

SMLUB - Stopa mortaliteta lisica uzrokovana
bjesno¢om

SN-Sporedni nositelji bjesnoce

SN-K - Sporedni nositelji - Kohabitacija s lisicom
(jazavac)

SN-P- Sporedni nositelji - Predacija lisice (srne)
SN-IH — Sporedni nositelji — Isti izvori hrane
(kune)

SPZ-Spolnazrelost

USL - Ukupna smrtnost lisica

UUDB - Uginuéa uzrokovana drugim bolestima

Slika 1. Dijagram STELLA modela populacijske dinamike lisica s nosivim, uglavnom mjerljivim vari-
jablama (pravokutnici) i promjenjivim (krugovi) varijablama sustava te referentnim smjerovima $irenja
silvaticne bjesnoce.
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Do 1980. godine val silvati¢ne
bjesnoce prosirio se po vedini Zupanija
kontinentalne Hrvatske, napredujudi
vrlo velikom brzinom u smjeru is-
tok-zapad od oko devedeset kilom-
etara godisnje. Godine 1981. silvati¢na
bjesnoca stize do Sireg podrucja grada
Zagreba - na bjesnocu pozitivne lis-
ice potvrdene su u Ivani¢ Gradu (9
PR/4 PO), Dugom Selu (29 PR/7 PO),
Zapresicu (31 PR/3 PO) te konacno i
u samom gradu (Dubrava). Silvaticna
bjesnoca nastavlja s ubrzanim Sirenjem
u smjeru sjever-jug, a pocetkom 1982.
godine pojavljuju se prvi slucajevi
bijesnih lisica juzno od Save (Jastre-
barsko). Rapidno se rasprostiranje
bjesnoce prema jugu nastavilo u iduce
dvije godine, Sto je narocito doslo do
izrazaja u opc¢inama na podrudju Is-
tre i Gorskog Kotara koje granice sa
Slovenijom te op¢inama na podrudju
Like i Dalmacije koje granice s Bos-
nom i Hercegovinom. Godine 1984.
zabiljezen je najveci broj bijesnih lisica
na teritoriju RH-a (2908 PR/725 PO) od
trenutka prodora bolesti u nasu zemlju,
a postotak lisica pozitivnih na bjesnocu
u odnosu na ukupan broj pretraZzenih
lisica iskazuje tendenciju rasta i dostize
gotovo 25%. Iste godine silvati¢na je
bjesnoca ustvrdena u svim istarskim,
gorskokotarskim i lickim opc¢inama, a
na podrudju Dalmacije jos su uvijek bez
bjesnoce opcine u Zadarskoj Zupaniji
(Obrovac, Benkovac, Zadar i Biograd)
te Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji
(Ploce, Metkovi¢ i Dubrovnik).

Slijedece 1985. godine silvaticna je
bjesnoca utvrdena u Zadru, Obrovcu,
Benkovcu i Metkovi¢u, a 1986. godine
u Plo¢ama. Godine 1987., desetljece
nakon prodora vala silvati¢ne bjesnoce

u Hrvatsku, bjesno¢a u lisica nije
ustvrdena samo na podrudju Biograda
i Dubrovnika te na teritoriju jadran-
skih otoka. U iducih dvadeset godina
silvatina je bjesnoda stalno prisutna
na nasim prostorima, a posljednja
istrazivanja (podatci za 2009. godinu)
pokazuju da najvise na bjesnocu pozi-
tivnih lisica potjece iz Zagrebacke (164),
Krapinsko-zagorske (73), Karlovacke
(55), Varazdinske (52) i Sisacko-
moslavacke (33) zZupanije.

Rasprava

Sukladno staniSnim uvjetima u
Hrvatskoj korigirali smo odnos oboljelih
i utvrdeno bijesnih lisicana 1: 3 (+ 1), Sto
znaci da smo odredili da se od bijesnih
lisica u prirodi pronade svaka treca lisi-
ca, dok ostale uginu na nepristupacnim
mjestima (Alegro, 1977.) i kao takve os-
taju neevidentirane, dok autori iz SAD
navode da se na velikim prostranstvima
Amerike pronade tek svaka deseta lisica
oboljela od bjesnoce (Baker i sur., 2000.).
Nakon vrlo brzog Sirenja silvaticne
bjesnoc¢e u prvim godinama nakon pro-
dora bolesti sa sjevera i zapada u nasu
zemlju, uspostavljen je sustavni nad-
zor te prikupljanje lesina lisica i ostalih
na bjesnocu sumnjivih vrsta divljaci.
Nazalost, dinamika lisi¢je populacije,
brojno stanje i tendencija pojavljivanja
lisi¢jih jazbina sve blize urbanim sredina-
ma (Janicki i sur., 2003.), u gotovo svim
dijelovima zemlje, nije pracena u pot-
punosti tako da sa sigurnos¢u mozemo
ustvrditi samo godisnje odstrijelne kvote,
koje se u Hrvatskoj tijekom posljednja dva
desetljeca krecu izmedu deset i dvanaest
tisuca lisica godisnje (Slavica i sur., 2009.).

Lisice kao glavni rezervoari bje-
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snoce, osim Sirenja bolesti unutar nji-
hove populacije, mogu bolest preni-
jeti i na ostale divlje vrste (Bei¢, 2008.).
Zanimljivo je da za razliku od vecine
drzava EU, gdje je jazavac poslije lisice
najceS¢i rezervoar silvaticne bjesnoce
(Smith i Wilkinson, 2002., Selhorst i
sur., 2005.) u Hrvatskoj su to kune (Cag,
2003., Slavica i sur., 2009.), odnosno
kuna bjelica i kuna zlatica. Kune se
kao izvori bjesnoce nisu pojavljivale u
prvim godinama prodora silvaticnog
vala (Karlovi¢ i sur., 1981.). Pored lisice
prva vrsta divljaci u koje je ustvrdena
bjesnoca bila je divlja macka (1 pozitiv-
na jedinka 1977.) potom jazavac (3 poz-
itivne jedinke 1982. godine) pa srna (6
PO 1983. godine) i tvor (Karlovi¢ i sur.,
1987.). Kune su pocele iskazivati infici-
ranost bjesno¢om tijekom osamdesetih
godina proslog stoljeca, a tijekom deve-
desetih postale su nakon lisice najcesci
nositelji  silvaticne bjesnoce. Dok
jazavac s lisicom dijeli Zivotni prostor, a
nije rijetkost niti da postoje i zajednicke
jazbine lisica i jazavaca (DrZanic,
2000.), dotle kune s lisicama uglavnom
dijele plijen, odnosno razlicite vrste
sitnih glodavaca (Boljkovac, 2006.).
Porast broja oboljelih kuna ukazuje
na mogucnost perzistiranja silvati¢ne
bjesno¢e medu razlic¢itim vrstama
misolikih sisavaca, koji su glavni izvor
hrane grabezljivcima iz porodice kuna,
divljih kanida i divljih felida.

U koristenom smo se modelu Sirenja
i odrzavanja silvati¢ne bjesnoce koristi-
li simulacijskim modelom (Bacon i sur.,
1991., Smith i Wilkinson, 2002.) koji pri-
kazuje prosirenost silvati¢ne bjesnoce s
obzirom na gustocu populacije poje-
dinih divljih vrsta. Vedina je simulacija
pokazala mogucnost pojave epizootije

bjesnode na Sirem podrudju te izmedu
razlicitih socijalnih grupa u slucajevima
kada je nosivi kapacitet stanista ugro-
Zen godis$njim prirastom i posljedi¢nim
porastom relativne gustoce lisica. U
takvim slucajevima jace je izrazeno je-
sensko raseljavanje mladih lisica, a po-
rast migratornog koeficijenta pridonosi
intenzivnijem kontaktu izmedu lisica,
kao i porastu koeficijenta ucestalosti
ugriza izmedu jedinki lisi¢je populaci-
je i ostalih divljih i domacih Zivotinja.
Silvaticni val koji se najintenzivnije
Sirio naSim teritorijem tijekom prvih
pet godina od pojave zaraze, prekrio
je ¢itavu zemlju za manje od deset go-
dina i nakon toga je Sumska bjesnoca,
uglavnom u centralnim dijelovima
Hrvatske, pocela iskazivati enzootijske
osobitosti. Nakon porasta broja bijesn-
ih lisica tijekom 2008. godine mozZemo
govoriti o istaknutim ,pikovima”
silvaticne bjesnoce koji su registrirani
1984. godine (25% pozitivnih jedinki),
1994. godine (45% pozitivnih jedinki) i
2008. godine (33% pozitivnih jedinki).
Bududi da lisice iskazuju veliku spo-
sobnost obnove populacije (Deal i sur.,
2000.) uspjesno nadoknadujuci gubitak
i do jedne tre¢ine ukupne brojnosti te
bududi da su odstrijelne kvote lisica u
posljednjem desetlje¢u u RH-a stabilne,
kao jedina sigurna metoda suzbijanja
silvaticne bjesnoce namece se kontinu-
irana viSegodisnja kampanja oralnog
cijepljenja lisica na ¢itavom teritoriju
nase zemlje.

Sazetak

Silvati¢na je, odnosno Sumska bje-
snoca Ciji su rezervoari uglavnom
divlje Zivotinjske vrste na teritoriju
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Hrvatske prisutna kontinuirano po-
sljednja tri desetljeca (1977. — 2007.).
Tijekom spomenutog perioda u kojem
se na tlu RH-a provodila pretraga svih
vrsta zivotinja na bjesnocu, analizom
dobivenih rezultata ustvrdili smo da
je lisica (Vulpes wvulpes L.) apsolutno
najcesci izvor silvaticne bjesnoce. U
svrhu istraZivanja pojave i ucestalosti
ove opasne bolesti tijekom perioda od
trideset godina na podrudju Hrvatske
pregledano je 57 776 lisica, od Cega je
u 12 855 jedinki potvrdena bjesnoca
(22,2%). Bududi da je epizootiologija
silvaticne bjesnoce usko povezana s
bioloskim osobitostima i ponasanjem
lisica koje su osnovni nositelji Sumskog
oblika oboljenja, u ovom smo radu
opisali i oformili epidemioloski model
Sirenja silvaticne bjesnoce, uzimajudi u
obzir jesensko raseljavanje lisica, radi-
jus kretanja lisica na ,,udomacenom”
teritoriju, relativnu gustocu populacije,
godisnji priplod i prirast, stopu mor-
taliteta, godisnji lovni ucinak, koefici-
jent ucestalosti ugriza i dominantni
smjer Sirenja bjesnoce s obzirom na GIS
kartu. Ustvrdili smo da se silvaticna
bjesnoca tijekom prve dvije godine po-
javljivanja Sirila brzinom od 25 km u tri
mjeseca u smjeru istok-zapad te brzi-
nom od 18 km/ 3 mj. u smjeru sjever-jug.
Najvedi broj novoustvrdenih slucajeva
bjesnoce po jedinici povrSine zabiljeZen
je u ruralnim podrucdjima, uglavnom u
okolici manjih naselja, a tijekom vre-
mena bjesnoca se pocela priblizavati
urbanim sredinama. Tijekom prvih
deset godina od prodora u Hrvatsku
silvaticna bjesnoca se prosirila na go-
tovo citavu zemlju, a u iduc¢ih dvade-
set godina trajno se zadrzava na nasim
prostorima. Najnoviji podatci ukazuju

na postojanje enzootije u centralnim
dijelovima RH-a, a trend porasta broja
na bjesnocu pozitivnih lisica u urban-
im podrudjima ukazuje na potrebu
provodenja sveobuhvatne i kontinu-
irane kampanje oralnog cijepljenja.
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Ph.D., Senior Assistant, Dean KONJEVIC, DVM, Ph.D., Junior Researcher, Marina
PAVLAK, DVM, Ph.D., Assistant Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zeljko
CAC, DVM, Ph.D., Scientific Associate, Zeljko CVETNIC, DVM, Ph.D., Associate
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SCAK, DVM, Jastrebarsko Veterinary Station

Silvatic rabies, for which the main
reservoirs are wildlife species, has con-
tinuously been present on Croatian
territory over the past three decades
(1977-2007). During this period, the ra-
bies positive test (FAT) was conducted
on all susceptible wild and domestic
animals species from Croatia. Analysis
of results revealed red fox (Vulpes vul-
pes L.) to be the most important host
of silvatic rabies. In order to reduce the
appearance and frequency of fox rabi-
es in Croatian over the thirty year pe-
riod, samples of 57 776 red foxes were
inspected and rabies was confirmed in
12 855 specimens (22.2%). Due to the
fact that the epidemiology of fox rabi-
es is intimately linked with fox biolo-
gy and behaviour, this paper presents
a spatially explicit environmental and
epidemiological computer model to
examine the dynamic spread of silvatic
rabies across Croatian territory. Mode-
lling the population dynamics of fox ra-
bies requires comprehensive ecological
and biological knowledge considering
juveniles, fall migrations, home ranges,

population density, litter size, yearly
accession, mortality rate, hunting pre-
ssure, bite frequency coefficient and the
dominant course of spread of rabies in
GIS based mapping projects. Results of
the model showed that at the beginning
of epizooty, silvatic rabies spread from
east to west at a rate of about 25 km
per three months, and at about 18 km
per three months from north to south.
The greatest number of new fox rabi-
es cases per square unit was recorded
in rural areas, mostly around villages,
and later silvatic rabies began to appear
in urban areas. During the first decade
of spread, silvatic rabies covered virtu-
ally the entire country, while over the
following two decades, rabies appea-
red regularly throughout the territory
of the Republic of Croatia. Up-to-date
data reveal the existence of enzootic sil-
vatic rabies in central parts of country,
and a growing trend of rabid foxes in
suburban and urban areas, thus indica-
ting the necessity of enforcement of a
comprehensive and sustained fox oral
vaccination campaign.
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Rasprostranjenost enzootske
leukoze goveda (ELG) u Repu-
blici Hrvatskoj u razdoblju od

2006. do 2009. godine 3

Besi Roi¢, Matko Brstilo, Andreja Jungic i Ivana Lojkic

Uvod

Enzootska leukoza goveda (ELG) je
zarazna proliferativna bolest proSirena
u svjetskim razmjerima (Burny i sur.,
1990.). Uzrocnik je virus koji pripada
porodici Retroviridae, rod Deltaretrovi-
rus. Strukturalno je srodan humanom
T-stanicnom limfotropnom virusu 1
i 2 (HTLV-1 i HTLV-2). Potice limfo-
citozu za koju je svojstveno povecanje
broja B-limfocita u perifernoj krvi, a
moze izazvati trajnu inaparentnu lim-
focitozu koja rezultira limfaticnom
infiltracijom limfnih ¢vorova i u kasni-
jem stadiju bolesti nastankom tumora.
Virusne Cestice sadrze dvije molekule
jednostruke RNA, nukleoprotein pl2,
unutarnji protein kapside p24, trans-
membranozni  glikoprotein  gp30,
glikoprotein virusne ovojnice gp51 i
nekoliko enzima, ukljucujudi reverznu
transkriptazu (Beyer i sur., 2002., Gillet
isur., 2007.).

Zbog smanjene proizvodnje i do
50%, uklanjanja bolesnih Zivotinja,

zapljene mesa u klaonicama, cestog
steriliteta te troskova suzbijanja i iskor-
jenjivanja bolesti ova bolest nanosi ve-
like gospodarske stete (Cvetnic, 1997.).
Leukoza je kronicna bolest s vrlo du-
gom inkubacijom koja moze trajati i
do 7 godina pa je klinicki nije mogucde
uvijek prepoznati. Bolest se javlja vrlo
rijetko u klinicki uocljivom obliku i to
u svega 1-5% inficiranih zZivotinja, oko
30% zarazenih grla preko 3 godine sta-
rosti razvije perzistentnu limfocitozu
(Ferrer, 1979.).

Izvor zaraze predstavljaju zarazene
zivotinje gotovo uvijek bez vidljivih
znakova bolesti (latentno inficirane
zivotinje), a goveda se najceSce zaraze
inficiranim limfocitima. Bolest se
prenosi vertikalno i horizontalno. Pod
vertikalnim prijenosom podrazumijeva
se intrauterini prijenos uzrocnika s in-
ficirane krave izravno na potomstvo i
javlja se u oko 5% zarazenih Zivotinja
(Gonzales i sur., 2007.). Horizontalno

Dr. sc. Besi ROIC, dr. vet. med., ~viSa znanstvena suradnica, dr. sc. Matko BRSTILO, dr. vet. med., znanst-
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prenosenje uzrocnika u stadu ima pre-
sudno znacenje, a bolest se moze preni-
jeti ili izravno sa Zivotinje na Zivotinju
ili uz ¢ovjekovu pomod, razlicitim vet-
erinarskim zahvatima na zivotinjama, a
infekciju mogu Siriti i insekti koji siSu
krv.

Prosirenost ELG znatno je veca
u mlijenh goveda (90-95%) nego u
tovnih (Hopkins i Di Giacomo, 1997.).
Prevalencija u zarazenim, narocito
mlje¢nim stadima moze biti od 60 do
90% (Cvetni¢ i sur., 2001.). Brojnim
istrazivanjima nisu dokazana protutije-
la za virus ELG u ljudi koji su bili u kon-
taktu sa seropozitivnim zivotinjama,
niti u onih koji su konzumirali mlijeko
tih Zivotinja, unato¢ tome Sto je virus
ELG dokazan u mlijeku seropozitivne
krave (Johnson i Kaneene, 1992.).

Dokaz specificnih protutijela za
glikoprotein gp51 i unutarnji protein p24
virusa ELG u serumu Zzivotinje pouzdan
je znak da je zivotinja latentno infici-
rana (Van der Maaten i Miller, 1990.),
a stvorena protutijela za VELG (virus
enzootske leukoze goveda) perzisti-
raju dozivotno u organizmu inficirane
zivotinje. U krvnom serumu protutijela
se mogu dokazati najranije 8-15 dana
poslije infekcije, a u mlijeku 2-3 tjedna
nakon pojave u krvi (Lugovi¢ i sur,
1989.). Na toj cinjenici temelje se pro-
grami suzbijanja bolesti koji obuhvacaju
sustavna seroloska pretrazivanja stada
na prisutnost protutijela za virus ELG
i neSkodljivo uklanjanje svih pozitivnih
grla prije izbijanja klinickih znakova
bolesti (Lojki¢ i sur., 2000.).

U ovom su radu prikazani rezultati
pretrazivanja krvi i mlijeka goveda na
prisutnost protutijela za virus enzo-

otske leukoze goveda u razdoblju od
2006. do 2009. godine kako bi upotpuni-
li dosadasnje spoznaje o prosirenosti
ove bolesti u Republici Hrvatskoj.

Materijal i metode

Serolosko istrazivanje
Uzorci kronih seruma.

Tijekom redovite kontrole bolesti u
razdoblju od 2006.-2009. godine u Lab-
oratoriju za serolosku dijagnostiku vi-
rusnih bolesti Hrvatskog veterinarskog
instituta Zagreb pretraZeno je ukupno
418.045 uzoraka krvi i mlijeka goveda
na prisutnost protutijela za virus enzo-
otske leukoze goveda (VELG). Uzorci
krvnih seruma i mlijeka dostavljani su
u laboratorij u skladu s Naredbom o
mjerama zastite Zivotinja od zaraznih
i nametnickih bolesti i njihovom fi-
nanciranju (NN 155/07., 2/07., 151/08.).
Pretrazena goveda potjecala su vedim
dijelom s farmi mlijecnih goveda i
obiteljskih gospodarstava tzv. ,privatni
sektor”, dok je manji broj uzoraka bio
podrijetlom od uvezenih goveda iz
karantenskog smjestaja.

Uzorci krvi dostavljani su u epru-
vetama bez antikoagulansa. Krvni se-
rumi su potom centrifugirani u labora-
torijskoj centrifugi 10 minuta na 1.900
rpm kako bi se odvojio serum potreban
za pretragu. Mlijeko je uzeto izmu-
zivanjem iz jedne Cetvrti i to prije redo-
vite muznje ili kao skupni uzorak od
viSe krava. Uzorci su mlijeka centrifu-
girani pri 2.000 rpm tijekom 15 minuta
da bi se odvojio lipidni sloj ispod kojeg
se pipetira uzorak za analizu.

Krv za pretragu metodom lancane
reakcije polimerazom (PCR) uzimana

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 211-219, 2010.



Rasprostranjenost enzootske leukoze goveda (ELG) u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2006. do 2009. godine

je iz venae jugularis s antikoagulansom.
Tijekom 2008. i 2009. godine metodom
lancane reakcije polimerazom (PCR) za
dokaz provirusne DNK pretrazeno je
122 uzoraka pune krvi goveda.

Seroloske metode

U seroloskoj dijagnostici koris-
tili smo metode propisane od strane
Medunarodnog ureda za pracenje epi-
zootija (OIE 2004., 2008.).

AGID test

U postupku imunodifuzije upotre-
bljavali smo gotove komercijalne kom-
plete (AGEBION BLV-MEVAK). Njime
se dokazuju protutijela za antigene
gp51 i p24. Rezultate testa ocitavali
smo nakon 24 - 48 satnog inkubiranja u
vlaznoj komori pri sobnoj temperaturi.
Pozitivnom reakcijom oznacili smo na-
laz spajanja precipitacijskih linija ispiti-
vanog i kontrolnog seruma.

Imunoenzimni testovi (ELISA) za
dokazivanje protutijela za virus ELG
u serumu i/ili mlijeku (Screening i
Confirmation)

Za kontrolu enzootske leukoze
u goveda koristili smo komercijalno
dostupne tzv. ,screening” imunoenz-
imne testove (SVANOVIR BLV gp51-
Ab -screening format, Svanova, Bio-
tech Ab, Uppsala, évedska), a nakon
dobivenih pozitivnih reakcija ,,potvrd-
ne” testove s vecom osjetljivoscu i
tocnos¢u (SVANOVIR BLV gp51-Ab,
confirmation format, Svanova bio-
tech AB, Uppsala, Svedska). To su
neizravni imunoenzimatski kompleti
koji omogucavaju brzu, osjetljivu i
specificnu metodu dokazivanja protu-
tijela za glikoprotein gp51 virusa en-

zootske leukoze goveda u serumu ifili
mlijeku goveda. Monoklonsko protu-
tijelo za glikoprotein gp51 virusa en-
zootske leukoze goveda vezano je na
stijenke polistirenske mikrotitracijske
plitice s 96 (12x8) jazica. Nakon unosa
ispitivanih uzoraka seruma i/ili mlijeka
u jaZicu, specifi¢na protutijela za VELG
ako su prisutna u ispitivanom uzorku
vezat ¢e se na virusni antigen adsor-
biran na stijenci. Nakon inkubacije i
visekratnog ispiranja dodaje se konju-
gat kojeg ¢ine monoklonska protutijela
specificna za govede imunoglobuline
obiljeZzena peroksidazom hrena (Mab
anti-bovine IgG.HRPO). Opticka se
gustoca uzoraka mjeri spektrofotome-
trom primjenom filtra od 450 nm, a
dobiveni rezultati prosuduju se prema
uputama proizvodaca.

Molekularne pretrage

Metoda lancane reakcije polimera-
zom -PCR

Izolacija DNK iz uzoraka pune
krvi goveda i ,nested” PCR

Iz 300 pl pune krvi izdvojena je
DNK koriste¢i automatizirani
tav za izdvajanje nukleinskih kiselina
.iPrep Purification Instrument Plat-
form” (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD)
te pripadajuce ,patrone” za izolaciju
DNK iz krvi (iPrep PureLink gDNA
Blood) prema uputama proizvodaca.

Odsjecak env (envelope) gena virusa
ELG veli¢ine 444 bp umnozili smo met-
odom ugnijezdenog (,nested”) PCR u
ukupnom volumenu od 25 pl koristeci
JumpStart REDTaq Ready Mix (Sig-
ma-Aldrich, Steinheim, Njemacka).
U prvom krugu reakcije rabili smo
pocetnice: 5-TCT GTG CCA AGT CTC

sus-
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CCAGATA i 5¥-AACAACAACCTC
TGG GAA GGG T (Beier i sur., 1998.),
a umnozeni odsjecak iznosio je 598 bp.
U drugom krugu reakcije (,nested”)
koristili smo 3 pl PCR produkta iz
prvog kruga i slijedece pocetnice: 5'-
CCC ACA AGG GCG GCG CCG GTIT

T i 5-GCG AGG CCG GGT CCA
GAG CTG G (Beier i sur., 2001.). Obje
reakcije umnoZzavanja izvedene su u
aparatu GenAmp PCR System 2400
(Applied Biosystems, Foster City, CA,
SAD). UmnoZene odsjecke env gena
veli¢ine 444 bp analizirali smo nakon
elektroforeze u 2%-tnom gelu agaroze
obojanim etidij bromidom.

Rezultati

U razdoblju od lipnja do prosinca
2006. godine, pretrazeno je 71.491 uzor-
aka krvi i mlijeka goveda, a u 93 (2,0%)
zivotinje ustvrdena su protutijela za
VELG. Najvedi broj pretrazenih uzor-
aka bio je tijekom 2007. godine, kada
smo od 162.508 dostavljenih uzorka
u njih 131 (0,13%) dokazali pozitivne
seroloske reakcije. U godini 2008.
pretrazeno je 90.592 uzoraka sa 763
(6,73%) pozitivne Zzivotinje. Priblizno
isti broj uzoraka krvi i mlijeka od 93.454
pretrazen je tijekom 2009. godine, a
pozitivne reakcije utvrdene su u 666

Slika 1. Elektroforeza na 2%-tnom gelu
agaroze umnozenih produkata reakcije
.nested” PCR, veli¢ine 444 bp. M: 100-bp
DNK marker; stupci 1,2,4,5,6: pozitivni
uzorci; stupac 3: negativni uzorak; stupac
7: negativna kontrola; stupac 8: pozitivna
kontrola

(2,76%) zivotinje. Protutijela za virus
ELG nisu dokazana ni u jedne Zivotinje
u karantenskom smjeStaju (tablica 1.).
Iz rezultata pretrazivanja vidljivo
je da je tijekom viSegodisnje kon-
trole bolesti od ukupnog broja 54.834
pretrazenih uzoraka krvi i mlijeka s
mlije¢nih farmi ELG utvrdena u 1.375
(2,5%) grla i od ukupno 343.603 uzor-
aka podrijetlom iz obiteljskih gospo-
darstava u 278 (0,08%) zivotinja.
Nakon dokaza protutijela za virus
ELG imunoenzimnim testovima prove-
deno je i dokazivanje provirusne DNK
metodom ,nested” PCR. Nakon dva
kruga reakcije umnozavanja, u slucaju
pozitivne reakcije, veli¢ina dobivenih
PCR produkata iznosila je 444 bp, Sto je
vidljivo na 2%-tnom gelu agaroze (sli-
ka 1.). Primjenom ove metode, tijekom
2008.-2009. godine od ukupno 122 pre-
trazena uzorka pune krvi goveda u njih
67 (54,91%) dokazana je prisutnost di-
jela genoma VELG. U 2008. godini pre-
trazena su 72 uzorka krvi koji su pret-
hodno imunoenzimnim testovima dali
pozitivne reakcije te je u njih 28 ustvr-
dena prisutnost dijela genoma virusa
ELG. Tijekom 2009. godine u 39 uzora-
ka od ukupno pretrazenih 50 dokazana
je prisutnost dijela genoma virusa ELG.

E
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Tablica 1. Ukupan broj pretrazenih uzoraka krvi i mlijeka goveda na prisutnost protutijela za virus en-
zootske leukoze goveda (VELG) u razdoblju od 2006.-2009. godine

Broj pretrazenih uzoraka / Broj pozitivnih uzoraka

Farma Privatni sektor

(obiteljska gospodarstva) Karantena Ukupno
Codling (krvni serum) (k liiekol
Krvni serum Mlijeko Krvni serum Mlijeko s (A8
. (pretrazenilj

(pretrazeni/ itivni)

(pretrazeni/ | (pretraZeni/ | [pretrazeni/ | (pretraZeni/ | pozitivni) el

pozitivni) pozitivni) pozitivni) pozitivni)

6/2006. 3.979/93 510/0 29.088/0 35.011/0 2.903/0 71.491 /93
2007. 2.120/ 26 17.599/0 74.520 / 105 63.655/0 4.614/0 162.508 / 131
2008. 8.905/ 643 1.402 /51 34.063/ 69 38.581/0 7.641/0 90.592 /763
2009. 19.879 / 530 440/ 32 38.008 / 104 30.677/0 4.450/0 93.454 / 666

UKUPNO: 34.883/1.292 19.951/83 175.679/278 167.924/0 19.608 /0 418.045/1.653

Rasprava

Unato¢ primjeni strogih mjera kon-
trole, infekcija virusom enzootske leu-
koze goveda i dalje se sporadicki jav-
lja na vecini kontinenata (Kurtinaitiene
i sur., 2008.), a dokazana je i u nekim
europskim zemljama kao $to su Italija,
Portugal, Litva, Estonija i dr. (Polet,
2004.). Uslijed znacajnih ekonomskih
gubitaka Sto ih uzrokuje u govedarst-
vu, ELG i danas predstavlja veliki gos-
podarski problem.

Iskorjenjivanje  ELG u Republici
Hrvatskoj odredeno je Pravilnikom
o mjerama za suzbijanje i iskorje-
njivanje enzootske leukoze goveda
(NN 30/2006.). Zahvaljujuci brzim i sig-
urnim postupcima pretrazivanja suzbi-
janje ELG se svodi na rano otkrivanje
i brzo uklanjanje inficiranih goveda.
Stoga seroloske pretrage moraju biti
pouzdane, specificne i osjetljive kako bi
se Sto ranije otkrila inficirana grla, ¢ak i
s minimalnom razinom protutijela.

Da bi se potvrdio status ,slobo-
dan od leukoze” Zivotinje moraju biti
pregledane 3 puta godisnje u razmaku

od 4 mjeseca. Tek se tada Zivotinje s
negativnim seroloskim rezultatom mo-
gu proglasiti slobodnim od ELG.

U Viroloskom odjelu Hrvatskog
veterinarskog instituta Zagreb od 1985.
godine, od kada se i provodi program
suzbijanja ELG u Republici Hrvatskoj,
do 1990. u dijagnosticiranju ELG koris-
tio se samo AGID test, a nakon toga se
koristi i ELISA test (Lojkic i sur., 1991.).
Rutinska dijagnostika enzootske leu-
koze postupno se usavrsavala i danas
uglavnom pociva na primjeni imuno-
enzimnih testova (ELISA- Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Buduci
da inficirane Zivotinje najprije stvaraju
protutijela za gp51, ona su najvaznija
u dijagnosti¢ckom postupku te ¢ine os-
novu dijagnostickog kompleta. Napre-
dak molekularne biologije pridonio je
izradi osjetljivih testova u dijagnostici
bolesti, a jedan od njih je i test lancane
reakcije polimerazom (engl. poly-
merase chain reaction, PCR). Metoda
je primjenljiva u ranom otkrivanju in-
fekcije ¢ak i prije nego Sto se mogu do-
kazati protutijela u serumu, a temelji
se na dokazu proviralne DNK virusa
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ELG u limfocitima novorodene teladi
koja su podrijetlom od inficiranih krava
(Agrestiisur, 1993, Beier i sur., 1998.)

S obzirom na razvoj novih dijagno-
stickih metoda AGID test je u labora-
torijskoj dijagnostici ELG izgubio na
svojoj vaznosti, stoga smo ga sredinom
2008. godine u potpunosti prestali rabi-
ti. Imunoenzimnim testovima (ELISA)
koje danas primjenjujemo u laborato-
riju, moguce je dokazati protutijela za
virus ELG kako u pojedina¢nom tako i
u skupnom uzorku seruma i/ili mlijeka
(Mammerickx i sur., 1985.).

Zahvaljuju¢i mogucnosti upora-
be mlijeka kao dijagnostickog uzor-
ka, pretpostavka je da se vedi dio
populacije mlijecnih goveda obuh-
vati pretrazivanjima. To je od velike
prakti¢cne vaznosti kako zbog sma-
njenja stresnih situacija za Zzivotinju
tako i zbog jatrogenog Sirenja zaraze.
Metoda je osjetljiva, specificna i pouz-
dana, a za njeno izvodenje potrebno je
4-5 sati. Uporaba potvrdnih ELISA tes-
tova tzv. ,komfirmativnih” preporuca
se u slucajevima pozitivnih nalaza u
.screening” metodi kako bi se donijela
pravovaljana dijagnoza.

U programu iskorjenjivanja i kon-
trole leukoze goveda poteskoce stvara
rana detekcija protutijela. Kako mater-
nalna protutijela u teladi nestaju sa 6-7
mjeseci starosti vrlo je teSko razluciti u
inficirane teladi radi li se o prijenosu pa-
sivnog imuniteta ili o nalazu protutijela
nakon infekcije s obzirom na c¢injenicu
da se maternalna protutijela ne mogu
razlikovati od onih stvorenih nakon
prirodne infekcije. Medutim, aktivnu
infekciju mogucde je dokazati metodom
lancane reakcije polimerazom (PCR)

koja je specificna za izravnu dijagnos-
tiku infekcije perifernih limfocita u krvi
virusom ELG (Klintevall i sur., 1994.).
Od 2008. godine u Odjelu za virologiju
lancana reakcija polimerazom koristi se
za dijagnosticiranje ELG.

Imunoenzimni test je metoda oda-
bira pri pretrazivanju velikog broja
uzoraka kako u tzv. ,screening” pro-
gramima tako i za potvrdu ELG. ELI-
SA testovi su se pokazali i ekonomski
vrlo prihvatljivim, jer se zbog sve broj-
nijih uzgoja i proizvodnje mlijecnih
goveda te uvoza rasplodnih Zivotinja
godis$nje pretraZzujemo desetke tisuca
uzoraka na prisutnost protutijela za vi-
rus enzootske leukoze goveda. Metoda
lanc¢ane reakcije polimerazom rabi se
ponajviSe kao potvrdna metoda kako
zbog slozenosti izvedbe i uvjeta koji su
potrebni pri izvodenju pretrage tako i
zbog razmjerne skupoce.

Temeljem provedenih viroloskih
pretraga vidljivo je da je enzootska
leukoza goveda prisutna u Republici
Hrvatskoj, kako u privatnim obiteljs-
kim gospodarstvima tako i na govedar-
skim farmama. NajviSe seroloski pozi-
tivnih reakcija na leukozu zabiljezeno
je u dvije Zupanije: Osjecko-baranjskoj
i Vukovarsko-srijemskoj na podrudju
istocnog dijela Hrvatske. Od ukupnog
broja pretrazenih zivotinja podrijetlom
iz privatnih obiteljskih gospodarstava
enzootska leukoza goveda ustvrdena
je u svega 0,08% Zzivotinja. Jedan od
razloga tako niskom postotku bolesti
vjerojatno je i ¢injenica da na farmama
postoji stalna kontrola bolesti od strane
organiziranih veterinarskih sluzbi, dok
u privatnim obiteljskim gospodarst-
vima kontrola se ne radi sustavno,
ve¢ ponajvise za potrebe kupopro-
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daje. Velic¢ina stada u obiteljskim gos-
podarstvima ukazuje na drzanje ma-
log broja grla te 1 ili 2 krave drzi 20%
gospodarstava, od 3-5 krava 41%, od 6
do 10 krava 25% i vise od 11 krava 14%
gospodarstava (Oplani¢ i sur., 2008.).
Poznato je da drzanje goveda u vedim
stadima pruza priliku potencijalnim
vektorima da cesce zamjene domacina i
time izravno prenesu infektivne cestice
s moguce inficirane Zivotinje na neifici-
ranu. S druge se strane samo s velikih
govedarskih farmi godisnje pretrazi i
do 20.000 goveda. Tijekom visegodisnje
kontrole mlijecnih goveda na farmama
ELG je utvrdena u 2,50% pretrazenih
zivotinja. Od ukupno 122 pretrazena
uzorka pune krvi metodom ,nested”
PCR u 2008. i 2009. godini u njih 67
(54,91%) dokazana je prisutnost dijela
genoma VELG.

Spoznaja da ni u jedne Zzivotinje
u karantenskom smjestaju nisu us-
tvrdena protutijela za virus ELG upu-
¢uje na to da virus cirkulira unutar
domacih uzgoja goveda pa osobitu po-
zornost valja posvetiti sustavnoj kon-
troli rasplodnih Zivotinja.

Vaznost sustavnog provodenja mje-
ra u cilju suzbijanja i Sirenja ELG do-
kazuje visoka prevalencija bolesti od
preko 20% koju smo utvrdili na jednoj
farmi mlije¢nih krava u kojoj su bile
pozitivne i junice i krave, kako u prvoj
tako i u Sestoj laktaciji. Tako visoki post-
otak pozitivnih Zivotinja moZemo samo
objasniti ne provodenjem u cijelosti
naredenih mjera tijekom vise godina,
Sto je u konacnici rezultiralo velikim
ekonomskim gubitcima.

Medutim, unato¢ svim problemima
prevalencija bolesti u Hrvatskoj u pop-
ulaciji mlijecnih goveda krece se oko

3% i bolest se drzi pod kontrolom. Ob-
vezna seroloska kontrola svih uvezenih
zivotinja tijekom karantene, kao i sus-
tavno serolosko pretrazivanje stada
na mlijenim farmama i privatnim
obiteljskim uzgojima te uklanjanje se-
ropozitivnih zivotinja iz stada osigura-
va kvalitetan nadzor nad ELG u nasim
stadima goveda. Navedeni podatci
ukazuju da veterinarska sluzba svojim
sustavnim radom i dobro osmisljenim
programima uspjesno provodi kon-
trolu i suzbijanje enzootske leukoze
goveda u Republici Hrvatskoj.

Sazetak

Tijekom redovite kontrole bolesti
u razdoblju od lipnja 2006.-2009. go-
dine pretrazeno je 418.045 uzoraka
krvi i mlijeka goveda na prisutnost
protutijela za virus enzootske leukoze
goveda. Pretrazena goveda potjecala su
vec¢im dijelom s farmi mlije¢nih goveda
i obiteljskih gospodarstava u Republici
Hrvatskoj, dok je manji broj uzoraka
bio podrijetlom od uvezenih goveda iz
karantenskog smjestaja. Krvni serumi
pretrazivani su agar-gel-imunodifuzi-
jskim testom (AGID), imunoenzimnim
testovima (ELISA ,screening” i kon-
firmacija) i metodom lancane reakcije
polimerazom (PCR). Protutijela za vi-
rus ELG utvrdena su u 2,5% grla koja
su poticala s mlije¢nih farmi, u 0,08%
zZivotinja podrijetlom iz obiteljskih gos-
podarstava, dok ni u jedne Zivotinje u
karantenskom smjestaju nisu dokaza-
na. Od ukupno 122 pretrazena uzorka
pune krvi metodom ,nested” PCR u
njih 67 (54,91%) dokazana je prisutnost
dijela genoma VELG.
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Na temelju viSegodiSnje kontrole

ELG moZe se zakljuciti da Hrvatska
ima povoljnu situaciju s obzirom na
infekciju. Ekonomski gubici sto ih uz-
rokuje ELG u govedarskoj proizvodnji
ima veliko gospodarsko znacenje pa je
kontrola bolesti i dalje neophodna.

Literatura

1.

AGRESTL A., W. PONTI, M. ROCCH]I,
R. MENEVERI, A. MAROZZI, D. CA-
VALLERI, E. PERI, G. POLI and E. GI-
NELLI (1993): Use of polymerase chain
reaction to diagnose bovine leukemia
virus infection in calves at birth. Am. J.
Vet. Res. 54, 373-378.

BEIER, D., P. BLANKENSTEIN and H.
FECHNER (1998): Chances and limita-
tions for the use of the polymerase chain
reaction in the diagnosis of bovine leu-
kemia virus (BLV) in cattle. Dtsch. tier-
atzl. Wochenschr. 105, 408-412.

BEIER, D., BLANKENSTEIN, P, MAR-
QUARDT, O. and KUZMAK, J. (2001):
Identification of different BLV provi-
rus isolates by PCR, RFLPA and DNA
sequencing. Berl. Munch. Tierarztl.
Wochenschr. 114, 252-256.

BEYER, J., B. KOLLNER, J. P. TEIFKE,
E. STARICK, D. BEIER, I. REIMANN,
U. GRUNWALD and M. ZILLER (2002):
Cattle infected with bovine leukaemia
virus may not only develop persistent
B-cell lymphocytosis but also persistent
B-cell lymphopenia. ]. Vet. Med. B. 49,
270-277.

BURNY, A, Y. CLEUTER, R. KETT-
MAN, M. MAMMERICKX, G. MAR-
BAIX, D. PORTETELLE, A. Van der
BROEKE, L. WILLEMS and R. THOM-
AS (1990): Bovine leukemia: facts and
hypotheses derived from the study of
an infectious cancer. In: GALLO, R.C,,
WONG-STAAL, E. (Eds.), Retrovirus
Biology and Duman Disease, Marcel
Dekker Inc., New York, N.Y., 9-32.

10.

11.

12.

13.

14.

CVETNIC, S. (1997): Virusne bolesti
zivotinja. Hrvatska akademija znanosti i
umjetnosti i Skolska knjiga Zagreb.
CVETNIC, Z, M. LOJKIC i Z. CAC
(2001): Bruceloza, tuberkuloza i enzo-
otska leukoza goveda. Ministrarstvo
poljoprivrede i Sumarstva Republike
Hrvatske i Hrvatski veterinarski insti-
tut-Projekt: Razvitak sluzbi za potporu
obiteljskim  poljoprivrednim  gospo-
darstvima, 121-135.

FERRER, J. E. (1979): Bovine leucosis:
natural transmission and principles of
control. J. Am. Vet. Med. Assoc., 175,
1281-1286.

GILLET, N., A. FLORINS, M. BOXUS,
C. BURTEAU, A. NIGRO, F. VANDER-
MEERS, H. BALON, A. B. BOUZAR, ].
DEFOICHE, A. BURNY, M. REICHERT,
R. KETTMANN and L. WILLEMS
(2007): Mechanisms of leukemogen-
esis induced by bovine leukemia virus:
prospects for novel anti-retroviral thera-
pies in human. Retrovirology 4, 18.
GONZALES, T, M. LICURSI and E.
BONZO (2007): Enzootic bovine leuko-
sis: perfomance of an indirect ELISA ap-
plied in serological diagnosis. Brazilian
J. Microbiol. 38, 1-5.

HOPKINS, S. G. and R. F. DIGIACOMO
(1997): Natural transmission of bovine
leukemia virus in dairy and beef cattle.
Veterinary Clin. North. Am. 13, 107-128.
JOHNSON, R. and B. KANEENE (1992):
Bovine leukemia virus and enzootic bo-
vine leukosis. Vet. Bull. 62, 287-312.
KLINTEVALL, K., A. BALLAGI-POR-
DANY,. K. NASLUND and S. BELAK
(1994): Bovineleukaemia virus: rapid
detection of proviral DNA by nested
PCR in blood and organs of experimen-
tally infected calves. Vet. Microbiol. 42,
191-204.

KURTINAITIENE, B., D. AMBRO-
ZAITE, V. LAURINAVICIUS, A.
RAMANAVICIENE and A. RA-
MANAVICIUS (2008): Amperometric
immunosensor for diagnostic of BLV
infection. Biosensors and Bioelectronics
23, 1547-1554.

.LOJKIC, M., D. SLADIC, S. CAJAVEC

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 211-219, 2010.



Rasprostranjenost enzootske leukoze goveda (ELG) u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2006. do 2009. godine

i N. ERGOTIC (1991): Dijagnosticiranje
enzootske leukoze goveda pretragom
krvnog seruma i mlijeka. Praxis vet. 39,
293-298.

16. LOJKIC, M., Z. CAC, L. JEMERSIC, B.
ROIC i I. LOJKIC (2000): Epizotiolosko
stanje i mjere suzbijanja enzootske leu-
koze goveda. Praxis vet. 48,151-161.

17. LUGOVIC, B. J. MADIC, M. LOJKIC i
S. CVETNIC (1989): Upotreba ELISA
monoklonskim protutijelima za dijag-
nosticiranje enzootske leukoze goveda
pretragom seruma i mlijeka. Praxis vet.
37, 8-14.

18. MAMMERICKX, M., D. PORTETELLE
and A. BURNY (1985): Application of an
enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) involving monoclonal antibody
for detection of BLV antibodies in indi-
vidual or pooled bovine milk samples.
Zbl. Vet. Med. B. 32, 526-533.

19. OPLANIC, M. S. RADINOVIC, V.
PAR i M. TRATNIK (2008): Ekonom-
ska uspjeSnost uzgoja muznih krava na
primjeru Istre. Agronomski glasnik 1,
21-32.

20. POLET, Y. (2004): EU-25 Livestock and
Products: EU Approves €188 Million to
Fight Animal Diseases in 2005. USDA
Foreign Agricultureal Service. GAIN
Report Number: E34084,3.

21. Van den MAATEN, M. and J. M. MILL-
ER (1990): Bovine leukosis virus. In:
DINTER, Z.,, MOREIN, B. (Eds.), Virus
infections of Ruminants. Elsevier Science
Publishers B.V., Amsterdam, The Nether-
lands, 419-429.

22. WORLD ORGANIZATION FOR ANI-
MAL HEALTH (OIE) (2004): Enzootic
bovine leucose. In: Manual of Diagnos-
tic Test and Vaccines for terrestrial Ani-
mals (mammals, birds and bees). Vol. 2.
Chapter 2.3.4., 464-473.

23. WORLD ORGANIZATION FOR ANI-
MAL HEALTH (OIE) (2008): Enzootic
bovine leucose. In: Manual of Diagnos-
tic Test and Vaccines for terrestrial Ani-
mals (mammals, birds and bees). Vol. 2.
Chapter 2..4.11., 729-738.

Detection of bovine leukaemia virus specific antibodies
in cattle in the Republic of Croatia from 2006 to 2009

Besi ROIC, DVM, Ph.D., Senior Scientific Associate, Matko BRSTILO, DVM,
Ph.D., Scientific Associate, Andreja ]UNGIC, DVM, Expert Associate, Ivana LO]KIC,
B.Sc., Ph.D., Senior Scientific Associate, Croatian Veterinary Institute, Zagreb

A study was conducted to deter-
mine the prevalence of bovine leukae-
mia virus (BLV) in cattle in the Repub-
lic of Croatia. A total of 418 045 blood
sera and milk samples were tested for
the presence of BLV antibodies during
2006-2009. Samples were collected dur-
ing routine testing of dairy cattle from
dairy farms and family farms, while a
smaller number of samples were from
imported cattle. BLV antibodies were
detected in 2.50% of cattle from dairy
farms and in 0.08% of cattle from fam-

ily farms. A total of 122 blood samples
were tested by PCR and 67 (54.91%) of
the samples showed positive results.
All sera tested in quarantine were neg-
ative for BLV antibodies. These results
indicate that the prevalence of BLV in
cattle in Croatia was estimated at 3%
and is generally low. BLV infection is
an “economic” disease that can gener-
ate significant losses in cattle manage-
ment and it is recommended that dis-
ease control and eradication programs
are necessary.
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ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Pracenje subklinickih mastitisa
na podrucju Veterinarske
stanice Karlovac

L. Crne, Vesna Dobranié, N. Macesié, Nikica Prvanovic,
B. Mauko, ]. Grizelj, S. Vince, D. Duricic, T. Karadjole,

L. Folnozic¢ i M. Samardzija

Uvod

Mlijeko predstavlja jedan od naj-
vaznijih proizvoda u suvremenoj gove-
darskoj proizvodnji. Potrebe za vecom
proizvodnjom mlijeka zahtijevaju sus-
tavnu selekciju i primijenu suvremene
tehnologije (hranidba i nacin drzanja).

Gubitci na farmama uzrokovani
mastitisima u Republici Hrvatskoj su
veliki. Glavni su problem losi uvjeti
drzanja i higijene te odrzavanje muznih
strojeva. Jedan je od strateskih ciljeva
u proizvodnji mlijeka ustvrditi pojavu
mastitisa u Sto ranijem stadiju bolesti,
kako bi se sprijecilo Sirenje infekcije
na druge Cetvrti iste Zivotinje, kao i na
druge Zzivotinje, s ciljem proizvodnje
koja je neskodljiva za ljudsko zdravlje.

Svrha je ovog rada je pokazati
pojavnost subklinickih mastitisa na
podrucju veterinarske stanice Karlo-

vac i ustvrditi uzro¢nike mastitisa na
temelju bakterioloske analize.

Etiologija mastitisa
Epidemiolosko stanoviSte mastitisa
i dosadasnja istrazivanja govore da je iz
mlije¢ne Zlijezde izolirano otprilike oko
140 vrsta i serotipova mikrorganizama.
Proucavanjem patofiziologije i epizooti-
ologije uzroc¢nici mastitisa dijele se na kon-
tagiozne (zarazne) i uvjetovane (okoline)
mikroorganizme (Radostits i sur.,, 2000.,
Tyler i Cullor, 2002., Baci¢, 2009.).
Najznacajniji kontagiozni uzrocnici
su Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae te rijede Mycoplasma bovis (Ra-
dostits i sur., 2000., Baci¢, 2009.)
Staphylococcus aureus je gram — pozi-
tivna bakterija i najces¢i uzrocnik mas-

Ivan CRNE dr. vet. med., Berislav MAUKO, dr. vet. med. Vetermarska stanica Karlovac; dr. sc. Vesna
DOBRANIC, dr. vet. med., docentica, dr. sc. Nino MACESIC, dr. vet. med., visi asistent, dr. sc. Nikica
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vet. med., visi asistent, Ivan FOLNOZIC, dr. vet. med., znanstveni novak, dr. sc. Marko SAMARDZIJA, dr.
vet. med., docent, Veterinarski fakultet Zagreb; dr. sc. Drazen DURICIC, znanstveni suradnik, Veterinarska

stanica Purdevac

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 2010.



I. CRNE, VESNA DOBRANIC, N. MACESIC, NIKICA PRVANOVIC, B. MAUKO, J. GRIZEL), S. VINCE, D. DURICIC, I. FOLNOZIC | M. SAMARDZIJA

titisa u goveda Sirom svijeta, a u poje-
dinim stadima, poglavito u onima s
viSim brojem somatskih stanica infekci-
ja moze biti zastupljena izmedu 50-95%
(Naglic¢ i sur., 2005., Baci¢, 2009.).

Glavni izvor i rezervoar infekcije
za druge krave je inficirana mlijecna
zlijezda, ali se moZe izolirati sa sisa i
koze krava, ruku muzaca, stelje, hrane
te opreme za muZznju.

Da bi doslo do infekcije bakterije
moraju proc¢i kroz sisni kanal koji je
prva linija obrane.

Imunosni sustav koji ukljucuje le-
ukocite u sisnom kanalu i mlije¢noj
zlijezdi predstavlja drugu liniju ob-
rane. Unato¢ sposobnosti leukocita da
unisti bakterije koje invadiraju mlijecnu
zlijezdu, Staphylococcus aureus sadrzi
komponente koje mu omogucuju iz-
bjegavanje fagocitoze te interstanicno
uni$tavanje. Protutijela koja se stvara-
ju na podrazaj Staphylococcus aureusa
pruzaju vrlo slabu zastitu kravama jer
je njihov titar u mlijeku vrlo nizak (Ra-
dostits i sur., 2000., Baci¢ 2009.).

LijeCenje mastitisa koje uzrokuje
bakterija Staphylococcus aureus Cesto
je usprkos brojnim intramamarnim
i parenteralnim aplikacijama antibi-
otika neuspjesno te cesto dolazi do
doZivotnog perzistiranja uzroc¢nika
u kravama zbog neadekvatne pene-
tracije antibiotika u inficirano tkivo te
stvorene rezinstencije.

Streptococcus agalactiae je gram -
pozitivna bakterija, kuglasta ili jajolika
oblika. To je vrlo kontagiozan uzrocnik,
a najcesce se prenosi tijekom muznje.
Rezistencija krava uzrokovana tim mik-
roorganizmom ovisi o samoj jedinki, ali
opcenito otpornost raste s godinama.

Mlijje¢na zlijezda je jedini organ koji
moze biti inficiran ovim uzro¢nikom.
Streptococcus agalactine ne preZivljava
dugo u okolisu, medutim kada se kra-
va jednom inficira, mikroorganizam
perzistira u mlijecnom sinusu i dolazi
do periodicnog umnazanja, povecanja
virulencije i invazije tkiva (McGavin
Donald i Zachary., 2008.).

Kontrolni programi obuhvadaju
identifikaciju oboljelih cetvrti, njiho-
vo lijeCenje te odvajanje kronicnih i
neizljecivih slucajeva. Stada s vecom
ucestalosti subklinickih mastitisa treba
podvrgnuti temeljitoj dezinfekciji sisa i
vimena prije i poslije muznje te terapiji
inficiranih krava u suhostaju (Radostits
i sur, 2000.). Posebno treba naglasiti
da je lijecenje antibioticima tijekom
laktacije, a osobito tijekom suhostaja
izuzetno ucinkovito (Baci¢, 2009.).

Mycoplasma bovis je jedan od naj-
znacajnijih uzro¢nika mastitisa novijeg
doba u mlijje¢nih krava, narocito u raz-
vijenim europskim zemljama i SAD-
u. Do infekcije dolazi hematogenim
putem i kontaminacijom sise.

Osim mastitisa, mikoplazme mogu
uzrokovati upalu di$nog i urogenital-
nog sustava te pojavu artritisa (Gon-
zales, 1996., Baci¢, 2009.). Dijagnostika
mikoplazmi zahtijeva poseban medij
za kulturu stanica te njihov nalaz mogu
zatomiti druge patogene bakterije, stoga
je ELISA puno korisniji dijagnosticki
postupak (Ball i sur., 1994.).

Uspjesnost terapije mikoplazmat-
skih mastitisa je vrlo mala, odnosno
jednom zaraZena krava u pravilu os-
taje doZzivotno inficirana. Razlog tome
je slaba ucinkovitost antibiotika, stoga
naglasak u suzbijanju ovog oblika mas-
titisa treba staviti na profilaksu.
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Skupinu manje patogenih uzroc¢nika
mastitisa cine koagulaza - negativ-
ni stafilokoki: S. epidemis, S. hycus,
S.warneri, S. xylosus, S. simulans, S. sci-
uri te Corynebacterim bovis (Radostits i
sur., 2000.).

Uvjetovane mastitise uzrokuju dvije
skupine bakterija u koju se ubrajaju
rodovi Escherichia i Streptococcus. Iz-
vor infekcije za krave je njihov okolis.
Razmnozavanje bakterija i infekciju vi-
mena pospjesuju vlazna i necista stelja,
nedista leZiSta, neprimjerena priprema
sisa i vimena prije muznje te razlicite
ozljede sisa (Radostits i sur., 2000.).

Koliformni mastitis nastaje kada mi-
kroorganizmi iz okoliSa kontaminiraju
otvor sisnog kanala i ascendentno se
prosire u kanal. Najces¢i mikroorganiz-
mi su Escherichia coli, Enterobacter aero-
genes i Klebsiella pneumoniae. Koliformni
mikrorganizmi svoj ucinak odrazavaju
putem endotoksina koji djelujena krvne
zile, $to ima za posljedicu otecenje
inficirane cetvrti. U mlijeku znatno
poraste broj neutrofila, a posljedi¢no
dolazi do sistemske leukopenije i neu-
tropenije $to je najizraZenije u perakut-
nom obliku kojeg karakterizira pojava
agalakcije i toksemije. Upaljena cetvrt
je umjereno otecena i temperirana
te se Cesto previdi prilikom Kklinicke
pretrage. Sekret iz upaljene cetvrti je
mlijecno vodenast, a ubrzo postaje
karakteristicno svijetlozute boje, poput
piva (Riznar, 1981.).

Dosadasnja istrazivanja govore da je
pojava infekcije ovim mikroorganizmi-
ma cesc¢a kod krava koje borave u zat-
vorenim stajama (na vezu) i u slobodno
drZzanim mlije¢nim stadima s niskim bro-
jem somatskih stanica (Baci¢, 2009.).

Mastitise uzrokovane nezaraznim
streptokokima cine gram - pozitivne,
katalaza negativne bakterije koje mogu
uzrokovati 10-70% mastitisa Sirom svi-
jeta. Najzastupljeniji su Streptococcus
ubersis i Streptococcus dysgalactine te rod
Enterococcus (Berry i sur., 2003.).

Gljivicne infekcije mlijecne Zlijezde
najéesce su uzrokovane gljivicama roda
Candida, a gljivice obi¢no uzrokuju tzv.
okolisne mastitise koji se javljaju zbog
loSe higijene Zivotinja i okolisa. Po-
javnost mastitisa uzrokovanih gljivi-
cama obic¢no je niska unutar stada, ali
se ponekad moze javiti i kao epizotija
(Gonzales, 1996.).

Gljivice su mikroorganizmi koji se
mogu naci u Sirokom rasponu tvari kao
S$to su primjerice tlo, biljke i voda. Mas-
titisi uzrokovani gljivicama se ponajvise
pojavljuju nakon lijecenja velikim doza-
ma antibiotika, ¢esto bez bakterioloske
pretrage mlijeka iz upaljenih cetvrti i an-
tibiograma ili nakon aplikacije nestruc¢no
pripremljenih antibiotskih pripravaka
(Krukowski i sur., 2000.). Velike doze
antibiotika mogu uzrokovati smanjenje
vitamina A Sto vodi do ozljeda epitela
vimena i time je omogudena invazija
gljiivica. Stoga se moze zakljuciti da ce
mastitisi uzrokovani gljivicama postati
sve veci problem povezan Sirokom up-
orabom antibiotika u lije¢enju mastitisa
(Bacic, 2009.).

Subklinicke infekcije vimena

Subklinicke upale mlijecne Zzlijezde
u govedarstvu predstavljaju s gospo-
darskog stajaliSta najvece stete (Topolko
i Beni¢, 1997.). Dokazano je da upravo
krave koje boluju od subklini¢kog mas-
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titisa daju u prosjeku 20% manje mli-
jeka, koje je uz to opasno po zdravlje
ljudi (Havranek i Rupi¢, 2003.).

Pojam subklinickih ili latentnih
infekcija obuhvaca slucajeve izdvaja-
nja razlic¢itih vrsta mikroorganizama
bakterioloskom pretragom mlijeka, a
da pri tom nema uocljivih promjena u
mlijeku ili na vimenu.

Podrazuju¢i lokalne obrambene
mehanizme u vimenu takva infekcija
katkad moze zavrsiti spontanim oz-
dravljenjem, no najces¢e nakon dugog
trajanja prelazi u kroni¢nu kataralnu
upalu vimena te ako se ne lije¢i, moze
trajati do zavrSetka laktacije pa cak i
suhostaja (Beni¢, 2005.).

Sumnja se postavlja na temelju po-
vecanog broja somatskih stanica u
mlijeku ili na temelju pozitivhog mas-
titis testa, a potvrduje se pozitivnim
bakterioloskim nalazom mlijeka.

Na temelju antibiograma odabire se
lijek, a lijecenje se provodi pri zasusenju
krava pripravcima za lije¢enje u
suhostaju (Beni¢, 2005.).

Uspjesnost lijecenja antibioticima
uveliko ovisi o higijenskim uvjetima
u staji i izmuzistu, stoga odrZavanje
povoljnih higijenskih uvjeta u staji,
prikladna higijena muznje te osob-
na higijena muzaca u znatnoj mjeri
sprjeavaju pojavu infekcije vimena u
staji (Beni¢, 2005.).

Klinicki mastitisi

Za razliku od subklinickih masti-
tisa, klinicki mastitisi su karakterizira-
ni vidljivim promjenama u mlijeku te
razli¢itim stupnjevima upale mlijecne
zlijezde u obliku crvenila, otecenosti,

povisene temperature te bolnosti (Tyler

i Cullor, 2002.).

Klinicke mastitise prema karak-
teru promjena i njihovom smjestaju,
tj. prema tome koje je slojeve mlijecne
zlijezde upala zahvatila, dijelimo ako
je upalni proces zahvatio sluznicu cis-
terne, mlije¢nih kanala i alveola u kata-
ralne i flegmonozne ili parenhimatozne
ako su upalom zahvaceni svi slojevi al-
veola i njihova okolina i intersticijske,
kada je upalom zahvaden intersticij
mlijecne Zlijezde.

Paremhimatozni ili flegmonozni
se oblik mastitisa obi¢no javlja u tri
karakteristi¢na oblika:

* kolibaciloza vimena (tipicni fleg-
monozni mastitis) koji uzrokuje
bakterija E. coli, Klebsiela te Pseudo-
monas aeruginosa

* gangrenozni mastitis, najéeSce uzro-
kovan stafilokokima

* nekroti¢ni mastitis uzrokovan bak-
terijama roda Bacillus i Clostridium.

Dijagnostika mastitisa

Zbog velikog znacaja i ekonomskih
Steta koje mastitisi uzrokuju vazno je
na vrijeme otkriti klinicke i subklinicke
mastitise na farmama mlijecnih krava
(Beni¢, 2003.). Dijagnosticke su metode
za otkrivanje mastitisa brojne, ali ipak
najvaznije metode su prilagodene teren-
skim uvjetima i laboratorijske metode.

U metode prilagodene terenskim uv-
jetima spada klinicka pretraga vimena
(inspekcija i palpacija), pregled mlijeka
na crnoj podlozi i najvaznija i najjed-
nostavnija metoda u terenskim uvjetima
mastitis test (Cergolj i sur., 1998.).

Mastitis-test je brza orijentaciona
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metoda, kod koje mijeSanjem posebnih
reagensa s mlijekom moZemo ustano-
viti povecan broj stanica u mlijeku i
promjenu pH. Kod nas upotrebljavamo
Zagrebacki mastitis test Ciji je reagens
tamno ljubicaste boje, a sadrzi univer-
zalni indikator za pH i vodenu otopinu
povrsinske aktivne tvari (alkilarilsulfo-
nat) koji s mlijekom stvara povrSinsku
napetost koja izaziva pucanje leuko-
cita u mlijeku, oslobada se DNK koja
polimerizira i tvori gel. Koli¢ina gela
povezana je brojem stanica u mlijeku,
a boja mjesavine ukazuje na pH vrijed-
nost mlijeka (Baci¢, 2009.).

Ako je vime zdravo, a krava pravil-
no muzena, kiselost bi u svim ¢etvrtima
trebala biti u svim cetvrtima podjed-
naka. Boja takvog mlijeka pomijeSana
s mastitis reagensom trebala bi biti

pepeljasto sive boje. Kiselo mlijeko
pomijeSano s reagensom postaje zuto,
a luznato tamnoljubicasto. Promjena
u konzistenciji mlijeka ukazuje na
povecani broj leukocita, a ocituje se po-
javom koncica, krpica, stvaranjem gela
(Cergolj i sur., 1998.).

Ovim se testom ne otkriva uzrok
upale tj. radili se o infekciji ili o iritaciji vi-
mena kao posljedica nepravilne muznje,
nego ukazuje na prisutnost nepozeljnih
¢imbenika na osnovi povecanog broja
stanica (Baci¢, 2009.).

Laboratorijska pretraga mlijeka obu-
hvaca bakteriolosku pretragu mlijeka
i antibiogram te odredivanje broja so-
matskih stanica. Bakterioloski pregled
preporuca se napraviti kod svih mastiti-
sa, dakle kod kroni¢nih katara vimena,
latentnih infekcija i akutnih mastitisa.

Tablica 1. Prosudba rezultata mastitis testa Zagrebackim mastitis reagensom (Baci¢, 2009.).

Prosudba reakcija .
i reagensa

Izgled mjesavine mlijeka

Broj leukocita u
Tml mlijeka

MjeSavina ostaje
Negativna

vidljive niti

Unutar 1 minute nastaje
mnostvo krpicastih tvorbi

Slabo pozitivnal+)

jednolicno tekuca ili se
uocavaju tanke jasno

Do 300.000 Vime je zdravo

bez stvaranja gel stanja

Nakon nekoliko sekundi

opaZa se zgusnjavanje
poput bjelanjka koje se

Pozitivna (++)

daljnjim pokretanjem

0d 300.000 do Subklinicki
500.000 mastitis

0d 500.000 do Subklinicki
2.000.000 mastitis

plitice kida po rubovima

Zgrusavanje zelatinoznog

karaktera nastaje naglo
i daljnjim pokretanjem
plitica smjesa ostaje

Jako pozitivna(+++)

kompaktna

0d 2.000.000 do

15.000.000 Klinicki mastitis
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Lijecenje na osnovi antibiograma daje
veliku prednost, odnosno mozemo iza-
brati podjednako ucinkovite i jeftinije li-
jekove. Istovremeno izbjegavamo nepot-
rebno davanje antibiotika i smanjujemo
mogucnost stvaranja rezistentnih mikro-
organizama (Cergolj i sur., 1998.).

Kod poremecene sekrecije vimena
u mlijeku je povecan broj leukocita,
razina katalaze ili klorida. Najprih-
vatljivija i najto¢nija metoda za ot-
krivanje poremecene sekrecije vimena
je odredivanje broja somatskih stanica
u mlijeku.

Mlijeko zdravog vimena obicno
sadrzi oko 20.000 do 300.000, a u pro-
sjeku oko 150.000 somatskih stanica u
1 mL mlijeka. Glavninu tih stanica ¢ine
stanice epitela (oko 70%). Preostalih 30%
stanica ¢ine neutrofili (50-70%), limfociti
(25-35%), monociti (5-10%) i eozinofili
manje od 0.5%. Velik broj stanica u mli-
jeku nije fizioloski, a najceSce je povezan
s raznim patoloskim stanjima vimena
(mastitis i ozljede vimena), ali i drugim
¢imbenicima kao Sto su: stres, godiSnje
doba, stadij laktacije, dob krave, ne-
pravilna muznja.

Broj se somatskih stanica u mli-
jeku moze izbrojiti pod mikroskopom.
Mnogo je brza i tocnija metoda brojenja
stanica elektronskim brojacem kojim se
moze pregledati velik broj uzoraka mli-
jeka (Beni¢, 2004.).

Materijal i metode

Naosnoviizvjesc¢aorezultatimalabo-
ratorijskih ispitivanja za pojedini mjesec
osim % mlije¢ne masti, % bjelancevina,
% suhe tvari bez masti u mlijeku, broja
mikroorganizama u 1 mL mlijeka is-

pituje se i broj somatskih stanica (BSS).
Ukoliko BSS u 1 mL mlijeka prelazi vise
od 400.000 moZe se posumnjati na po-
javu mastitisa u toj staji. Mljekari u pis-
menom obliku obavjeStavaju ovlastenu
veterinarsku organizaciju i vlasnika
zivotinje. Od svih su krava koje su bile
pozitivne na mastitis-test uzeti uzorci
za bakterioloSku pretragu i poslani u
laboratorij za mastitise i kakvocu siro-
vog mlijeka Hrvatskog veterinarskog
instituta. Nakon dobivenog nalaza i an-
tibiograma pristupa se lijeenju. Nakon
provedene terapije i ponovne pretrage
mastitis-testom, ukoliko je nalaz negati-
van dopusteno je ponovno nosenje mli-
jeka uz pisanu veterinarsku svjedodzbu.
One zivotinje koje i dalje pozitivno rea-
giraju moraju biti dodatno lijecene.

Prikupljanje i obrada
podataka

U razdoblju od 2.22009. do
23.11.2009. prikupljani su uzorci mli-
jeka za bakteriolosku pretragu od
individualnih proizvodaca. Svi uzor-
ci pretrazeni su u ,Laboratoriju za
mastitise i kakvocu sirovog mlijeka”
Hrvatskog veterinarskog instituta Za-
greb. Prilikom uzimanja uzoraka koris-
tili smo sterilne, plasticne epruvete na
navoj. Prije uzimanja uzoraka vrh sise
smo dezinficirali polukruznim brisan-
jem komadi¢em vate umocenim u 70%
alkohol. Svaka epruveta oznacena je na-
ljepnicom na kojoj su podatci o vlasni-
ku krave te cetvrt iz koje je mlijeko uze-
to. Uzorke mlijeka transportirali smo u
putnom hladnjaku uz popratni dopis.
Bakterioloskom pretragom dobiveni
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su podatci o uzrocnicima mastitisa, a
na temelju antibiograma najprikladniji
antibiotik.

Rezultati

Na temelju provedene bakterioloske
pretrage od 116 uzoraka, njih 52
dalo je pozitivan rezultat na jedan od
uzrocnika te je na osnovu antibiograma
provedeno lijecenje. Nakon deset dana
ponovno se izvodi mastitis-test koji
nam ukazuje na uspjesnost terapije.

Rezultati bakterioloske pretrage
dokazali su da je na podrucdju Vet-
erinarske stanice Karlovac uzroénik
Staphylococcus aureus prisutan u 21,15%
slucajeva i Staphylococcus spp. (CNS) u
17,31% slucajeva, dok je Streptococcus
D prisutan u 26,92% slucajeva. Valja is-
taknuti da je u velikom broju uzoraka
rezultat pretrage proglasen zagadenim
(21,15%), odnosno nalaz govori da su
prisutna tri ili viSe razlic¢itih patogenih

mikroorganizama. Uzroke ovako viso-
kom broju pojavljivanja Staphylococcus
aureus i Staphylococcus spp. (CNS) treba
traziti u necistoj muznoj opremi, mli-
jekom zaostalim u caskama muznog
uredaja i nekoristenju jednokratnih
krpa i rucnika za cis¢enje kao i dezin-
ficijensa kako prije tako i nakon muznje
(slika 1).

Rasprava

Mastitis predstavlja veoma vaznu
bolest u mlijecnih krava. Najces¢i uz-
roc¢nici mastitisa su bakterije. Broj pato-
genih bakterija mlijecne Zlijezde varira
u broju kao i u rasponu lezija koje ga
uzrokuju. Vecina mastitisa je uzrokova-
na sa Staphylococus auereus, a dolaze u
subklinickom ili s umjerenom klinickom
slikom bolesti (Macesi¢, 2009.).

Broj somatskih stanica (BSS) je do-
bar pokazatelj vjerojatnosti infekcije.
Sto je broj somatskih stanica visi, veca

@ Streptococcus D

B Staphylococcus aureus

0 Staphylococcus spp. (CNS)
0O Streptococcus uberis

B Zagadeno

@ Corynebacterium bovis

B Escherichia coli

OKvasci

Grafikon 1. Prikaz rezultata bakterioloSke pretrage uzoraka mlijeka
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je vjerojatnost da su vime ili pojedina
Cetvrt inficirani. Broj od 200.000 so-
matskih stanica u 1 mL mlijeka smatra
se pragom ili grani¢cnom vrijednosti u
Europi i sjevernoj Americi. Iako je u
SAD-u, ali i u Hrvatskoj granica post-
avljena na 400.000/mL te vrijednosti ve-
liki proizvodaci mlijeka, kao ni mljek-
arska industrija koja otkupljuje mlijeko,
ne smatraju poZeljnom (Baci¢, 2009.).

U nasem je istrazivanju kod svih
krava gdje je BSS-a bio veci od 400.000/
mL uzet uzorak mlijeka iz svake cetvrti
vimena te je poslan na bakteriolosku
pretragu. Bakterioloska pretraga uzor-
aka mlijeka na podrudju Veterinar-
ske stanice Karlovac pokazala je da u
razdoblju 2.2.2009. do 23.11.2009. go-
dine od ukupno pretrazenih 116 uzor-
aka njih 52 reagiralo pozitivno, sto u
postocima iznosilo 44,82%.

Najces¢i  uzroc¢nici  subklinickih
mastitisa bili su Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp. (CNS) i Streptococcus
D. Sli¢ne rezultate dobili su i Bouchard
i sur. (2005.) godine u Kanadi. Spome-
nuti autori su proveli istraZivanje na
ukupno 476 farmi i uspjeli dokazati
Staphylococcus aureus u 83% od ukup-
nog broja pozitivnih. Isto tako Smith
(2005.) sa Sveucilista iz sjeverne Karo-
line navodi da je upravo Staphylococ-
cus aureus jedan od vodecih problema
mlijecne industrije.

Slicne rezultate spominje Baci¢
(2009.) gdje je prema mnostvu is-
trazivanja ovaj uzro¢nik odgovoran za
infekcije u 50 do ¢ak 95% stada.

Cergolj i sur. (2006.) isticu kako je
broj somatskih stanica vazan pokaza-
telj u pracenju subklinickih mastitisa
na farmama mlije¢nih krava te glavni
¢imbenik u prevenciji mastitisa, a sa-

mim tim i velikih gubitaka proizvodnje.
Baci¢ (2009.) spominje kako je
koriStenje mjesecnih izvjeStaja BSS-a
pojedinih krava dobar nacin pracenja
subklinickih mastitisa. Mjesec¢ni su
izvjestaji osobito pogodni u stadima u
kojima se javljaju mastitisi uzrokovani
kontagioznim uzrocnicima. Kravu s
visokim BSS-a tijekom dvije uzastopne
laktacije, lije¢enu prilikom zasuSenja,
smatrat ¢emo neizlje¢ivim slucajem
(osobito ako su kao uzrocnici mastitisa
izdvojeni bakterija Staphylococcus aure-
us ili mikoplazma), a takvu kravu treba
izuciti iz uzgoja.
Iz dobivenih

zakljuciti da je najbolji nacin za po-

rezultata mozemo

boljsanje kvalitete i zdravstvene is-
pravnosti mlijeka na vecini farmi jest
poboljsanje zdravlja vimena. Tako je
moguce smanjiti BSS-a, broj bakterija
i rizik antibiotskih rezidua u mlijeku.
Radi smanjenja pojavnosti mastitisa
potrebno je smanjiti broj mikroorga-
nizama koji Zive i razmnozavaju se
u blizini krajeva sisa te smanyjiti
mogucnost ulaska kroz sisni kanal u
vime. Redovitom analizom i pracenjem
dogadaja na farmi, mogude je na vri-
jeme prepoznati rizine cimbenike
povezane s nastankom mastitisa tj.
one ¢imbenike koji oslabljuju imunitet
krave, povecavaju broj mikroorganiza-
ma i mogucnost njihova ulaska u vime.
Svake godine, ponekad i ceSce, neo-
phodno je ponovno procijeniti situaciju
u stadu, postaviti nove ciljeve i vrijed-
nosti, donijeti nove planove i protokole
za njihovo ostvarenje u cilju povecanja
dohodovnosti farme, dobrobiti krava i
potrosaca mlijeka.
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Zakljucci

Na temelju iznesenih rezultata mo-
zemo zakljuditi da je najceséi uzrocénik
subklinickih mastitisa na podrudu
Veterinarske stanice Karlovac bakterija
Streptoccocus iz seroloske skupine D
koju smo ustanovili u 26,92% slucajeva.
Najucinkovitijom se pokazala ona te-
rapija koja je poduzeta na osnovu an-
tibiograma, a bakterioloska pretraga
predstavlja najtocniju metodu za eti-
olosku dijagnostiku. Iz dobivenih re-
zultata proizlazi zakljucak da higijena
smjeStaja i muznje krava na podrudju
Veterinarske stanice Karlovac nije na
zadovoljavajucoj razini.

Sazetak

Cilj ovog rada je analiza ucestalosti
pojave subklinickih mastitisa na pod-
rudju Veterinarske stanice Karlovac.
Orjjentacijska metoda, pomocu koje
se posumnjalo na subklini¢ki masti-
tis, bila je pracenje broja somatskih
stanica u mlijeku. Uzeti su uzorci za
bakteriolosku pretragu od onih krava
gdje je BSS bio vedi od 400.000 u 1 mL
mlijeka. Na temelju bakterioloske pre-
trage i dobivenog antibiograma po-
duzeto je lijecenje bolesnih krava.

Prema analizi bakterioloske pretrage
najcesci uzrocnici bili su Staphylococcus
aureus i Staphylococcus spp. (CNS) i Strep-
tococcus D koji su se pojavili u najvecem
broju slucajeva, sto se podudara s rezul-
tatima vecine autora koji su istrazivali
uzrocnike mastitisa u drugim zemljama.
Efikasnost lije¢enja moze biti i do 50%
ako se lijeCenje zapocne u vrlo ranoj
fazi infekcije i pravilnom odabiru lijeka.
Uzroke ceste pojave mastitisa na farma-
ma treba traziti u loSoj higijeni drzanja

zivotinja, lo$oj higijeni muZznje i osobnoj
higijeni muzaca.
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Monitoring of Subclinical Mastitis Appearance in the
Area of Veterinary Station Karlovac

Ivan CRNE, DVM, Berislav MAUKO, DVM, Karlovac Veterinary Practice;
Vesna DOBRANIC, DVM, Ph.D., Assistant Professor, Nino MACESIC, DVM,
Ph.D., Senior Assistant, Nikica PRVANOVIC, DVM, Ph.D., Assistant Professor,
Juraj GRIZEL], DVM, Ph.D., Assistant Professor, Silvijo VINCE, DVM, Ph.D., Se-
nior Assistant, Ivan FOLNOZIC, DVM, Junior Researcher, Marko SAMARDZI]A,
DVM, Ph.D., Assistant Professor, Faculty of Veterinary Medicine Zagreb; Drazen
DURICIC, DVM, Ph.D., Scientific Associate, Durdevac Veterinary Practice

The aim of this study is to analyze
the appearance of subclinical mastitis
in the area services by the Karlovac vet-
erinary station by tracking the number
of somatic cells in milk. Milk samples
were collected for bacteriological ex-
amination from animals having a BSS
count higher than 400 000/mL of milk.
Treatment of subclinical mastitis was
based on bacteriological examination
and an antibiogram, and was started
immediately after receiving the results.
According to the bacteriological analy-

sis, the most common cause of subclini-
cal mastitis was Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp. (CNS) and Strep-
tococcus D, which were present in most
cases. This also coincides with the ma-
jority of authors. Efficacy of treatment
can be up to 50% if treatment is started
at an early stage of infection and using
the appropriate remedy. Causes of fre-
quent occurrence of subclinical mastitis
should be examined in improper keep-
ing and milking conditions, and in the
personal hygiene of milking staff.

E
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Ucinak spola i dobi na
biokemijske parametre u

serumu njemackih ovcara

Elenica Dim¢o, L. Turmalaj, Jetmira Abeshi, Erinda Lika i Maja Beli¢

Uvod

U Albaniji se od 1950. godine nje-
macki ovcar, kao Cistokrvna pasmina,
uzgaja na Institutu za obuku policijskih
pasa u Tirani. Institut ima oko 180 pasa.

Tijekom svakodnevnih treninga ovi
su psi izloZeni stresu zbog fizi¢kih na-
pora i terenskih vjezbi. Ucinak stresa
na njihovo fizicko stanje moguce je
pratiti klinickim i laboratorijskim pre-
tragama. Do danas nije radeno posebno
istrazivanje o promjenama u biokemijs-
kom profilu njemackih ovcara u Albaniji.

Biokemijski se profili plazme i/
ili seruma u veterinarskoj medicini
Cesto koriste za procjenu klinickog i
metabolickog statusa prilikom stresa
zbog uzgojnih uvjeta, hranidbe te za
dijagnozu razli¢itih patoloskih stan-
ja. (Weiser, 1995.). Biokemijski pro-
fil je takoder vazan i pri odredivanju
specificnih  terapeutskih  protokola

i prognoze bolesti (Weiser, 1995.).
Cimbenici kao $to su dob, spol, godiénje
doba, fizioloski i hranidbeni status te
stres, utjeCu na mjerene parametre u
serumu i na ispravnost rezultata. Stoga
se ti ¢imbenici moraju uzeti u obzir ti-
jekom interpretacije rezultata (Coles,
1986., Ogunsanmi i sur., 1990., Awah
i Nottidge, 1998., Olayemi i Nottidge,
2007.). U literaturi su objavljene ref-
erentne vrijednosti, koje se mijenjaju
ovisno o izvoru, koristenim analitickim
metodama i uzorku populacije. Sto-
ga pri progjeni laboratorijskih rezul-
tata nije uvijek jasna razlika izmedu
fizioloskog i patoloskog stanja.

Cilj ovog istrazivanja bio je ustvrditi
utjecaj spola i dobi, na neke biokemi-
jske parametre u krvi njemackih ovéara
u Albaniji.

Dr. sc. Elenica DIMCO, dr. vet. med., docentica, dr. sc. Luigjf TURMALA], dr. vet. med., docent, dr. sc. Jetmira
ABESHI, dr. vet. med., asistent, dr. sc. Erinda LIKA, dr. vet. med., docentica, Veterinarski fakultet, Poljoprivredno
Sveuciliste u Tirani, Albanija, dr. sc. Maja BELIC, dr. vet. med. znanstvena novakinja, Veterinarski fakultet Zagreb.
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Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno na Institu-
tu za obuku policijskih pasa i u nekim
privatnim veterinarskim ambulantama
na podrucju Tirane. U proucavanoj
skupini bilo je 72 psa pasmine njemacki
ovcar, od cega 35 muzjaka i 37 Zenki.
Psi su bili starosti od 2 mjeseca do 10
godina. Uzorci krvi prikupljeni su pre-
ma protokolu koji ukljucuje kolicinu
krvi, metodu uzimanja krvi, identifi-
kacijski broj te dob i spol psa od kojeg
je uzeta krv. Svi su psi bili zdravi i ti-
jekom treninga i psihickog ispitivanja
nisu pokazivali nikakva odstupanja od
fizioloskog stanja. Psi isto tako nisu tre-
tirani lijekovima najmanje mjesec dana
prije uzimanja krvi.

Krv je uzimana ujutro prije hranje-
nja pasa, iz cefali¢ne vene (v. cephalica
antebrachii) te centrifugirana 10 minuta
na 3.000 okretaja/min. Uzorci seruma

pohranjeni su pri temperaturi od 4 °C
i obradeni unutar 48 sati.

Analizirani biokemijski parametri
ukljucivali su uvid u biokemijski profil
bubrega (urea, kreatinin), jetre (ukupni
proteini, AST, ALT) i gusterace (glu-
koza).

Koncentracija ukupnih proteina u
serumu odredena je refraktometrom,
dok su koncentracije glukoze, ureje,
kreatinina te aktivnosti AST i ALT
odredivani biokemijskim analizatorom
VETTEST 8008 i komercijalnim kitovi-
ma (IDEXX Laboratories).

Dobiveni podatci su statisticki
obradeni Studentovim t-testom i anal-
izom korelacije. Vrijednosti su izraZzene
kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (mean =+ SD). Statisticki
znacajne uzete su u obzir vrijednosti
gdje je P<0,05, P<0,01 i P<0,001.

Tablica 1. Biokemijske vrijednosti (srednja vrijednost £SD) u serumu njemackog ovéara. Raspodjela

pasa prema spolu

.

Ukupni proteini g/dl
2 Glukoza mg/dl
3 Urea mg/dl
4 Kreatinin mg/dl
5 ALT U/t
6 AST U/t

Muzjaci Zenke
n=235 n=37
6,43£0,62* 6,89+0,52*
54-175 58-38,1
78,67+10,91 79,38+9,68
63,2-101,3 64,6 - 100,5
18,98+5,01* 15,11+4,42*
7.4 -268 7,2 -227
1,1£0,25 1,09+0,35
0,6-1,6 0,6-1,6
34,04+12,96 34,8+10,78

17 - 66 16,7 - 61,2
26,83+9,29 26,79+8,4
14,8 - 45,4 14 - 42,1

Statisticki znacajna razlika izmedu muzjaka i Zenki *P<0,05
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Rezultati i rasprava

Utjecaj spola

Utjecaj spola na biokemijski profil
u serumu njemackih ovcara odreden
je analizom 35 uzorka krvi muskih i 37
zenskih Zivotinja.

Vrijednost ureje u serumu bila je
znatno visa (P<0,05) u muZzjaka nego
u zenki, dok je koncentracija ukupnih
proteina bila znatno visa (P<0,05) u
zenki.

Od ostalih parametara, koncen-
tracija kreatinina, glukoze, aktivnost
ALT i AST, nije bilo statisticki znat-
nih razlika izmedu muskih i zenskih
zivotinja (tablica 1).

ViSe vrijednosti ureje u muzjaka
nego u zenki njemackih ovcara takoder
su objavili u svom istrazivanju Ariyibi i
sur. (2002.), dok su Kaspar i sur. (1977.)
ustanovili visu razinu ureje u Zenki
nego u muzjaka pasmine bigl.

Koncentracija je ukupnih proteina
u ovom istrazivanju bila veca u zenki
nego u muzjaka. Slicna opazanja opisa-
li su Awah i Nottidge (1998.) te Ariy-
ibi i sur. (2002.) takoder za pasminu
njemacki ovcar.

Spol ima mali ucinak na koncentrac-
iju kreatinina u serumu pasa. Takvi re-
zultati slazu se s onima u Broulet i sur.
(1986.), Matsuzawa i sur., (1993.) i Braun
i sur, (2003.). Spol takoder ima i mali

s ™
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Zenke

Muzjaci

0.00 500 10.00

p

15.00 20.00 25.00

Slika 1. Razlika u vrijednosti ureje, prema spolu

-,
Ukupni proteini |
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| ono 1.00 200 300

400 500 EDD oo

Slika 2. Razlika u ukupnim proteinima, prema spolu
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ucinak na razinu glukoze, medutim tak-
vi nalazi nisu statisticki utemeljeni.

U ovom istrazivanju nije nadena
razlika u aktivnosti enzima ALT i AST
medu spolovima. Za razliku od naseg
istrazivanja Kaspar i Norris (1977.) su
uocili statisticki znatno visu vrijednost
aktivnosti ALT u Zenki biglova. Ariy-
ibi i sur. (2002.) su ustanovili visu ak-
tivnost za oba enzima u Zenki nego u
muZjaka njemackog ovcara, ali te raz-
like nisu bile statisticki znacajne.

Utjecaj dobi

Psi su prema dobi podijeljeni u Cetiri
skupine (1. skupina, psi starosti 2-6
mjeseci; 2. skupina, 1-2 godine; 3. sku-
pina, 2-7 godina i 4. skupina, psi stariji
od 7 godina).

Tablica 2. sadrzi biokemijske para-

metre u serumu u sve Cetiri dobne sku-
pine. Mladi psi, u prvoj skupini imaju
nizu koncentraciju ukupnih proteina,
glukoze i kreatinina u usporedbi s os-
talim skupinama. U starih pasa uocen
je visi stupanj aktivnosti enzima i kon-
centracija glukoze, ali niza koncen-
tracija kreatinina nego u odraslih, zre-
lih pasa.

Zabiljezene su promjene prosjecne
vrijednosti ukupnih proteina s obzirom
na dob. Te su vrijednosti bile nize (P
< 0,05) u stenadi nego u dvije skupine
odraslih pasa. Vajdovich i sur. (1997.)
su u svome istrazivanju takoder obja-
vili niZe vrijednosti ukupnih proteina
u Stenadi. Mundim i sur. (2007.) su za-
pazili utjecaj dobi na ovaj parametar u
mladih dobermana, narocito u Stenadi
od 6 mjeseci. Slicna zapazanja iznijeli

Tablica 2. Biokemijske vrijednosti (srednja vrijednost +SD) u serumu njemackih ov¢ara. Rasodjela pasa
prema dobi

= 7 god
n=16

Ukupni proteini 6,31%0,69

- i

6,85+0,61**

6,74%0,51* 6,67+0,62*

(g/dU) 5.4 8,1 58-78 58-75 57-7.9
SR  71,51:7,16  76,89+9,04  82,32£10,98**  82,76:8,95"
9 63.2 - 83.4 66 - 95,2 66 -101,3 69.4 - 1005
Ureia (ma/dll 16,3145,27  17,22+5,04 17,43+4,3 16,67+6,32
jaimg 93-245 74 - 24 10,2 - 24.8 7.2-268
kreatinin (ma/dl IRAE AT LA REFT i 0,99+0,27
9 06-13 0.7-146 07-16 0.6-15
AT 26,22+48,33  33,29:8,63  35,15+11,91  41,68+13,11**
17.0- 485 167 - 482 18,4 - 55,8 22.9 - 66
ST 21,36£6,37  26,72+8,24 26,648,8 31,99+8,78**
14,8 - 40,2 14 - 42 14,7 - 43,2 17.9 - 45,4

Statisticki znacajna razlika izmedu prve i ostalih skupina *P<0,05, **P<0,01
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su Kaspar i Norris (1977.) te Lowseth i
sur. (1990.) u biglova.

Bududi da su neki metaboliti pro-
teina zastupljeni u nizim koncentracija-
ma u Stenadi (skupina 1) nije neobi¢no
da je i koncentracija ukupnih proteina
takoder niza (Swanson i sur., 2004.).

Kreatinin je bio nizi (P<0,05) u
Stenadi (skupina 1) nego u ostale dvije
skupine odraslih pasa (skupina 2 i 3),
dok je u starih pasa (skupina 4) uoceno
smanjenje koncentracije kreatinina cije
su vrijednosti sli¢ne onima u prvoj sku-
pini.

Prema Wolford i sur. (1988.), Nap
i sur. (1991.), Kraft i sur. (1996.), Kuhl
i sur. (2000.) i Braun (2003.), koncen-
tracija kreatinina u serumu pada ti-
jekom prvih dana Zivota, zatim se ne
mijenja dva mjeseca, a nakon toga raste
do starosti od godinu dana.

Ostali autori Fukuda i sur. (1989.),
Lowseth i sur. (1990.) izvijestili su da
se koncentracija kreatinina ne mijenja
u odraslih pasa pasmine bigl (2. i 3.
skupina), a nakon 8-10 godna starosti
(skupina 4) vrijednosti kreatinina se
smanjuju, dok se tjelesna masa ne mi-
jenja. Vajdovich i sur. (1997.), nisu za-
pazili promjene u koncentraciji ovog
parametra u pasa mladih od godinu
dana i starijih od 9 godina.

U stenadi je kreatinin, normalan
metabolicki produkt misica, cesto u
nizim koncentracijama zbog njihove
manje misi¢ne mase (Wassner i sur.,
1977.).

Smanjenje u koncentraciji kreta-
tinina u starih pasa moZe biti zbog
nedostatka fizicke aktivnosti i smanje-
nja misi¢ne mase Fukuda i sur. (1989.) i
Hayek (1998.).

Aktivnosti ALT i AST bile su po-
viSene u najstarijoj skupini pasa, ali to
poviSenje bilo je statisticki znacajno
(P<0,05) samo pri usporedbi s prvom
(najmladom) dobnom skupinom pasa.
Iako stari psi ne ocituju klinicke znak-
ove oboljenja jetre, opcenito, povisene
aktivnosti ovih enzima ukazuju na
poremecenu metabolicku aktivnost je-
tre (Fraseri sur., 1991., Swanson i sur.,
2004.).

Nize aktivnosti ALT i AST (P<0,05)
dobivene su u prvoj, odnosno najmladoj
skupini pasa. Slicne rezultate dobili su
Kuhl i sur. (2000.) u Stenadi njemackog
ovcara te Harper i sur. (2003.) u Stenadi
labradora i biglova. Kraft i sur. (1996.)
su opisali utjecaj dobi na AST, ali ne i
za ALT.

Kaspar i Norris (1977.) su opisali
pad aktivnosti AST-a tijekom rasta, za
razliku od aktvnosti ALT-a koja se u
biglova povecava s rastom i sazrijevan-
jem.

Analiza rezultata ukazuje da je u
Stenadi koncentracija glukoze u krvi
niza nego u starih pasa. Klinicki, hipo-
glikemija je Cest problem u Stenadi.
Objasnjenje za visoke vrijednosti glu-
koze u starih pasa je u nedostatku
fizicke aktivnosti i sklonosti debljanju.
Psi se na Institutu za obuku policijskih
pasa kastriraju do 7-8 godina Zivota pa
su stoga i pod vedim rizikom od de-
bljanja.

Kaspar i Norris (1977.) i Lowseth
i sur. (1990.) su uocili pad vrijednosti
glukoze u krvi biglova starih 12 godina,
dok je u nasem istraZivanju rezultat bio
potpuno drugaciji.
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Slika 3. Razlika izmedu ukupnih proteina i ureje, prema dobi
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Slika 4. Razlika aktivnosti ALT & AST, prema dobi

Zakljucak

U ovom istrazivanju ustanovljeno je
daspol ima mali utjecajna neke biokem-
ijske parametre u serumu njemackih
ovcara. Te bi promjene trebalo uzeti u
obzir narocito u slucajevima kada su
vrijednosti mjerenih parametara blizu
referentnih granica. Dob ima znacajan
utjecaj na vecinu biokemijskih parame-
tara u krvi. Tijekom rasta, pod utjeca-
jem genetskih ¢imbenika i okolisa, u
tijelu Zivotinje se ne dogadaju samo
strukturne i funkcionalne promjene,
vecibiokemijske. Te su promjene ocitije
tijekom prve godine zivota. U nekim
se slucajevima vrijednosti u Stenadi
razlikuju od onih u odraslih pasa Sto

povecava potrebu za odredivanjem
referentnih vrijednosti s obzirom na
dob Zzivotinje, u svrhu kvalitetne inter-
pretacije klinickih nalaza.

Sazetak

Istrazen je ucinak spola i dobi na
neke biokemijske parametre u serumu
Klini¢ki zdravih pasa. Uzorci krvi pri-
kupljeni su od 72 psa pasmine njemacki
ov¢ar, razlicite dobi i spola. Izmjereni
su parametri: ureja, kreatinin, glukoza,
ukupni proteini, alanin aminotransfer-
aza (ALT) i aspartat aminotransferaza
(AST).

Usporedbom rezultata mjerenja
izmedu muZzjaka i Zenki uocena je
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statisticki znatno visSa vrijednost ureje
u muskih, dok je vrijednost ukupnih
proteina bila visa u zenskih zivotinja
(P<0,05).

S obzirom na dob Zivotinja, nadene
su statisticki znatne razlike izmedu
nekoliko mjerenih parametara. U naj-
mladoj skupini pasa, starosti 2-6 mjese-
ci, koncentracija kreatinina i ukupnih
proteina bila je statisticki znatno niza
(P<0,05) nego u ostalim dobnim sku-
pinama. Smatramo da su takve izra-
zite promjene najocitije tijekom prve
godine zivota, zbog rasta i sazrijevanja
Stenadi. U skupini pasa starosti 8-10 go-
dina koncentracija glukoze i aktivnost
ALT bile su vise (P<0,05) nego u osta-
lih skupina. Nije bilo razlike u koncen-
traciji ureje medu dobim skupinama.
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The effect of sex and age on serum biochemical param-
eters in German Shepherd dog

Elenica DIMCO, DVM, Ph.D., Assistant Professor, Luigj TURMALA], DVM,
Ph.D., Assistant Professor, Jetmira ABESHI, DVM, Ph.D., Assistant, Erinda LIKA,
DVM, Ph.D., Assistant Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Agricultural
University in Tirana, Albania; Maja BELIC, DVM, Ph.D., Junior Researcher, Fac-

ulty of Veterinary Medicine, Zagreb

The effect of sex and age on several
serum biochemical parameters in clini-
cally healthy German Shepherd dogs
was examined (at the time of sample col-
lection dogs were from 2 months to 10
years old). Urea (BUN), creatinine (Cr),
glucose (Glu), total protein concentra-
tion (TP), and alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase
(AST) activities were measured.

The comparison of parameters be-
tween sexes indicated that BUN was
significantly higher (P<0.05) in males
than in females, while total protein was
higher in females.

Significant age-related differences
were found in several parameters.
Changes were most evident during the
first year of life, reflecting the growth
and maturation of puppies. Young
dogs (2-6 months old) had significantly
(P<0.05) lower serum concentrations of
creatinine and total proteins. However,
the 8-10 year old group had some dis-
tinct differences from other age-groups:
glucose concentration and ALT activity
were higher (P<0.05). No significant
age-related differences were found in
the serum concentration of BUN.
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Kontaminacija hrane
zearalenonom i utjecaj na

zdravlje ljudi i zivotinja

BoZica Solomun, Nina BilandZi¢ i Mario Mitak

Mitotoksini

Mikotoksini su sekundarni produk-
ti metabolizma nekih vrsta plijesni koji
zbog kontaminacije hrane predstavljaju
vrlo ozbiljan problem za zdravlje ljudi
i Zivotinja. Unos mikotoksina moZe
prouzrociti brojne toksi¢ne odgovore
od akutne toksi¢nosti (plu¢ne mikotok-
sikoze, organski sindrom prasSine,
toksicni sindrom plijesni) do cesce,
kroni¢nih  zdravstvenih  problema,
ukljucujudi imunosupresiju (smanjenu
aktivnost  T-limfocita, B-limfocita,
,natural killing” stanica, poremecaj
funkcije makrofaga i smanjenu sintezu
imunoglobulina) ili cak karcenogen-
ezu (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003.).
Suvremena su istraZivanja pokazala da
mikotoksini mogu imati genotoksi¢no,
nefrotoksic¢no, citotoksi¢no, estrogeno i
teratogeno djelovanje (Peraica i Domi-
jan, 2001., Stec i sur., 2009.) te su odbi-
janje hrane, reproduktivni poremecaji
i imunosupresija najces¢e posljedice

unosa mikotoksina (Pepeljnjak i sur.,
2008.).

Mikotoksini u organizam Zzivotinja
i Covjeka najcesce ulaze putem hrane,
ali u nekim slucajevima moze do¢i do
njihova udisanja, prolaska kroz koZzu
ili parenteralne izloZenosti pri konzu-
miranju opojnih droga. Mikotoksini su
obic¢no spojevi male molekulske mase i
uglavnom nemaju osobinu antigena te
se u organizmu Zivotinje ili ¢ovjeka ne
stvaraju za njih specificna protutijela.
Izrazito su stabilni spojevi i mogu se
akumulirati u razli¢itim tkivima i or-
ganima zivotinja hranjenih stocnom
hranom kontaminiranom mikotoksini-
ma te su tako stalna prijetnja ljudskom
zdravlju zbog konzumacije namirnica
zivotinjskog podrijetla (Nagli¢ i sur,
2005.).

Izvori mikotoksina mogu biti pos-
redni i neposredni. Kod zrnja Zitarica
ili kod uljarica, kao posrednih izvora,

Bozica SOLOMUN, dipl. inz. preh. tehnol., dr. sc. Nina BILANDZIC, dipl. inz. biotehnol., visa znanstvena
suradnica; dr. sc. Mario MITAK, dr. vet. med., visi znanstveni suradnik, Hrvatski veterinarski institut,
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mikotoksini u gotovim proizvodima
ostaju i nakon unistavanja plijesni na
sirovini. Neposredan izvor nastaje
naknadnom kontaminacijom hrane
toksiénim plijesnima. Svaka hrana
moze biti pogodan supstrat za rast
plijesni u odredenom stupnju proizvod-
nje, prerade, transporta ili skladiStenja
(Srebocan, 1993.). Zitarice su iznimno
pogodan supstrat za rast plijesni, a
time i tvorbu mikotoksina. Najcesce
su to kukuruz, a potom Zitarice malog
zrna (pSenica, sijerak, zob, raz, jeCam,
riza) i uljarice; soja, kikiriki i sjeme
pamuka (Srebocan, 1993., Durakovié¢
i Durakovi¢, 2003.). Zbog Ccinjenice
da su mikotoksini termostabilni i ne
inaktiviraju se uobicajenim postup-
cima prerade i proizvodnje hrane, vrlo
cesto dolazi i do kontaminacije gotovih
proizvoda. Mikotoksinima mogu biti
kontaminirani i proteinski dodatci hra-
ni, enzimi i aditivi te mlijeko, mlijecni
proizvodi, meso i mesni proizvodi
ukoliko je hrana za Zivotinje bila kon-
taminirana plijesnima.

Plijesni koje najceS¢e rastu na
uskladiStenim namirnicama su Penicil-
lium, Aspergillus i Mucor, dok vrste iz
rodova Alternaria, Helminthosporium,
Fusarium, Rhizopus, Cladosporium i

Chaetomium onecis¢uju usjeve tijekom
vegetacije u polju (Srebocan, 1993.,
Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003.). Danas je
poznato vise od 400 razli¢itih mikotok-
sina od kojih su u hrani najces¢i aflatok-
sini, okratoksin A, fumonizini, trihote-
ceni, zearalenon i patulin. IstraZivanja
provedena u Hrvatskoj u proteklih 30
godina pokazuju da Fusarium i Penicil-
lium vrste podjednako dominiraju u us-
jevima (40-60%), zbog cega su Zitarice
i sto¢na hrana najces¢e kontaminirani
okratoksinom A i zearalenonom (Pe-
peljnjak i sur., 2008.).

Zearalenon

Zearalenon pripada skupini fitoes-
trogena zajedno s izoflavonoidima
(genistein, daidzein, formonetin i
ekvol), flavonoidima (kamferol i kver-
cetin), lignanima (enterolakton, en-
terodiol), kumestanima (kumestrol)
i stilbenima (resveratrol) (Srebocan,
1993.). Fitoestrogeni su komponente
prirodno prisutne u biljkama kojima
je zajednicka karakteristika kemijska
slicnost s prirodnim i sintetickim hor-
monima estrogenima. Prisutni su u
razli¢itim biljnim vrstama poput soje,

Slika 1. Plijesni Fusaruim vrsta
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graha, Spinata, brokule, hmelja, Zitarica
i kupusa.

Zearalenon (F-2 toksin) je metabo-
lit toksogenih plijesni roda Fusarium,
ponajprije F. roseum i nekih izolata F.
moniliforme, F. oxysporium, F. culmorum,
E. tricinctum, F. avanaceum, F. equiseti, F.
graminearum i drugih, a prvotno je izd-
vojen iz kulture Giberella zeae; spolnog
stadija plijesni F. roseumn (Betina, 1989.,
Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003., Nagli¢ i
sur., 2005.).

Najintenzivniji se rast plijesni roda
Fusaruim odvija pri relativnoj vlaznosti
zraka vecoj od 70% i temperaturi 18-
24 °C, pri ¢emu je za aktivaciju enzima
ukljucenih u sintezu toksina potrebna
niZa pocetna temperatura (Durakovi¢
i Durakovié, 2003., éperanda i sur.,
2006.). Optimalna pH vrijednost medija
za rast plijesni i sintezu zearalenona
je 4 do 6,5. Nekim vrstama Fusarium,
primjerice F. graminearum, pogoduju
temperaturne oscilacije izmedu 15 i
30 °C pri ¢emu se povecava sinteza
zearalenona. Na temelju istraZivanja
provedenih u Hrvatskoj u razdoblju od
1977. do 2007. godine, pokazalo se da je
koncentracija zearalenona u zitaricama
znatno visa u vlaZnim godinama,
uslijed temperaturnih oscilacija i za
vrijeme produljenih zima (Pepeljnjak i
sur., 2008.).

Izvori zearalenona

Zearalenon se javlja kao prirodni
kontaminant zrnja kukuruza, psSenice,
je€ma, razi, zobi, rize, soje i sezama, a
najvaznija je njegova prisutnost u ku-
kuruznom zrnu, jer je rasprostranjeno
posvuda po svijetu. Do kontaminacije
dolazina polju, ali se rast plijesni i tvor-
ba toksina nastavlja i tijekom skladiste-
nja, osobito ako je ono neodgovarajuce.

Koncentracija zearalenona u pljesni-
vom kukuruzu najcesce je manja od 5
upg/g i obicno ne prelazi 20 ug/g (Srebo-
¢an, 1993., Nagli¢ i sur., 2005.).

Zearalenon i produkti njegova me-
tabolizma mogu se nadi i u plijesnima
oneciSc¢enoj silazi, kikirikiju, stocnoj
hrani i proizvodima fermentacije kuku-
ruza, ali i u hrani Zivotinjskog podrijela
(mesu, mlijeku i sirevima). U Velikoj
Britaniji zearalenon je utvrden u 3%
mlijeka na trZiStu u koncentracijama
od 1,2 do 5,5 pg/L (Peraica i Domijan,
2001.). Opisani su slucajevi prisutnosti
zearalenona u gotovim proizvodima
kao $to je djedja hrana ili kukuruznim
pahuljicama (Plav$i¢ i Zuntar, 2006.).
Na temelju koncentracije
zearalenona u uzorcima Zita i stocne
hrane s podrudja endemske nefropati-
je u Hrvatskoj tijekom 2007. godine
utvrdena je prisutnost zearalenona u
91,9% uzoraka i to u svim uzorcima

analiza

Slika 2. Kukuruz oneciséen plijesnima Fusarium spp
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Slika 3. Strukturna formula zearalenona (Gilbert,
1984.)

kukuruza, pSenice, je¢ma te zobi i uljne
repice s najvisim vrijednostima u kuku-
ruzu i stocnoj hrani (izmedu 27,21 1182
ug/kg) (Segvi¢ Klarié¢ i sur., 2008.). Zbog
ekonomskih i ekoloskih ogranicenja
u proizvodnji zitarica koja zahtijevaju
minimalnu obradu i smanjenu up-
orabu fungicida, sve je veci broj infek-
cija zitarica Fusarium vrstama i veca je
kontaminacija mikotoksinima pa su u
posljednje vrijeme slucajevi infekcija
zearalenonom c¢es¢i kod ekoloski uzgo-
jenih Zitarica u odnosu na konvencio-
nalne proizvode (Utermark i Karlo-
vsky, 2007.).

Fizikalno-kemijska
svojstva zearalenona

Zearalenon je lakton rezorcilne
kiseline, 6-(10-hidroksi-6-okso-trans-1-
undecil)-p3-rezorciklicka kiselina (Alex-
ander i sur., 2004.). Redukcijski produkt
zearalenona je zearalenol koji se javlja u
dva stereoizomera alfa i beta, od kojih
je a-zearalenol jedini prisutan u prirodi
i Cetiri je puta aktivniji od zearalenona,
dok je [B-zearalenol samo neznatno ak-
tivniji. Zearalenon je bijela kristalna
molekulske formule C,H O

18772275
molekulske mase 318 g/mol i tempera-

tvar

ture topljivosti 165 °C. Netopljiv je u
vodi, ugljicnom disulfidu i uglji¢cnom
tetrakloridu, a topljiv u vodenim alkali-
jama, dietil eteru, benzenu, kloroformu,
metilenkloridu, etilacetatu, acetonitrilu
i alkoholima. Tijekom skladistenja,
mljevenja i prerade je stabilan, a ne
razgraduje se ni pri visokim temper-
aturama (Betina, 1989., Alexander i sur.,
2004.).

Aktivnosti i metabolizam
zearalenona

Nakon uzimanja krmiva konta-
miniranih sa zeralenonom, vecéina
se zearalenona metabolizira i absor-
bira iz gastrointestinalnog trakta te
izlucuje putem zudi (65%), urinom
(21%), fecesom (14%), a u ogranicenim
koli¢inama i mlijekom (Miller, 1987.,
Osweiler, 1996.). U mlijeku krave koja
je hranjena stocnom hranom kon-
taminiranom s 25 pg/g zearalenona
se izlucuje 1,3 pg/mL zearalenona
(Srebocan, 1993.). Resorpcija zeara-
lenona iz probavnog sustava je ne-
znatna (oko 3%). Glavni produkti me-
tabolizma zaralenona su a-zearalenol i
[-zearalenol. Odnos se pretvorbe i om-
jer izmedu ovih steroizomera razlikuje
medu razli¢itim Zivotinjskim vrstama i
moze rezultirati razli¢itom osjetljivosc¢u
vrsta na djelovanje zearalenona. Na-
kon hidroksilacije, proizvodi metabo-
lizma zearalenona, ukljucujudi i samu
roditeljsku molekulu, mogu biti gluku-
ronidirani te se mogu dokazati u urinu i
fecesu u obliku konjugata glukuronida
(Miraglia i sur., 1998., Alexander i sur.,
2004.). U urinu ljudi i svinja zearalenon

E
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je uglavnom prisutan u obliku gluku-
ronidiranih konjugata zearalenona i
a-zearalenola.

Studije provedene na razlicitim
zivotinjskim vrstama (glodavci, svinje)
i na ljudima ukazuju na razlike u bio-
transformaciji zearalenona, pri cemu
se a-zearalenol u organizmu covjeka i
svinja proizvodi u znatno vecoj koncen-
traciji u odnosu na glodavce. Biolosko
je vrijeme raspada ovih supstanci puno
duze kod ljudi nego kod svinja i glo-
davaca (Kuiper-Goodman i sur., 1987.).
Zearalenon se moze prevesti u zeranol
ili a-zearalanol koji se u organizmu
Zivotinja metabolizira u [-zearalanol
(taleranol) ili zearalanon (Miraglia i
sur., 1998.).

Neki se sinteticki derivati zearale-
nona, poput zeranola upotrebljavaju
kao sredstva za kontracepciju ili kao
anabolicka sredstva za poboljSanje rasta
i djelotvornije iskoriStenje stocne hrane
u ovaca, svinja, koza i goveda, prem-
da je njihova uporaba kao promotora
rasta u brojnim drzavama zabranjena
(Betina, 1989., Miraglia i sur., 1998., Ad-
ams i Mosa, 2005.). Zeranol posjeduje
50-60% aktivnosti prirodnog liganda
estrogenih receptora 17(3-estradiola
(Speranda i sur., 2006.).

Mehanizam djelovanja
zearalenona

Brojne in vivo i in vitro studije poka-
zuju dastruktura zearalenonainjegovih
derivata omogucduje njihovo vezanje za
estrogene receptore u citoplazmi stani-
ca spolnih organa, stvarajudi fizioloske
odgovore stanica slicne prirodnom

estrogenu 17(-estradiolu te pritom
inhibirajuci njegovo vezanje za recep-
tore citosola (Mitterbauer i sur., 2003.,
Alexander i sur., 2004.). Dokazano je
da se zearalenon veZe za estrogene re-
ceptore citosola u tkivu maternice, tes-
tisa, jetre i dojki razlicitih zivotinjskih
vrsta, a djeluje i na estrogene receptore
u hipotalamusu i hipofizi (Peraica i
Domijan, 2001.). Osim $§to je prisutan u
ovim ciljnim tkivima estrogena, studi-
je s radio oznacenim zearalenonom
provedene na misevima ukazuju na
prisutnost zearalenona i u adipoznom
tkivu. Afinitet vezanja zearalenona
za estrogene receptore u ciljnim tkivi-
ma i stanicama iznosi 1-10% afiniteta
17p-estradiola, pri ¢emu a-zearalenol
pokazuje veci, a [-zearalenol puno
manji afinitet vezanja od zearalenona
(Alexander i sur., 2004.).

Zearalenon prolazi kroz stanicnu
membranu pasivnim transportom i
vezZe se za estrogene receptore, a za-
tim se u obliku kompleksa premjesta
u jezgru, gdje se veze za elemente od-
govora estrogena. Time izaziva brojne
biokemijske i bioloske ucinke, od kojih
su najvazniji povecanje propusnosti
stanicne membrane i omogucavanje
pritjecanja aminokiselina, glukoze i
uridina, $to je osnova poticanja sinteze
RNA, DNA i proteina (Srebocan, 1993.,
Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995., Osweiler,
1996.). Povecana sinteza proteina i pro-
liferacija stanica rezultira povecdanom
masom organa (anabolicki efekt). Vje-
ruje se da mehanizam djelovanja zeara-
lenona u organizmu nije ogranicen
samo nha estrogene receptore jer je ot-
kriveno kako estrogeni, kao i fitoestro-
geni genistein i kvercetin stimuliraju
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Slika 4. Eritem mamarne regije i otecenje stid-
nice u mladih svinja (Pepeljnjak i sur., 2008.)

ekspresiju gena neovisno o estrogenim
receptorima (Osweiler, 1996.).

Osim blagog estrogenog djelovan-
ja zearalenon inhibira izlucivanje
folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH)
zbog cega potiskuje razvoj folikula
jajnika i inhibira proces ovulacije te
ima luteotropan efekt pa izaziva re-
tenciju zutog tijela, pseudotrudnocu
(lazna trudnoca) i anestriju (Oswei-
ler, 1996., Gaffoor i Trail, 2006.). Osim
toga, uzrokuje degenerativne promjene
u materi¢noj sluznici koje sprjecavaju
nidaciju i ishranu oplodenog jajasca te
razvoj posteljice. Estrogena je aktivnost
zearalenona uocena i kod muskih jedin-
ki, kod kojih smanjuje koncentraciju
testosterona u plazmi i stiSava libido.
U kulturi tkiva muskih gonada zeara-
lenon djeluje citotoksi¢no (Srebocan,
1993.).

Vezanjem za estrogene recep-
tore zearalenon uzrokuje hormonsku
neravnotezu i dovodi do hiperestro-
genizma kod domacih zivotinja, pri
emu su svinje najosjetljivije vrste na
djelovanje zearalenona i najcesce su
izloZzene mikotoksikozi (Nagli¢ i sur.,

2005.). Klinicki se znakovi razlikuju
ovisno o vrsti zivotinje, starosti i re-
produktivnom statusu, a vidljivi su
tek nakon dugotrajne izloZenosti kon-
taminiranom krmivu. Uobicajene kom-
plikacije su funkcionalni poremecaji
reproduktivnog i endokrinog sustava,
a doze zearalenona koje su mnogo vece
od koncentracija koje imaju hormon-
alne utjecaje mogu ovisno o osjetljivo-
sti ispitivane vrste imati genotoksicne
i karcinogene utjecaje (Peraica i Domi-
jan, 2001., Mitterbauer i sur., 2003.).
Zearalenon mikotoksikoza sisavaca
se ocituje oticanjem spolnih organa,
edemom stidnice, maternice i rodnice,
oticanjem mlijecne Zlijezde, grlica i
stijenke maternice, stanicnom prolif-
eracijom zlijezda maternice, kocenjem
spolnih funkcija u hipotalamusu te u
prednjem reznju hipofize i gonadama
kod oba spola sisavaca (Srebocan,
1993.). Pri tezim oblicima otrovanja ja-
vljaju se neplodnost, prolapsus rodnice
i rektuma te paraliza straznjih nogu.
U muzjaka svinja zearalenon smanjuje
koncentraciju testosterona, tezinu testi-
sa i spermiogenezu pa svinje pokazuju
karakteristike feminizacije (atrofiju tes-
tisa i povecanje mamarnih kompleksa)
i smanjeni libido (Miraglia i sur., 1998.,
Pepeljnjak i sur., 2008.). Smatra se da
zearalenon kod goveda ko¢i mejoticki
razvoj oocita (Stec i sur., 2009.).

Visoke koncentracije zearalenona
(50-100 mg/kg) utjecu negativno na
ovulaciju, koncepciju, nidaciju i razvoj
zametka (Pepeljnjak i sur., 2008.). Ist-
odobno djelovanje zearalenona i deok-
sinivalenola pri spontanom trovanju
moze prouzrociti pobacaje i kroz dulje
razdoblje zaustaviti normalni reproduk-
tivni ciklus (Ozegovici Pepeljnjak, 1995.).

E
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Toksicnost zearalenona i
toksikoloske studije

Zearalenon je slabo toksi¢na tvar
Ciji se toksi¢ni ucinak ocituje iskljucivo
hiperestrogenizmom na Sto ukazuju
brojne studije provedene na razli¢itim
zivotinjskim vrstama (glodavci, zecevi,
svinje, majmuni) pa i na ljudima (Kui-
per-Goodman i sur, 1987.). Oralne
LD,, vrijednosti su niske: za Zenke
miSeva vise od 20 000 mg/kg, zenke
Stakora vise od 10 000 mg/kg i za Zenke
zamoraca su vece od 5 000 mg/kg tjele-
sne mase.

Sinteticki zearalenon ima znatno
manju aktivnost od zearalenona izoli-
ranog iz plijjesnima kontaminirane
stocne hrane te je dovoljno 0,1 pg/g
zearalenona u hrani da se pojave zna-
kovi hiperestogenizma, Sto se djelo-
mice pripisuje i ¢injenici da je u prirodi
izrazena interakcija zearalenona i dru-
gih mikotoksina poput sekundarnih
metabolita trihotecena, nivalenola,
deoksinivalenola, 3-acetildeoksinivale-
nola i diacetoksiskirpenola koji djeluju
sinergisticki i povecavaju toksicnost
zearalenona (Miller, 1987., Srebocan,
1993.). lako je toksic¢nost i razina kar-
cenogeneze zearalenona relativno ni-
ska, sinergisticke interakcije s drugim
okolisnim estrogenima mogu dovesti
do utjecaja na sisavce u razinama ni-
skim poput 1,5 do 3 mg/kg tjelesne
mase. Istrazivanja provedena u neko-
liko drzava pokazuju da je zearale-
non u ovim koncentracijama prisutan
u brojnim namirnicama Sirom svijeta
(Gaffoor i Trail, 2006.).

U studiji provedenoj na miSevima,
visoke su koncentracije zearalenona

uzrokovale atrofiju sjemenih vredica i
testisa, citoplazmatsku vakuolizaciju
adrenalsa i roznate metaplazije pros-
tate u muskih te endometrijske hiper-
plazije kod zenskih jedinki. U oba spola
uocena je osteoporoza i mijelofibroza
kostane srzi (Alexander i sur., 2004.).
Zearalenon zbog svoje estrogene ak-
tivnosti povecava apoptozu stanica
testisa vezuci se za estrogene recep-
tore Leydigovih stanica intersticija koje
sudjeluju u sintezi testosterona, ¢ime se
smanjuje izlucivanje testosterona koji
Stite stanice od apoptoze (Bursi¢ i Juric,
2005.).

Eksperimentalna su istrazivanja na
Stakorima pokazala da 5 mg/kg zeara-
lenona djeluje na adrenalni sustav i tes-
tise proporcionalno koli¢ini i vremenu
aplikacije (Ozegovic i Pepeljnjak, 1995.).
U Zenki majmuna koje su dobivale
dozu od 15-75 mg/kg tjelesne mase
zearalenona uocene su hematoloske
promjene, promjene u radu jetre i hor-
monalni utjecaji (Miller, 1987.).

O povezanosti unosa zearalenona i
bolesti ljudske populacije provedeno je
vrlo malo istraZivanja te je mali broj re-
zultata koji bi dali zakljucke o utjecaju
okolisnih estrogena na ljudsko zdravlje.
Medutim, smatra se da zearalenon kao
i kod zZivotinja ima negativne ucinke na
ravnotezu spolnih hormona te postoje
pretpostavke da zearalenon djeluje na
smanjenje plodnosti i razvoj steriliteta
kod Zena (Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995.,
Pepeljnjak i sur., 2008.).

Zearalenon se smatra uzro¢nikom
preuranjenog puberteta djevojcica u
Puerto Ricu od 1978. do 1981. godine
te povecane ucestalosti preuranjenog
razvoja grudi u djece u jugoistocnoj
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Madarskoj gdje je utvrden povecan broj
telarhija i mastopatija. Koncentracije
zearalenona odredene u serumu djece
iznosile su od 18,9 do ¢ak 103,5 ug/mL,
a poviSene koncentracije zearalenona
ustvrdene su i u djecjoj hrani (Peraica i
Domijan, 2001., Alexander i sur., 2004.).
Smatra se da je zearalenon odgovoran i
za pojavu povecanja grudi kod djecaka
u Italiji (Javier i Oliver, 2004.).

Iako nema epidemioloskih studija
koje ukazuju na karcenogenost zeara-
lenona u ljudi smatra se da bi ovaj
mikotoksin mogao imati udjela u raz-
voju raka dojke i grlica maternice u
Zena (Peraica i Domijan, 2001.). Unos se
zitarica koje sadrZe poviSene koncen-
tracije zearalenona i deoksinivalenola
povezuje s povecanim rizikom od raka
jednjaka (Miller, 1987.). U Zena tezine
45 kg koje dnevno konzumiraju 100 g
kukuruznih pahuljica kontaminiranih s
13-20 pg zearalenona/mL, odredena je
koncentracija od 3,1 nM u serumu koja
znatno stimulira proliferaciju stanica
raka dojke (Pepeljnjak i sur., 2008.).

Na temelju individualnih preh-
rambenih izvjestaja FAO procjenjuje
da prosjecni dnevni unos zearalenona
iznosi 0,03 do 0,06 ug/kg tjelesne mase.
Prema podatcima razli¢itih europ-
skih zemalja prosje¢ni dnevni unos
zearalenona krece se od 1 do 420 ng/
kg tjelesne mase. Najznacajniji izvori
kontaminacije su kruh i ostali proiz-
vodi od zitarica. Podatci dobiveni
istrazivanjem ostataka zearalenona u
proizvodima Zzivotinjskog podrijetla
ukazuju da je zbog brzog metabolizma
i izlu¢ivanja zearalenona iz organizma
zivotinje Sirenje zearalenona iz proiz-
voda zivotinjskog podrijetla u ljudsku

prehranu vrlo ograniceno. Zearalenon
se u mesu i ostalim jestivim tkivima
nakuplja u vrlo niskim koncentracija-
ma i udio prijenosa zearalenona u jaja
i mlijeko je vrlo nizak. Tako se moze
zakljuciti da hrana Zzivotinjskog podri-
jetla neznatno doprinosi ukupnoj ljud-
skoj izlozenosti zearalenonu u odnosu
na Zitarice i proizvode od zita (Alexan-
der i sur., 2004.).

Dekontaminacija
zearalenona

Danas se primjenjuju brojni
postupci uklanjanja zearalenona iz
stocne hrane, poput termicke ob-
rade, enzimske degradacije i prim-
jene razlicitih adsorbensa. Termicka se
obrada pokazala ucinkovitom samo
na nekim supstratima, kao na prim-
jer u kukuruzu, u kojem se koncen-
tracija zearalenona smanjuje i do 83%.
Zadovoljavajuce rezultate u adsorpciji
zearalenona daje glukomanan (77%)
koji ujedno ne uklanja vrijedne sastojke
poput vitamina i mineralnih tvari, kao
Sto je to slucaj kod aktivnog ugljena.
Dobra adsorpcijska sposobnost alumi-
nosilikata za zearalenon dokazana je in
vitro (Speranda i sur., 2006.). U degra-
daciji zearalenona uspjesnima su se po-
kazali ozon (100%) i vodikov peroksid
(83,9%). Isto tako, postoji i mogucnost
primjene razlicitih mikroorganizama
koji svojim enzimima mogu razgraditi
mikotoksine u manje toksicne produk-
te. Zadovoljavajuci rezultati dobiveni
su primjenom plijesni iz roda Gliocla-
dium roseum iz kojeg je kloniran gen
Zea laktonaza, a omogucuje uklanjanje

E
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80-90% zearalenona (Pepeljnjak i sur.,
2008.). Nedavno je otkriveno da vrsta
kvasca Trichosporon mycotoxinivorans
takoder uspjesno razgraduje zearale-
non (Utermark i Karlovsky, 2007.).

Mikotoksikoza prouzrocena zeara-
lenonom ne moZze se uspjesno lijeciti i
nema univerzalnog postupka koji bi
uklonio veéinu zearalenona i ostalih
mikotoksina iz krmiva, a da pritom ne
utjeCe na nutritivnu vrijednost hrane.
Najvaznije mjere za suzbijanje kontami-
nacije mikotoksinima su sprjecavanje
oneciS¢enja namirnica toksikogenim
plijesnima i stvaranje uvjeta pri kojima
plijesni ne sintetiziraju toksine (Nagli¢
i sur., 2005.).

Odredivanje ostataka
zearalenona u prehram-
benim proizvodima

VisegodiSnja istraZivanja u Hrvats-
koj pokazuju da zearalenon prosjecno
kontaminira 20-30% uzoraka Zitarica
te je sustavna kontrola mikotoksina u
hrani i stocnoj hrani neophodna kako bi
se izbjegli negativni ucinci na zdravlje
kao i ekonomski gubitci u poljoprivred-
noj i stocarskoj proizvodnji. Najvece
dopustene koncentracije zearalenona
u proizvodima namijenjenim hranidbi
Zivotinja regulirane su Pravilnikom o
nepozeljnim i zabranjenim tvarima u

Tablica 1. Najvece dopustene kolicine zearalenona prema Pravilniku o najve¢im dopustenim koli¢inama

odredenih kontaminanata u hrani (NN 154/2008.).

Najvece dopustene

nepreradene Zitarice osim kukuruza 100

nepreradeni kukuruz s iznimkom nepreradenog kukuruza

A . : 350
namijenjenog preradi mokrom meljavom
Zitarice namijenjene neposrednoj ljudskoj prehrani, Zitno
brasno, mekinje i klice stavljene na trziSte za neposrednu 75
ljudsku prehranu
rafinirano kukuruzno ulje 400
kruh (ukljucujuci male pekarske proizvode), pecivo, keksi,

snack proizvodi od Zitarica i zitarice za dorucak, osim snack 50

proizvoda od kukuruza i Zitarica za dorucak na bazi kukuruza
kukuruz namijenjen neposrednoj ljudskoj prehrani, snack 100

proizvodi od kukuruza i Zitarice za dorucak na bazi kukuruza
preradena hrana na bazi zitarica (osim preradene hrane na 20

bazi kukuruza) i dje¢ja hrana za dojencad i malu djecu

preradena hrana na bazi kukuruza za dojencad i malu djecu 20

frakcije meljave kukuruza s veli¢inom Cestica > 500 mikrona
i drugi proizvodi meljave kukuruza s velicinom cestica > 500 200

mikrona koji se ne upotrebljavaju za neposrednu
prehranu ljudi

frakcije meljave kukuruza s velic¢inom Cestica = 500 mikrona

i drugi proizvodi meljave kukuruza s velicinom Cestica = 500 300

mikrona koji se ne upotrebljavaju za neposrednu
prehranu ljudi
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hrani za zivotinje (NN 118/07.) te su u do-
punskim smjesama dopustene u rasponu
0,1 do 0,5 mg/kg, u krmivima Zitarica i
proizvoda od Zitarica 2 mg/kg te u nus-
proizvodima kukuruza 3 mg/kg.

U Hrvatskoj se na temelju godisnjeg
plana uzorkovanja provodi sus-
tavna kontrola namirnica biljnog i
zivotinjskog podrijetla na ostatke
zearalenona i ostalih mikotoksina u
ovlastenim laboratorijima za kontrolu
zdravstvene ispravnosti hrane. Najvece
dopustene koli¢ine mikotoksina u hra-
ni i sto¢noj hrani koja se stavlja u prom-
et propisane su Pravilnikom o najve¢im
dopustenim  koli¢inama odredenih
kontaminanata u hrani (NN 154/2008.)
Sto je prikazano u tablici 1.

Odredivanje se prisutnosti zearale-
nona u hrani provodi razli¢itim kvali-
tativnim i kvantitativnim metodama
razli¢ite osjetljivosti. Kvantitativne
metode ukljucuju imunoafinitetnu kro-
matografijuukombinacijistekucinskom
kromatografijom i spektrometrijom
masa ili fluorescentnom spektrometri-
jom. Ostale metode uklju¢uju plinsku
kromatografiju s plamenom ionizaci-
jom ili masenom detekcijom te orijen-
tacijske enzimne-imuno analize (Alex-
ander i sur., 2004.).

Sazetak

Zearalenon je nesteroidni estrogeni
mikotoksin, proizvod metabolizma
nekih vrsta plijesni polja iz roda Fusari-
um, koji se javlja kao prirodni kontami-
nant zrnja kukuruza, pSenice, je¢ma,
soje i brojnih drugih zitarica. Brojne
studije provedene na eksperimental-

nim i domacim Zivotinjama ukazuju na
toksicne utjecaje zearalenona, osobito
prirodnih estrogena zbog sinergickog
djelovanja s drugim okolisnim mikotok-
sinima. Zearalenon se mikotoksikoza
sisavaca ocCituje oticanjem spolnih or-
gana, hipertrofijom grlica i stijenke
maternice, smanjenom efikasnosc¢u
parenja, smanjenim brojem legla i
poremecajima u spolnom ponasanju.
Pri tezim oblicima otrovanja zearale-
non moze uzrokovati neplodnost, a u
slucaju dugorocne izloZenosti niskim
koncentracijama genotoksicne i karce-
nogene ucinke. U posljednje je vrijeme
uclestala primjena zearalenona u kontr-
oli reprodukcije i kao promotora rasta
kod domacih Zivotinja. U Hrvatskoj
se provodi sustavna kontrola namir-
nica biljnog i Zivotinjskog podrijetla
na ostatke zearalenona u ovlaStenim
laboratorijima za kontrolu zdravstvene
ispravnosti hrane sa svrhom zastite
zdravlja potrosaca i sprjecavanja eko-
nomskih gubitaka u poljoprivrednoj i
stocarskoj proizvodniji.
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Zearalenone is a non-steroidal oes-
trogenic mycotoxin that is a product of
metabolism of certain field mould spe-
cies of the genus Fusarium that occur
as a natural contaminate in the grain of
corn, wheat, barley, soy and other cere-
als. Numerous studies on experimental
and domestic animals have shown the
toxic effects of zearalenone, particular-
ly of natural oestrogens due to synergic
effects with other environmental my-
cotoxins. Zearalenone mycotoxicosis
in mammals is expressed in the swell-
ing of sex organs, hypertrophy of the
cervix and wall of the uterus, reduced
mating efficacy, reduced number of lit-

ters and disorders in sexual behaviour.
Severe forms of zearalenone intoxica-
tion may lead to infertility, and at long-
term exposure to low concentrations
it may have genotoxic and carcino-
genic effects. Zearalenone is frequently
used in reproduction control and as a
growth promoter in domestic animals.
In Croatia, systematic controls of food-
stuffs of plant and animal origin on
zaeralenone residues are conducted by
licensed laboratories for the control of
food safety for consumer health protec-
tion and prevention of economic losses
in agricultural and animal production.

Marija Svob: Pasi¢ Djambo
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PREGLEDNI CLANAK

Von Willebrandova bolest u

zivotinja

Josipa Kules, Renata Baric-Rafaj i Vladimir Mrljak

Uvod

Von Willebrandova bolest (von Wil-
lebrand disease - vWD) uzrokovana je
kvalitativnim ili kvantitativnim pro-
mjenama plazmatskog glikoproteina,
von Willebrandovog faktora. To je
najcesci nasljedni poremecaj hemostaze
u pasa, a zabiljeZeni su i slucajevi von
Willebrandove bolesti u macaka, svi-
nja, konja, majmuna i goveda (French
i sur., 1987., Brooks i sur., 1992., John-
stone, 1997., Andre i sur., 1998., Roussi
isur, 1998, Lobettii Dippenaar, 2000.,
Riehl i sur., 2000., Stokol, 2000., Venta i
sur., 2000., Denis, 2002., Patterson i sur.,
2002., Callan i sur., 2005., Sabino i sur.,
2006.).

ZgruSavanje krvi ili koagulacija je
proces stvaranja krvnog ugruska ko-
jim se zaustavlja krvarenje. Odmah
nakon ozljede krvne Zzile, trombociti
tvore trombocitni ¢ep — to je proces
primarne hemostaze. Sekundarna se
hemostaza dogada kada proteini krvne
plazme, faktori koagulacije, u nizu kas-

kadnih reakcija omogucuju nastajanje
stabilnog fibrinskog ugruska. Fibrino-
liza ugruska, kao posljedica aktivacije
fibrinolitickog  sustava predstavlja
zavrsnu, tercijarnu fazu hemostaze.

Trombociti, kao sastavne kompo-
nente sustava hemostaze, osiguravaju
integritet vaskularnog sustava svo-
jom sposobnos¢u da brzo reagiraju na
promjene u toku krvi ili na lezije vasku-
larnog endotela. Zbog toga sadrZe niz
aktivnih tvari koje im omogucuju ko-
munikaciju s ostalim stani¢nim kompo-
nentama krvi, a posebno s proteinima
koagulacijskog sustava. Interakcija
trombocita i von Willebrandovog fak-
tora je kljucna u inicijaciji hemostatskog
ili trombotickog procesa (Schmugge i
sur., 2003.).

Von Willebrandov faktor je najveci
protein krvne plazme. Cirkulira u krvi
u obliku multimera, koji se sastoje od
ponavljaju¢ih podjedinica povezanih
disulfidnim vezama, veli¢ine od 500 do
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20 000 kDa. Svaka podjedinica sadrzi
vezna mjesta za trombocitne glikopro-
teinske receptore (GPIb-IX, GPIIb-IIla)
i komponente subendotelnog matrik-
sa (kolagen) (Furlan, 1996.). Multi-
merna struktura je vazna jer su multi-
meri najvece molekulske mase, zbog
svoje veli¢ine i broja veznih mjesta
najucinkovitiji i najvazniji u hemostazi.

Struktura i funkcija vVWF

Von Willebrandov se faktor sin-
tetizira u megakariocitima i endotelnim
stanicama, gdje se pohranjuje u Weibel-
Paladijevim tjeleScima. Prilikom dife-
rencijacije megakariocita u trombocite,
prisutan je u a-granulama trombocita

odakle se, nakon aktivacije trombocita
otpusta kao zreli vWF i vWF propep-
tid. Posttranslacijske modifikacije vVWF
ukljucuju  glikozilaciju, sulfataciju,
multimerizaciju i cijepanje propeptida
(Mohlkeisur., 1999.). U plazmi, veli¢ina
multimera regulirana je specificnom
metaloproteazom (Furlan i sur., 1996.).

Interakcija vWF s trombocitima
je nuzna fizioloski u hemostazi i
patoloski u trombozi. Povrsinski mem-
branski glikoproteini (GP) su kljucni
za normalnu adheziju za subendotelni
matriks i medusobne interakcije trom-
bocita. Dva glavna GP, GP Ib-IX-V i
GP IIb-Illa, su ukljucena u interakcije
trombocita i vWF i imaju glavnu ulogu
u inicijaciji adhezije i agregacije trom-
bocita (Totonchi i sur., 2008.). Vezanje

AGREGACIUA
TROMBOCITA
ADHEZIJA
TROMBOCITA \\WF '
endotel
\

—~——————

GP lIb-llla

GP Ib-IX-V

endotel

Slika 1. Agregacija i adhezija trombocita posredovana von Willebrandovim faktorom
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vWF za ove receptore nije bitno samo
za adheziju trombocita vec¢ i za prije-
nos aktivacijskih signala potrebnih za
promjene u morfologiji trombocita,
izluc¢ivanje granula i agregaciju trom-
bocita (Yuping i sur., 1997.).

Von Willebrandov faktor je esenci-
jalan u primarnoj hemostazi gdje pri-
marno djeluje kao adhezijska molekula
izmedu trombocita i subendotelnog
matriksa, trombocita i fibrina nastalog
u koagulacijskoj kaskadi te izmedu
pojedinih trombocita u trombocitnom
agregatu. vVWF preko svojih veznih
mjesta za membranske glikoproteine
GP Ib-IX-V i GP IIb-IIla, omogucava
adheziju i agregaciju trombocita na
mjestu ozljede krvne Zzile povezujuci ih
sa strukturama subendotelnog matrik-
sa (slika 1.) (Schmugge i sur., 2003.,
Totonchi i sur., 2008.). Nakon adhezije,
trombociti postaju aktivirani, izlazu
nove receptore i otpustaju sadrzaj
unutarstani¢nih granula sto dovodi
do kemotaksije novih trombocita na
mjestu ozljede. Molekule fibrinogena
tvore most izmedu aktiviranih trom-
bocita vezanjem na kompleks GP Ilb-
IIIa, Sto rezultira stvaranjem fibrinskog
ugruska (Totonchi i sur., 2008.).

U krvi, vWF djeluje kao ,,chaperon”
(klasa proteina koja se veZe na nastajuce
ili nesmotane polipeptide i osigurava
njihovo pravilno smatanje i transport)
za koagulacijski faktor FVIII. Funk-
cija vWF kao stabilizirajuceg proteina
za koagulacijski faktor VIII sprjecava
proteoliticku degradaciju FVIII te
omogucava transport FVIII na mjesto
vaskularne ozljede i potice sekreciju
FVIII (Stokol, 2000.). To je razlog zasto
je VWD cesto pracena deficijencijom

FVIII, stoga je potrebno obratiti pozor-
nost da se u dijagnostici vVWD ne zami-
jeni s hemofilijom.

Ekspresija vWF regulirana je na vise
razina brojnim genetskim i vanjskim
faktorima koji utjecu na kontrolu nje-
gove aktivnosti (Denis, 2002.).

Klasifikacija i klinicka slika
vWD

Poznato je da genetske greske (na-
sljedni faktori) i razlicite bolesti (steCeni
faktori) mogu prouzrociti promjene
aktivnosti von Willebrandova fakto-
ra. Do danas je najbolje istrazena von
Willebrandova bolest u ljudi i Zivotinja,
medutim, novija istrazivanja ukazuju
da postoje i druga stanja koja dovode
do promjena aktivnosti vVWF tijekom
§to prosiruje indikacije za
odredivanje njegove aktivnosti u pla-
zmi. Poznato je da aktivnost von Wil-
lebrandova faktora moze biti snizena
ukoliko pacijent ima von Willebrando-
vu bolest (genetski defekt) te ukoliko
se razvio steCeni deficit faktora, kao
posljedica razlic¢itih bolesti (autoimune,
limfoproliferativne,  hipotiroidizam),
ili kao posljedica uzimanja lijekova
(Brooks, 2000.). Takvo se stanje nazi-
va steceni von Willebrandov sindrom
(AVWS). Patofizioloska osnova AvWS
objasnjava se razli¢itim mehanizmima
koji ukljucuju proteolizu, smanjenu
sintezu, vezanje na tumorske stani-
ce, te stvaranje protutijela na vVWF u
autoimunim bolestima (Lipkind i sur.,
2005.). AvWS karakterizira mukoku-
tano i/ili gastrointestinalno krvarenje i
defekt u aktivnosti vVWF (Mohri, 2006.).

Zivota,
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S druge strane, povecane aktivnosti
vWF izmjerene su kod razlic¢itih upal-
nih procesa i bolesti krvnih Zila u koji-
ma dolazi do o$tecenja endotela (Con-
way i sur., 2002.).

Klinicka slika vWD je razlicita i ovi-
si o faktorima koji uzrokuju smanjenje
koncentracije vWF i ometaju funkciju
vWF i trombocita. Najcesci klinicki zna-
kovi su krvarenja iz mukoznih sluzni-
ca, plavi podljevi na kozi i produzeno
krvarenje nakon operacije ili ranjavanja.
Navedeni znakovi su medutim tipi¢ni
za defekte u sustavu primarne hemo-
staze i klini¢cki se ne mogu diferenci-
rati od poremecaja koje prate disfunk-
ciju trombocita. Medutim, znacajno
je primijetiti da se petehije (tockasta
krvarenja) ne pojavljuju u vWD, iako
su tipican znak poremecaja primarne
hemostaze (Brooks, 2000.). Kod vWD
Cesto se javlja hematurija, epistakse,
melena, uterina ili gingivalna hemo-
ragija te sporo zarascivanje rana (Sto-
kol, 2000.). Sklonost krvarenju u vWD
moze biti potencirana trombocitope-
nijom ili nekim bolestima i lijekovima
koji remete funkciju trombocita. Tako
uremija, hiperproteinemija, anemije i
bolesti jetre uzrokuju disfunkciju trom-
bocita. U tih Zivotinja s vWD klinic¢ki
znakovi krvarenja mogu zakomplicira-

ti tijek bolesti (Brooks, 2000.). vVWD se
nasljeduje kao autosomno dominantna
bolest pa stoga nema spolne predis-
pozicije za bolest.

Von Willebrandova bolest je najbolje
opisana u pasa (tablica 1.). Razlic¢ite se
forme vWD mogu kategorizirati u tri
glavna tipa bolesti: kod tipa I aktivnost
faktora je smanjena, ali se u plazmi
pacijenta mogu naci svi multimerni
oblici vVWE, kod tipa II se u plazmi paci-
jenata mogu ustanoviti samo mali mul-
timeri vVWF (multimeri vece molekul-
ske mase su odsutni), dok je kod tipa
III vWF prisutan u plazmi psa samo
u tragovima, ili je kompletno odsutan
(Johnson i sur., 1988.).

Von Willebrandova bolest je opisa-
na u viSe od 55 pasmina pasa. Pasmine
s poznatom visokom pojavnoséu ove
bolesti su: terijer, jazavcar, doberman,
njemacki ovcar, zlatni retriver, gubicar,
rotvajler i pudl. Pojavnost niske kon-
centracije VWF se razlikuje izmedu
pojedinih pasmina pa tako iznosi 68-
73% u dobermana, 18-28% u ovcara,
te 16-30% u terijera (Kociba, 2008.).
Opcenito, sto je koncentracija vWF
manja, veca je mogucnost krvarenja.
Ispravno postavljena dijagnoza i selek-
tivno krizanje moze smanjiti prevalen-
ciju VWD odredene vrste. Zato je pro-

Tablica 1. Klasifikacija von Willebrandove bolesti u pasa

Tip VWD Znacajke
: Kvantitativno smanjenje VWF Dot_)_erman
Tip | . B . S . . Terijer
Prisutni svi multimeri, ali u smanjenom broju Pudl
Tio || |zostanak visoko-molekularnih multimera vVWF Ptidar
P Kvantitativno smanjenje vVWF
. vWF prisutan samo u tragovima ili kompletno odsutan Terljgr
Tip I L . Retriver
najizrazenija klinicka slika Ovéar
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biranje (screening) za vWD vazan za
uzgajivace pasa zbog preventive ove
bolesti, pogotovo onih pasmina s viso-
kom pojavnoscu (Stokol, 2000.).

Prvi put je vWD dijagnosticirana
u macaka 1987. godine (9-godisnji hi-
malajski macak) zbog produzenog
oralnog krvarenja nakon rutinskog
stomatoloskog zahvata, a kasnije je
otkrivena i u drugih pasmina macaka
(French i sur., 1987.).

vWD je takoder zabiljeZena i u
konja tijekom krvarenja iz mukoznih
sluznica i nakon ozljeda. Kvantitativna
i kvalitativna odredivanja pokazala su
nedostatak visoko-molekularnih multi-
mera VWE, §to je karakteristicno za tip
2 vWD (Brooks i sur., 1991.).

Tezak tip 3 vWD je dijagnosticiran
kod rhesus majmuna, koji je imao obil-
na krvarenja iz manjih rana. Analiza
uzorka plazme nije mogla detektirati
vWFEF, aktivnost FVIII je bila smanje-
na, a APTT produzeno. lako je vWD
najcesca nasljedna bolest hemostaze u
ljudi i pasa, ovo je prvi zabiljezeni ova-
kav slucaj u primata osim covjeka (Pat-
terson i sur., 2002.).

Slucaj von Willebrandove bolesti
opisan je i u desetomjesecne krave si-
mentalske pasmine, nakon brojnih
epistaksa i hematoma. Krava je imala
promijenjenu  multimernu  strukturu
vWEF i nisku vWF aktivnost (Sullivan i
sur., 1994.).

Von Willebrandova bolest je takoder
poznata i ucestala u svinja. Svinje s
vWD imaju produzeno vrijeme krva-
renja (>30 minuta) u odnosu na zdrave
svinje (<5 minuta) (Johnstone, 1997,
Andre i sur., 1998., Roussi i sur., 1998.).

Dijagnostika vWD

Pravilno postavljena dijagnoza i
Kklasifikacija von Willebrandove bolesti
od izuzetne je vaznosti jer bioloska ak-
tivnost von Willebrandovog faktora
odreduje kako rizik od krvarenja, tako
i posljedicni tijek lijeCenja. Rutinski ko-
agulacijski testovi (broj trombocita, PT
i APTT) su u Zivotinja s vVWD u okviru
referentnih vrijednosti. Postoji nekoliko
dijagnostickih testova za vWD:
¢ kvantitativni testovi temeljeni na

imunoloskim metodama
e kvalitativni testovi temeljeni na

sposobnosti vVWF da sudjeluje u

agregaciji trombocita kao odgovor

na specifi¢nog agonista in vitro
* genetski testovi.

Kvalitativna i kvantitativha mjere-
nja VWF i FVIII predstavljaju najinfor-
mativnije testove u dijagnostici vWD. U
veterinarskoj medicini vIWD se obi¢no
dijagnosticira mjerenjem plazmatskog
vWEF (vVWEF:Ag) pomocu anti-vWF anti-
tijela. Za mjerenje vWF:Ag koristila se
metoda ,rocket” imunoelektroforeze
po Laurellu, no danas ovu metodu sve
viSe zamjenjuje ELISA (enzime-linked
immunosorbent assay) (Stokol, 2000.).

Pomocu rezultata mjerenja kon-
centracija vVWF:Ag ELISA metodom,
mozemo Klasificirati pse u skupine s
niskom (<20%), srednjom (20 to 65%)
ili visokom (>65%) koncentracijom
vWF:Ag, u odnosu na rezultate anal-
ize skupne (pool) plazme (Riehl i sur.,
2000.). Prema autorima Mischke i
Nolte, referentni raspon za aktivnost
vWF za pse je 70-180%, granicne vrijed-
nosti su 50-69%, a vrijednosti ispod 49%
se smatraju niskim (Mischke i Nolte,
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1999.). Vrijednost se vWF:Ag takoder
odredivala u skupnim uzorcima (poo-
lovima) madjih, konjskih, govedih,
kozjih i svinjskih uzoraka plazme i vri-
jednosti su u usporedbi s pse¢im poo-
lom bile, redom, 153,5%, 78,9%, 56,3%,
108,8% i 132,2% (Johnstone, 1997.).

Produzeno vrijeme krvarenja bu-
kalne mukoze (BMBT) je specifi¢no
za defekte u primarnoj hemostazi i
zivotinje s vVWD imaju produzena vre-
mena krvarenja. To je jednostavan test
koji mjeri funkcionalnu sposobnost
trombocita da ,zaepe” malu ranu i
evaluira ocuvanost interakcije trom-
bocita s endotelom. Vrijeme krvarenja
se mjeri nakon standardiziranog reza
mukozne sluznice. Referentni raspon je
2 do 4 minute, kod blagog do umjereno
ozbiljnog tipa 1 vWD vrijeme krvare-
nja je 5 do 10 minuta, a kod ozbiljnijih
oblika vWD, BMBT iznosi vise od 12
minuta (Brooks, 2000.).

Metode s kofaktorima su polukvan-
titativni  funkcionalni testovi vWEF-
ovisne agregacije trombocita, u kojima
se usporeduje agregacija normalnih
trombocita s agregiraju¢im sredstvom
(npr. ristocetin) i plazma pacijenta ili
razrjedenja kontrolne plazme kao iz-
vor vWF. Test agregacije s ristocetinom
(VWE:RCo) se koristi za odredivanje
funkcionalne aktivnosti vWF. Temelji
se na sposobnosti antibiotika ristoceti-
na da se veze na vVWF i prevede ga u ak-
tivan oblik koji omogucava agregaciju
trombocita. Vrijednosti za vWEF:RCo
i vWF su slicne kod tipa 1 vWD, ali
se mogu razlikovati kod tipa 2 kada
koncentracija antigena vVWF:Ag moze
biti normalna, ali je njegova aktivnost
smanjena (VWFRCo:vWFAg >0,7) (To-
tonchi i sur., 2008.).

Test s kolagenom mjeri aktivnost
vWF na temelju vezanja za kolagen.
Koristan je za diferencijaciju tipa 11 2,
te korelira s vVWF:RCo u tipu 1 (Strong,
2006.).

Posljednja su istrazivanja pokazala
da je kvantitativno odredivanje vWF
propeptida u plazmi (vVWE:Agll) kori-
sno za evaluaciju vWF sinteze. Nor-
malneili poviSene vrijednosti vVWEF:Agll
su indikativne za ubrzano uklanjanje
vWF iz plazme (Mohri, 2006.).

Vrijednosti FVIII:C (koagulacijska
aktivnost FVIII) su znatno smanjene (1
do 5%) u tipu 3 vVWD, a mogu biti um-
jereno smanjene u tipovima 11 2.

Multimerna se analiza vVWF odre-
duje imunoelektroforezom proteina.
Multimeri vWF se dijele na multimere
velike, srednje i male molekularne
mase. Multimerna analiza je potrebna
za diferencijaciju tipa 1 od tipa 2 na
temelju prisustva ili nedostatka viso-
ko-molekularnih oblika multimera
(Brooks, 2000.). Rezultati ispitivanja
normalne skupne plazme pasa, konja,
goveda, koza i svinja, pomocu antise-
ruma na ljudski vWF ukazuju na dobru
kriznu reaktivnost izmedu skupnih
(pool) plazmi zivotinja i protutijela na
humani vWF, a rezultati multimerne
analize su pokazali znatne slicnosti
medu svim vrstama. To dokazuje
slicnosti medu vrstama u multimer-
noj strukturi vWF i njegovoj elektro-
foretskoj pokretljivosti  (Johnstone,
1997.).

S napretkom molekularne dijagnos-
tike, otkrivene su mutacije u genu za
vWF kod razlicitih vrsta pasa. Tako u
pasa s tipom 1 vWD postoji sli¢an de-
fekt u intronu gena. Kod skotskog teri-
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Sllka 2. Osnovni dljagnostlckl algoritam za von Willebrandovu bolest

jera, delecija jedne baze uzrokuje po-
mak okvira ¢itanja i novi stop kodon,
$to rezultira nastankom promijenjenog
proteina i teSkim tipom 3 vWD (Venta
i sur., 2000.).

Tijekom jedne studije od 1985. do
1988., mjerena je koncentracija vVWF:Ag
kao biljeg pojavnosti vWD kod dober-
mana, Skotskog terijera i njemackog
ovcara. Postoje znatne razlike u poja-
vnosti izmedu vrsta. Tako su abnor-
malne koncentracije vWF:Ag (manje
od 50%) pronadene u 73% dobermana,
30% terijera i 28% ovcara (Brooks i sur.,
1992.).

Lijecenje vWD

Za lijeCenje von Willebrandove
bolesti vazno je tocno odrediti tip i
tezinu bolesti. Cilj terapije je uspostava
normalne adhezije trombocita i regu-

lacija smanjene aktivnosti FVIIL, uko-
liko je prisutna. Lijecenje je palijativno
s ciljem kratkorocne prevencije (preo-
perativno) ili kontrolom krvarenja.
Dvije osnovne mogucnosti za terapi-
ju su transfuzija krvnim pripravcima
i aplikacija dezmopresina (DDAVP).
Antifibrinoliticki agensi se mogu kori-
stiti kao dodatak standardnoj terapiji ili
sami (Ching i sur., 1994., Roussi i sur.,
1998., Denis i Wagner, 1999., Brooks,
2000., Stokol, 2000., Olsen i sur., 2003.,
Callan i sur., 2005.).

Najucinkovitije rjeSenje je transfuzi-
ja s visokim dozama krvnih produkata
da bi doslo do brzog porasta vVWF i us-
postave normalne adhezije trombocita
odnosno hemostaze. Transfuzija u cilju
osiguravanja dovoljnih koli¢ina vWEF
predstavlja osnovu hitne terapije i pro-
filakse vWD. Krioprecipitat plazme je
najsigurniji i najucinkovitiji produkt za
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brzo postizanje terapeutske doze vWF.
Krioprecipitat se pripravlja iz svjeze
smrznute plazme i sadrzi velike koli¢ine
aktivnog vWE. Svjeza plazma je takoder
prihvatljiva alternativa ukoliko je krio-
precipitat nedostupan. Uporaba kom-
ponenata plazme ima prednost pred
transfuzijom, jer se sprjecava senzibili-
zacija na antigene eritrocita, otklanja po-
treba za traZzenjem kompatibilnog dono-
ra i minimalizira rizik od preopterecenja
volumenom (Stokol i Parry, 1998.).
Dezmopresin (1-deamino-8-D-argi-
nin vazopresin) je sinteticki analog va-
zopresina koji povecava razinu FVIII i
vWE. DDAVP je najucinkovitiji u tipu
1 vWD, dok je u ostalim tipovima ra-
zlicit terapijski ucinak (Totonchi i sur,,
2008.). Isto tako se uspjesno koristi kao
preoperativna profilaksa u pasa. Meha-
nizam djelovanja dezmopresina sastoji
se u otpustanju vWF i FVIII iz Weibel-
Paladijevih tjeleSaca vezanjem dezmo-
presina na V2 receptore na povrsini
endotelnih stanica. Terapija DDAVP-
om u pasa rezultira brzim porastom
vrijednosti cirkuliraju¢ih vVWF i FVIIL
Brzina odgovora i pojava visoko-mole-
kularnih multimera vWF je u skladu s
njihovim otpustanjem iz Weibel-Paladi-
jevih tjelesaca (Olsen i sur., 2003.).
Najnovija istraZivanja ukazuju na
ulogu interleukina-11 u lijeCenju VWD
(Olsen i sur., 2003.). Interleukin-11 je
glikoprotein (GP130), citokin koji ima
hematopoetsko i protuupalno djelova-
nje. Kada su psi lijeceni s IL-11, porast
vWE i FVIII te njihove aktivnosti bio
je postupan i progresivan, a vrhunac
dostize nakon nekoliko dana terapije s
IL-11, u vrijeme kada dolazi do sinteze
vWF mRNA. Vazno je naglasiti da IL-11

ne uzrokuje promjene u distribuciji vVWF
multimera. IL-11 inducira postepeni i
sustavni porast vrijednosti vWEF i FVIII,
dok DDAVP inducira brzi i nestabilni
porast vrijednosti (Olsen i sur., 2003.).

Klinicka slika i laboratorijski testo-
vi AvWS su sli¢ni kao i kod nasljedne
vWD. Terapija je primarno usmjerena
na lijecenje postojece bolesti. Psi se sa
ste¢enim von Willebrandovim sindro-
mom uzrokovanim hipotiroidizmom
lijece davanjem tiroidnog hormona
(tiroksina) do kraja zivota. Ovakvo se
lijecenje Cesto prepisuje i za nasljednu
vWD, ali nije uvijek uspjesno. Hipotiro-
idni psi takoder cesto imaju nizak broj
trombocita (Denis i Wagner, 1999.).

Tijekom terapije potrebno je kon-
trolirati laboratorijske odrednice: broj
trombocita, hematokrit, osnovne koa-
gulacijske pretrage te BMBT. Stabiliza-
cija hematokrita i prestanak aktivnog
krvarenja znakovi su postignutih do-
statnih vrijednosti vVWF.

Udinci infuzije humanog rekombi-
nantnog von Willebrandovog faktora
ispitivani su na svinjama homozigot-
nim za vWD. Mjerena je aktivnost vVWE
i FVIII, vrijeme krvarenja in vivo, adhe-
zija trombocita i formiranje tromba na
kolagenu te vWF multimerna struk-
tura. Humani rekombinantni vWEF se
moze vezati i stabilizirati svinjski FVIII,
te stoga svinja predstavlja dobar model
za proucavanje interakcija i mehanizma
vWD kako kod ljudi, tako i u zivotinja
(Roussi i sur., 1998.).

Zakljucci

S obzirom na visoku pojavnost
von Willebrandove bolesti, posebno u
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pasa, veterinari bi trebali posvetiti viSe

paZznje ovoj problematici. Smjernice

pristupa dijagnostici ove bolesti su:

* (esce izvodenje jednostavnih testo-
va poput BMBT u pacijenata u kojih
postoji sumnja na vVWD

* akoje BMBT produzeno, potrebno je
odrediti broj trombocita, PT i APTT

* ako su ovi testovi unutar referent-
nog raspona, potrebno je odrediti
aktivnost vWF i FVIII

* akoje vWF snizen potrebno je odredi-
ti tip von Willebrandove bolesti

* treba osigurati prikladnuidostupnu
terapiju

* zasprjecavanje krvarenja (u zivotinja
s VWD i onih kod kojih postoji sum-
nja) bitna je preoperativna profilaksa

* probiranje (screening) i genetski tes-
tovi za vWD su vazni za uzgajivace
pasa s visokom pojavnos¢u ove
bolesti.

Sazetak

Von Willebrandova bolest (VWD)
uzrokovana je kvalitativnim ili kvan-
titativnim promjenama plazmatskog
glikoproteina, von Willebrandovog fak-
tora. To je najcesc¢i nasljedni poremecaj
hemostaze u pasa, a zabiljezeni su i
sluc¢ajevi von Willebrandove bolesti u
macaka, svinja, konja i goveda. vVWF je
plazmatski protein koji ima dvije vazne
funkcije u hemostazi: sudjeluje u ad-
heziji trombocita na mjestu ostecenja
krvnih zila i stiti koagulacijski faktor
FVIII u plazmi od inaktivacije. Klinicki
znakovi vWD uklju¢uju krvarenje iz
mukoznih sluznica, plave podljeve na
koZzi i prolongirano krvarenje nakon
operacije ili ranjavanja. Postoji nekoliko
dijagnostickih testova za vVWD kao Sto

su genetski testovi, kvantitativni tes-
tovi temeljeni na imunoloskim meto-
dama i kvalitativni testovi temeljeni
na sposobnosti vVWF da sudjeluje u
agregaciji trombocita kao odgovor na
specificnog agonista in vitro. Dvije su
temeljne mogucnosti za lijecenje vWD,
aplikacija desmopresina (DDAVP) i
transfuzija krvnim pripravcima.
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A brief review of von Willebrand disease in animals
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Full Professor, Faculty of Veterinary Medicine Zagreb

Von Willebrand disease (VWD) is
caused by qualitative or quantitative
deficiencies in plasma glycoprotein
called von Willebrand factor (vWF). It
is the most common inherited disorder
of haemostasis in dogs and has also
been diagnosed in cats, pigs, horses
and cattles. vWF is a plasma protein
that performs 2 main functions in he-
mostasis: it mediates platelet adhesion
to the injured vessel wall, and it carries
and protects coagulation factor VIIL
Clinical signs of vWD include muco-

sal haemorrhage, cutaneous bruising
and prolonged bleeding from surgical
or traumatic wounds. There are several
diagnostic tests for vWD including ge-
netic tests, quantitative tests based on
immunological assays and qualitative
tests based on ability of vVWF to partici-
pate in platelet aggregation in response
to specific agonist in vitro. Two primary
options are available for the treatment
of vWD, desmopressin (DDAVP) and
transfusional therapies with blood
components.
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STRUCNA RASPRAVA

Epizootija herpes virusnog
pobacaja kobila u dvije ergele

u Hrvatskoj

Prikaz slucaja

B. Sostarié, Ivana Lojki¢, D. Novosel, 1. Vickovi¢, Ana Beck i VA Mihaljevi¢

Uvod

Od svih su vrsta domacih sisavaca
pobacaji najces¢i u kobila i u opcoj pop-
ulaciji, kre¢u se u rasponu od 5-15% na
sveukupni broj zabredanih kobila. Kao
pogodovni cimbenici ovako velikom
broju pobacaja u ove Zzivotinjske vrste
prepoznate su odredene anatomsko-
fizioloske karakteristike reproduktiv-
nog trakta u kobila (Mansmann i McAl-
lister, 1982.).

Ipak je najveci broj pobacaja kod ko-
bila izazvan infekcijama razlicitim mi-
kroorganizmima koji se u evolucijsko
razvojnom smislu protezu od virusa,
ukljucujudi mikoplazme i bakterije sve
do protozoa (Noakes i sur., 2001.).

Tri etioloski razlicite virusne bolesti
najcesce se povezuju s pobacajima kod
kobila, a to su rinopneumonitis konja
(herpes virusni pobacaj), virusni arteri-
tis konja i infekciozna anemija kopitara.

Kod prve je dvije bolesti meha-
nizam pobacaja specificno djelovanje
virusa na reproduktivne organe majke
i organizam ploda tijekom gravidnosti,
dok se kod infekciozne anemije radi
o pobacaju u sklopu opceg bolesnog
stanja majke. Dakako da kobile mogu
pobaciti i tijekom drugih, osobito akut-
nih, febrilnih virusnih bolesti.

Najznacajniji je, u etioloskom smis-
lu, kod kobila svakako herpes virusni
pobacaj (Giles i sur., 1993., Hong i sur.,
1993.), sada ve¢ viSe desetljeca poznat
pod ponesto zbunjujudim imenom
bolesti koja uzrokuje pobacaj - rino-
pneumonitis konja.

Sva strucna literatura, bez iznimke
prihvaca opis ,, ...epizootskog pobacaja
kobila” iz 1936. godine kao prvo pisano
izvjes¢e o herpesvirusnom pobacaju
(Dimock i Edwards, 1936.), iako je tek
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naknadnim radovima potvrdena vi-
rusna etiologija opisane epizootije (Di-
mock, 1940.). Nedugo nakon potvrde
da pobacaj u kobila uzrokuje virus, iz
sluznice nosa mladih konja sa simpto-
mima respiratorne bolesti izoliran je
virus koji je u tadasnje vrijeme zbog
simptoma koje je izazivao shvacen kao
virus influence pa su i pobacaji bili
povezivani s virusom influence (Jones
isur., 1997.).

Naknadnim je opseznim istraziva-
njima ustvrdeno da je ekvini herpes
virus, a ne virus influence, etioloski
uzro¢nik pobacaja, ali i respiratorne
bolesti kod konja.

Iako je u nasem udzbeniku vezanom
uz podrudje zaraznih bolesti (Cvetnic,
1997.) navedena 1939. godina, odnoseci
se na rad (Hupbauer i Zaharija, 1939.)
kao prvi opis virusnog pobacaja kobi-
la u Hrvatskoj, uistinu prvo izvjesce o
ovoj bolesti s podrucja Hrvatske obja-
vljeno je ve¢ 1938. godine (Hupbauer,
1938.), a obradeni su podatci koji se od-
nose na istrazivanje iz 1937. godine.

Dakle, svega godinu dana na-
kon prve objave bolesti 1936. u Ken-
tucky-ju, najistaknutijem svjetskome
podrudju u uzgoju konja, u SAD-u,
zemlji najvisih znanstvenih, struc¢nih i
ekonomskih mogu¢nosti, nasi prethod-
nici prepoznaju i opisuju istu bolest u
Hrvatskoj.

Istrazivanja su se u tome razdoblju
osnivala na bakterioloskim pretragama,
koriStenju laboratorijskih Zivotinja za
prijenos pokusne infekcije ultrafiltra-
tom, ali i pokusnog zarazavanja bredih
kobila.

U prvome radu nakon Drugoga
svjetskoga rata u nasoj literaturi koji

se bavi virusnim pobacajem kobila
(Topolnik i sur, 1953.), navode se
visebrojne , enzootije pobacaja kobila”
tijekom nekoliko uzastopnih godina s
gubitcima koji dosezu do 20%.

Histopatoloski nalazi na tkivima
pobacene Zdrjebadi priloZeni u ovome
radu opisuju promjene na osnovu kojih
bi se mogla postaviti temeljita sumnja
na herpes virusnu etiologiju pobacaja.

Nastavnim radovima (Topolnik
i sur, 1955.a i Topolniki sur., 1955.b)
istrazivana je seroloski, ,Imunoloska
srodnost virusnog pobacaja kobila i in-
fluencije konja“, kao i vrijednost vezanja
komplementa kao dijagnosticke metode
kod virusnog pobacaja. Treba napome-
nuti da se pod ,influencijom konja”
istrazivao uzrocnik danas poznat pod
imenom ekvini herpes virus tip 4, koji
je etioloska osnova rinopneumonitisa
konja.

Zacudujuca je sinkopa od 35 godina
u nasoj literaturi tijekom koje nismo
nasli niti jedan objavljeni rad vezan uz
to podrudje, sve do 1990. (Bijuk-Rudan,
1990.).

Treba spomenuti da je u Beogradu
po prvi puta u Jugoslaviji izoliran i
identificiran herpes virus, uzro¢nik
virusnog pobacaja kobila (Mihajlovi¢ i
sur., 1987.).

Kako u domacoj literaturi nismo
nasli radove u kojima se prikazuje
patomorfoloska slika herpes virusnog
pobacaja u kobila, u ovome clanku
opisujemo konkretni slucaj, ponajprije
patomorfolosku sliku uz bazi¢nu in-
formaciju o drugim aspektima bolesti
koja bi veterinaru prakticaru pomogla
u njenoj dijagnostici i prevenciji.
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Etiologija i geografska
rasirenost bolesti

Trenutacno je u svijetu prepoznato
devet razlic¢itih ekvinih herpes virusa -
EHYV, od kojih 5, EHV-1 do EHV-5 uz-
rokuju bolesti u domacih konja, dok
preostala 4, EHV-6 do EHV-9 uzrokuju
bolesti u divljih ekvida (Sellon i Long,
2007.).

Uzajamno vrlo sli¢ni EHV-1 i EHV-
4 najznacajniji su patogeni kod konja, i
oba tipa mogu izazvati pobacaj kod ko-
bila, iako je EHV-1 znatno cesce izoli-
ran kod pobacaja. EHV-4 je etioloski
povezan s respiratornim sindromom
po kojem je bolest dobila ime rino-
pneumonitis, ali i EHV-1 moze izazvati
respiratornu infekciju, najcesce kod
mladih Zivotinja. Iako oba tipa virusa
mogu u konja uzrokovati trecu, zaseb-
nu, neurolosku bolest, ekvini meningo-
encefalomijelitis, EHV-1 je znatno ceSce
izoliran iz ovih slucajeva.

EHV-3 uzrocnik je benigne bolesti,
koitalnog egzantema i ne uzrokuje niti
jednu od tri netom nabrojane bolesti.

Abortifacijentni EHV-1 i EHV-4 su
ubikvitarni virusi u dcitavoj svjetskoj
populaciji konja i pobacaji uzrokovani
njima najvjerojatnije se javljaju kozmo-
politski od pradavnih vremena.

Epizootiologija

Konj s latentnom infekcijom glav-
ni je rezervoar virusa kod EHV-1 i
EHV-2 infekcija, a Zivotinje s aktivnim
izlucivanjem virusa glavni su izvor
infekcije. Iako je posredna infekcija
moguca, ona je od manjeg znacenja
(Doll i sur., 1959.).

Zbog velike vaznosti u prevenciji
bolesti iznosimo najvaznije izvore i
nacine prenoSenja infekta:

e Kilinicki bolesne zivotinje s nosnim
iscjetkom.

e Pobaceni plodovi i njihove ovojnice
vjerojatno predstavljaju najvecu
koncentraciju virusa. Direktnim se
kontaktom, ili hranom kontamini-
ranom ovim materijalom bolest vrlo
lako prenosi. Kobila koja je pobacila
izlucuje virus samo vaginalnim is-
cjetkom, i to kratko vrijeme nakon
pobacaja.

e Zarazena, zivorodena, ali avitalna
zdrjebad izlucuje virus u visokoj
koncentraciji.

e Asimptomatski kliconose koji po-
vremeno izlucuju virus.

Osnovom epidemiolosko seroloskih
istrazivanja (Gilkerson i sur, 1999.)
ustvrdeno je da se veliki broj zdrjebadi
zarazi s EHV-1 jo$ u vrijeme sisanja ili
neposredno nakon odbica, a daje do dobi
od godinu dana gotovo citava populacija
imala kontakt s virusom, najvjerojatnije
od asimptomatskih kobila.

Bez shvacanja latentne infekcije
i mogucnosti njene reaktivacije bilo
bi nemoguce shvatiti epizootiologiju
EHV.

Naime, jednom inficirane Zivotinje
nose virus vrlo dugi vremenski period,
mozda i dozivotno (Edington i sur.,
1994.). Latentno inficirane Zzivotinje
mogu zbog nepovoljnih uvjeta kao Sto
su pothladivanje, dugotrajni ili neprim-
jereni transport, naglo odbice i sli¢no,
povremeno, duzi ili krad¢i vremenski
period izlucivati virus.

Primjenom visokih doza kortiko-
steroida ovakav scenarij je i pokusno

VETERINARSKA STANICA 41 (3), 265-276, 2010.



B. SOSTARIC, IVANA LOJKIC, D. NOVOSEL, I. VICKOVIC, ANA BECK i Z. MIHALJEVIC

potvrden (Edington i sur., 1985.).

Sljedeca osobitost EHV infekcije je
neuobicajeno kratak period imunosti
nakon infekcije, i smatra se da do nove
reinfekcije moze dod¢i i po viSe puta
godis$nje. Ovaj fenomen valja uzeti u
obzir i kod cijepljenja, nakon kojeg se
ne stvara dugotrajni imunitet.

Patogeneza EHV pobacaja

Patogeneza EHV pobacaja pocinje
ulaskom virusa iz cirkulacije u ma-
ternicu i placentu gdje zbog infekcije
endotelnih stanice arteriola uzrokuje
vaskulitis, zbog kojega je oteZana ko-
munikacija maternica-placenta (Eding-
tonisur, 1991.).

Ovako oste¢en endotel krvnih Zila
placente predstavlja vrata ulasku virusa
u plod koji tako i sam postaje inficiran,
ali u pravilu kratko vrijeme prije samog
pobacaja. Kod masivnih je ostecenja vas-
kulature moguc i scenarij pobacivanja
ploda u kojemu jo$ nema virusa, a time
niti patomorfoloskih promjena Sto di-
jagnosticki moZe biti zbunjujuce. U sva-
kom slucaju do pobacaja dolazi zbog
procesa na maternicno-placentarnoj
vezi, a ne zbog prethodne smrti i raspa-
da ploda.

Klinicka slika pobacaja

Brede kobile inficirane s EHV
tipicno pobacuju pod konac gravid-
nosti, najces¢e bez ikakve prethodno
uodljive klinicke ,najave”, i bez respira-
tornih poremecaja prethodno pobacaju.
Kobile obi¢no pobacuju stojedi, esto iz-
bacuju plod s intaktnim amnionom, a

plod je ,svjez”, bez autolitickih prom-
jena. Nerijetko Zdrjebadi jo$ kuca srce
koju minutu nakon pobacaja. Moguc je
i porod u terminu, zdrjebad je avitalna i
u pravilu ugiba unutar 72 sata po poro-
du. Ako im se stigne izvaditi i pretraziti
krv za krvnu sliku, karakteristicna je
teska limfocitopenija. Po pobacaju ko-
bile se u pravilu brzo ,o¢iste” te puer-
perij prolazi bez komplikacija.

Kobile se nedugo nakon pobacaja
raspasuju i mogu koncipirati odmah
u prvome pripustu te najcesée donose
zdravu zdrjebad. Novi, drugi za redom
EHV uzrokovani pobacaj iako moguc i
opisan u literaturi je vrlo rijedak.

Od brojnih radova iz svjetske litera-
ture, koji se odnose na klini¢ku sliku
EHV pobacaja, konzultiranih u prip-
ravi ovoga clanka, najsugestivniji opis
je onaj iznijet u rada Hupbauera i Za-
harije prije 71 godinu pa ga djelomi¢no
citiramo:

,Upravitelj je pregledavao kobile
za vrijeme dnevnog hranjenja, te nije
primijetio nikakovih promjena. PoSao
je prema svome stanu, udaljenom jed-
no 100 koracaja. Jos$ nije stigao do stana
kad mu javi kocijas, da ¢e jedna kobila
pobaciti. Odmah se povratio i vec je
nasao pobaceni fetus.”

Dijagnostika i diferenci-
jalna dijagnostika EHV
pobacaja

Anamnesticki podatci o cijepljenju
kobila uz karakteristi¢cnu klinicku sli-
ku pobacaja svakako bude sumnju na

EHV pobacaj. Patomorfoloski — obduk-
cijski i histopatoloski nalazi mogu kod

E
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velikog postotka, ali ipak ne u svim
slucajevima pobacenih plodova biti
patognomonicni.

Pretraga organa lancanom reakci-
jom polimerazom (PCR) specificna je i
potvrdna laboratorijska tehnika.

EHV se pobacaj klinicki moZe
razlikovati od pobacaja uzrokova-
nog ekvinim arteritis virusom po iz-
razenom febrilnom stanju kobile koje
prethodi pobacaju i po karakteristi¢no
vrlo autoliticnom plodu u trenutku
pobacaja kod virusnog arteritisa (Sel-
lon i Long, 2007., Maxie, 2007.).

Salmonelozni pobacaj, koji se javlja i
kod nas (Madi¢ i sur., 1993.) moze usli-
jediti u bilo koje vrijeme gestacije i kara-
kterizira ga morfoloski prepoznatljiv
placentitis, izostanak patognomonicnih
promjena po jetri kao kod EHV, i kul-
turelna potvrda salmonele.

Kod neonatalne septikemije zdrje-
badi uzrokovane Actinobacillus equuli
infekcijom prepoznate i u Hrvatskoj
(Grabarevic i sur., 1993.) od koje ugiba
zdrjebad koji dan nakon poroda razli-
kuje se EHV bolesna Zdrjebad po tome
S$to se kod ove potonje zdrjebad porodi
kao avitalna, dok kod A. equuli infekcije
zdrjebad kratko vrijeme nakon poroda
dobro napreduje i onda naglo oboli.

Profilaksa EHV-1i EHV-4
bolesti

Uspjesno se cijepljenje herpesvi-
rusnog pobacaja provodi Sirom svi-
jeta duze od pet desetljeca i predstav-
lja nezaobilaznu profilakticku mjeru u
svakome uzgoju (Noakes i sur., 2001.,
Sellon i Long, 2007.). Njezinom se

primjenom incidencija pobacaja ove
etiologije u dobro vodenim uzgojima
drasti¢no smanyjila.

Trenuta¢no na svjetskome trzistu
postoji desetak mrtvih i dva atenuirana
cjepiva, a njihova dostupnost reguli-
rana je propisima zemalja u kojima se
primjenjuju.

Dinamika cijepljenja, iako ponesto
razlicita, kod razlicitih cjepiva u princi-
pu zapocinje odmah po gubitku mater-
nalnog imuniteta u 8.-10. tjednu Zivota,
s po dva dogjepljivanja tijekom prve
godine zivota i posebnim rezimom,
ponekad trokratnim cijepljenjem ti-
jekom gravidnosti.

Treba naglasiti da samim cijeplje-
njem nije moguce u potpunosti preve-
nirati pobacaje, jer je imunitet na EHV
kratkotrajan i jo$ nepotpuno poznat pa
je uz cijepljenje neophodno primjenji-
vati stroge zoohigijenske mjere u uzgo-
jima. Ove mjere, uz primjenu op¢cih
zoohigijenskih principa u uzgojnim
centrima, ukljucuju strogo odvajanje
pripustenih kobila od ostalih konja ti-
jekom ¢itave gravidnosti.

Kobile se moraju Zdrijebiti u zaseb-
nim prostorima, a svaki kontakt ostalih
kobila s plodnim vodama, posteljicom,
a posebice pobacenom Zdrjebadi mora
biti onemogucen.

Nas slucaj

Materijal i metode

U razdoblju od 23. veljace pa do
21. svibnja 2009. godine na HVI je
iz dvije razlicite ergele u sredisnjoj
Hrvatskoj na dijagnostiku zaprimljena
sveukupno 21. leSina pobacene ili zivo
ozdrijebljene zdrjebadi koja je uginula
kratko nakon poroda.
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S jedne ergele je dostavljeno 17, a s
druge 4 leSine.

Odmah po primitku sve leSine su
razudene, promjene od interesa foto-
grafirane, a materijal upucen na do-
datne laboratorijske pretrage.

Histopatoloska pretraga

Histopatoloski su rutinskom meto-
dom pretrazeni organi od 12 pobacene
zdrjebadi i to 10 iz jednog i 2 iz drugog
uzgoja.

PCR

Uzorci pluca, slezena, jetre i bubre-
ga od svih pobacenih fetusa i zdrjebadi
pretrazeni su na rinopneumonitis konja
koristec¢i oligonukleotidne pocetnice za
glikoprotein B EHV-1 (Kirisawa i sur,
1993.). Isti uzorci pretrazeni su i na virusni
arteritis, metodom PCR uz prethodnu
reverznu transkripciju, s oligonukleo-
tidnim pocetnicama za umnaZzanje dijela
gena za protein matriksa virusa arteritisa
konja (Echeverria i sur, 2007.). Rezultati
PCR-a oditani su nakon elektroforeze u
gelu agaroze. U serumima pobacenih ko-
bila virusneutralizacijskim testom utvrden
je titar protutijela za konjski herpes virus 1
(EHV-1) u razrjedenju 1:64 - 1:128.

Slika 1. Elektroforeza odsjecaka herpesvirusne
DNK, veli¢ine 188 bp, umnozenih reakcijom PCR.
PK: pozitivha kontrola; NK: negativna kontrola;
M: 100-bp DNK marker; stupci 1, 2, 3: odabrani
pozitivni uzorci.

Slika 2. Fotografija 5 leSina pobacene Zdrjebadi
dostavljene 1. travnja 2009. na dijagnostiku. Troje
Zdrjebadi je mrtvo pobaceno, a dvije Zivotinje su
uginule kratko vrijeme nakon poroda

Slika 3. Otvoreno prsiste s grudnim organima
in situ jednog pobacenog zdrjebeta s prethodne
slike. Plu¢a su djelomic¢no uronjena u jantarno-
zutu providnu tekucinu

Slika 4. /n situ bubreg zdrjebeta prikazanog na
prethodnoj fotografiji. Uocite jantarno zuti hla-
detinasti edem po kapsuli
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Slika 5. Izvadena pluca Zdrjebeta prikazanog na
prethodnim fotografijama. Difuzni intersticijalni
edem s nekoliko fokusa subpleuralnog krva-
renja dobro su vidljivi. Citava su pluca fetalno
atelektaticna i jednolicne sivo plavkaste boje.
Zdrijebe je ozdrijebljeno mrtvo

beta sa slike 1. Grudni organi /in situ, jetra je
djelomicno vidljiva. Mnogobrojna subpleuralna
krvarenja dobro su vidljiva. Na povrsini se pluca
uocavaju impresije rebara zbog naglasenog ede-
ma. Pluca su spuzvasta i plivaju na vodi, zdrijebe
je bilo Zivo ozdrijebljeno

Rezultati patoanatomske
pretrage

Od 17 lesina dostavljenih s prve
ergele dvije leSine su zbog dugog trans-
porta bile u stanju uznapredovalih
postmortalnih promjena, tako da nisu
bile podobne za razudbu, i nalazi koji
se odnose na njihove pretrage nisu uze-
ti u obzir u ovome radu.

Svih preostalih 19 lesina bilo je
podobno za patoanatomsku, i histo-
patolosku pretragu.

Vec¢ina dostavljenih leSina bila je
zdrjebad prakticki neposredno pred
termin (slika 2). Od njih 19 za 4 Zdrje-
beta je procijenjeno da su pobaceni
izmedu sedmog i osmog mjeseca gra-
vidnosti, dok je preostalih 15 starije od
9 mjeseci intrauterinog Zivota.

Prosudbom pluca 6 zdrjebadi je ziv-
jelo jos neko vrijeme nakon poroda,
dok preostalih 13 po porodu nije disalo
(slike 41 5).

Edem potkozja i retroperitonealnog
prostora (slika 4) i nakupljanje tekucine
zuto jantarne boje u grudnoj (slika 3) i
trbusnoj supljini konstantan su nalaz u
sve razudene zdrjebadi koji se izmedu
pojedinih slucajeva razlikuje samo u in-
tenzitetu. Slicno je i s ikterusom, koji je
prakticki prisutan u sve zdrjebadi, ali u
intenzitetu znatno varira.

Bez obzira je li zdrjebad nakon po-
roda disala ili ne, nalaz plu¢nog edema
je konstantan (slike 4 i 5). Na pluc¢noj
se pleuri cesto nadu impresije od re-
bara, pluca su gumasta, teska, s jasnim
edemom interlobarnih septa uocljivim
i vanjskom inspekcijom (slike 2 i 3),
kao i na prerezu organa. Diseminirana
subpleuralna krvarenja koja variraju u
veli¢ini od tockastih, jedva uocljivih do
velic¢ine velike kovanice novca cest su
nalaz (slika 6), ali u nekoliko slucajeva
u potpunosti izostaju. U samo su pet
slucajeva ustvrdeni subpleuralni fokusi
nekroze kao mali (1-3 mm) fokusi bijele
boje.

Petehijalna krvarenja su videna u
gotovo svim slucajevima, ponekad u
univerzalnoj distribuciji po serozama i
povrsini organa, u dva slucaja ¢ak i na
mozgu, medutim jako se razlikuju u in-
tenzitetu. U pojedinim su slucajevima
gusta, gotovo kao purpura, dok su
u nekoliko slucajeva znatno rjeda.
Najcesce su zahvacena grudna Zlijezda
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Slika 7. /n situ slezena jednog pobacenog
zdrjebeta. Naglasena splenomegalija i mnogo-

brojna krvarenja po povrsini kapsule dobro su
vidljivi

Slika 8. lzvadena grudna Zlijezda (timus)
Zdrjebeta sa prethodne slike. Sitna krvarenja i
nekroti¢na ZariSta gotovo prekrivaju povrsinu or-
gana

Slika 9. Fotografija dijela jetre jednog pobacenog

Zdrjebeta. Uocite mnogobrojna, diseminirana
subkapsularna zarista nekroze

Slika 10. Fotografija dijafragmatske strane iz-
vadene i vodom isprane jetre jednog Zivo o0z-
drijebljenog Zdrjebeta. S prikazane udaljenosti
organ se oblikom i bojom doima bez osobitosti

Slika 11. Fotografija jednog vidnog polja povrsine
jetre s prethodne slike snimljena makroobjek-
tivom. Sitna Zarista nekroza neprimjetna na pre-
thodnoj slici jasno su uocljiva

o =i "",I.tl.

Slika 12. Mikroskopska fotografija histoloskog
preparata jetre prikazane na slikama 9 i 10. U
sredistu se fotografije nalazi mali fokus nekroze
u midzonalnom prostoru. Okolno tkivo ne prika-
zuje patoloske promjene. Hematoksilin eozinsko
bojenje, povecanje 10x10

272
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Slika 13. Vece povecanje vidnog polja s prethod-
ne fotografije. Jasno je vidljivo nekroti¢no Zariste
promijera svega nekoliko desetaka stanica. Uocljiv
je neposredni kontakt nekroticnog sredista s per-
ifernim, vitalnim stanicama i odsutnost upalnog
stani¢nog infiltrata. Povecanje 10x20

Slika 14. Srediste nekroze prikazane na prethod-
nim sliama. Stanicni detritus s kariorektickim i
kariopiknotickim figurama dominiraju slikom.
Povecanje 10x100

Slika 15. Rub vitalnih hepatocita neposredno uz
nekrozu prikazanu na prethodnoj slici. U jez-
grama viSebrojnih stanica kromatin je marginal-
iziran, a u sredistu se nalazi solitarna eozinofilna
uklopina. Povecanje 10x100

(slika 8) i slezena koja je gotovo uvijek
povecana (slika 7).

Nekroti¢na ZariSta po jetri ustanov-
liena su u 12 od sveukupno 19
pretrazene Zzdrjebadi. U preostalih 7
zdrjebadi niti inspekcijom povrsine je-
tre lupom nisu mogla biti ustvrdena.
U 8 slucajeva su nekroze bile jasno
vidljive, u diseminiranom obliku po
¢itavoj povrsini organa, zZuckasto krem
boje, veli¢ine od 1-4 mm (slika 9). Iako
vidljive i na prerezu jetre, lakSe se uoce
na povrsini organa neposredno ispod
glisonove kapsule. U preostala 4 slucaja
kod kojih su makroskopski ustvrdene,
nekroze su bile znatno manje u prom-
jeru (slike 9 10), tako da ih je bilo tesko
uociti bez lupe.

Odsutnost nekroza po jetri korelira
sa zivorodenjem zdrjebeta u 5 slucajeva,
a u samo jednom slucaju zdrjebeta koje
je disalo po porodu na jetri su utvrdene
nekroze.

Rezultati histopatoloske

pretrage

Nekrotiéni hepatitis ustvrden je
u 10 od 12 histopatoloski pretrazene
zdrjebadi, a u preostala dva slucaja
po jetri nisu utvrdene znacajnije
histopatoloske promjene.

Karakteristicno se na prerezu je-
tre nadu mali, na manjem povecanju
mikroskopa teze uocljivi fokusi nekroze
(slika 12), bez jasne predilekcijske dis-
tribucije prema nekom dijelu jetrenog
reznjica. Nekroticni fokusi su u vecini
nasih slucajeva bez znacajnije infiltracije
upalnim stanicama u periferiji nekroze
(slika 13), tako da se na potpuno ras-
palu stani¢nu strukturu centra (slika
14), neposrednim kontaktom nastav-
ljaju vitalni hepatociti. U sedam od 10
slucajeva nekroticnog hepatitisa vezano
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uz nekroticna ZariSta ustanovljene su
u jezgrama hepatocita eozinofilne soli-
tarne uklopine (slika 15). Osim u jetri
slicne su nekroze utvrdene u oko po-
lovine pregledanih slucajeva pluca te u
vecini pregledanih slezena gdje se nadu i
nekroze germinalnih limfati¢nih centara.

Rezultati PCR pretraga

Svi pretrazeni uzorci organa bili su
pozitivni na EHV-1, a negativni na vi-
rusni arteritis.

Rasprava

Dijagnoza je herpesvirusnog poba-
¢aja u konkretno promatranom slucaju
neupitna i dokazana je objektivnim
dijagnostickim pretragama.

Ve¢ prvi anamnesticki podatci da
kobile nisu nikada cijepljene protiv
EHYV, uz tako veliki broj pobacaja budi
sumnju na tu bolest, iako najkompe-
tentnija moderna literatura (Sellon i
Long, 2007.) izrijekom spominje da
se u danasnje vrijeme viSe ne javljaju
nekada cesti: , pljuskovi pobacaja” u
uzgojima, odnosedi se na veliki broj
pobacaja u kratkome vremenu. U
nasem slucaju treba uzeti u obzir da
su kobile bile drzane na nacin kakav
je u zemljama s razvijenim konjogojst-
vom vladao prije Drugog svjetskog rata
pa su i epizootioloske karakteristike
EHV pobacaja slicne onima koji su u
danasnje vrijeme u tim zemljama samo
literaturno poznate.

Nadalje, dob pobacene zdrjebadi
i podaci da kobile lagano i bez kom-
plikacija pobacuju zdrjebad bez vid-
ljivih simptoma bolesti podupiru prvo
postavljenu sumnju.

Patoanatomska slika uzimajuéi u
obzir veliki broj razudene Zdrebadi u

potpunosti podupire dijagnozu EHV
pobacaja i u suglasju je s lieraturnim
podatcima koji su detaljno opisani u
prakticki svim udzbenicima veterinar-
ske patologije (Dahme i Weiss 1988,
Jones i sur. 1997., Maxie, 2007., Mc-
Gavin i Zachary 2007.).

Jednako su tako histopatoloski na-
lazi u potpunom suglasju s naveden-
ima za ovu bolest u netom citiranim
udzbenicima.

Uocite neuobicajeno svjeza tkiva na
prikazanim fotografijama! Cak niti na
histoloskim preparatima nema naznaka
autolitickim promjenama, Sto je dobro
poznata karakteristika EHV pobacaja.

Detaljnija analiza korelacije histo-
patoloskih s razudbenim nalazima oso-
bito u slucajevima Zivorodene Zdrjebadi,
iako od velikog znanstvenog interesa za
razumijevanje patogeneze EHV bolesti
nadilazi potrebe ovoga ¢lanka, ali zain-
teresirane upucujemo da konzultiraju
izvrstan tekst popracen velikim brojem
referenci (Sellon i Long, 2007.).

Konacno rezultati visoko specificne
PCR pretrage u potpunosti su konfir-
mativni.

Pobacaji kobila su cesti u Hrvatskoj
i epizootioloski nedovoljno istrazeni
pa tako nije moguce procijeniti vaznost
EHV pobacaja u gospodarskom smislu,
ali sude¢i prema broju pobacenih u
konkretnom slucaju njihova vaznost ne
smije biti zanemarena.

Nedostatak je stru¢nih clanaka u
domacdoj literaturi jedan od razloga ni-
ske upucenosti terenskih veterinara u
nacine prevencije ove bolesti.

Primjerice u Ujedinjenom Kraljevst-
vu zemlji velike konjogojske tradicije
svake se godine izdaje novim spozna-
jama o bolesti nadopunjeno izdanje za-
sebne knjizice koja se odnosi na preven-
ciju EHV pobacaja (Noakes i sur., 2001.).
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Epizootija herpes virusnog pobacaja kobila u dvije ergele u Hrvatskoj

Autori ovoga rada ne propagiraju
niti jedan proizvod bilo koje tvrtke za
proizvodnju cjepiva, ali ¢vrsto zago-
varaju primjenu neka od dostupnih
cjepiva u Hrvatskoj, jer gospodarski is-
plativ uzgoj konja bez cijepljenja kobila
nece niti u buduce biti moguc. Impera-
tivna potreba drzanja rasplodnih kobi-
la po strogim zoohigijenskim principi-
ma usprkos cijepljenju vec je prethodno
bila naglasena.

Sazetak

U radu je opisana epizootija
pobacaja kobila u dvije zasebne ergele
u Hrvatskoj tijjekom koje je na HVI-
u pretrazena sveukupno 21 leSina
pobacene Zdrjebadi. Pobacene su
zivotinje uglavnom neposredno pred
termin, a neke su zivjele kratko vrijeme
poslije poroda. Najznacajniji su pato-
anatomski nalazi bili generalizirani
edemi i prisuce tekucine u prsistu te
diseminirani fokusi nekroza po jetri, ali
i drugim organima. Histopatoloski su
uz nekroti¢na Zarista u jetri utvrdene
eozinofilne, solitarne uklopine u jez-
grama karakteristicne za EHV infekci-
ju. Pretragom visoko specificnom PCR
tehnikom potvrdena je dijagnoza EHV
infekcije, a iskljuena prisutnost vi-
rusa virusnog arteritisa. Neke osnovne
smjernice u prevenciji novih epizootija
EHV pobacaja su raspravljene.
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Epizootic herpes virus induced abortion of mares in
two breeding stocks in Croatia — a case report

Branko SOSTARIC, DVM, Ph.D., Scientific Advisor, Ivana LOJKIC, B.Sc., Ph.D.,
Senior Scientific Associate, Dinko NOVOSEL, DVM, Junior Researcher, Zeljko
MIHAL]EVIC DVM, Ph.D., Scientific Associate, Croatian Veterinary Institute Za-
greb; Ivan VICKOVIC, DVM, Ph.D., Junior Researcher-Senior Assistant, Institute
for Medical Research and Occupational Health, Ana BECK, DVM, Ph.D., Senior
Assistant, Faculty of Veterinary Medicine Zagreb

In the present study, mare abortion
epizootics from two different breeding
stocks in Croatia is described. A total
number of 21 aborted foals were diagno-
stically examined at the CVI. All aborted
foetuses were near term, some delivered
alive and died shortly thereafter. Gene-
ralized oedema and presence of liquid
in the chest cavity with disseminated
necrotic focie throughout the liver and
other organs were the most significant

findings. Histopathology revealed intra-
nuclear, eosinophilic, solitary inclusions
in hepatocytes closely associated with
necrotic foci, which are characteristic of
EHV infection. By mean of highly spe-
cific PCR techniques, the diagnosis of
EHV was confirmed, while equine arte-
ritis virus infection was rejected. Some
basic concepts of further preventions of
EHV mare abortions are discussed.

E
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Veterinarska kirurgija i anesteziologija
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Veterinarska
kirurgija i
anesteziologija

I

Ovaj je sveucilisni udzbenik djelo
autorskog tima stru¢njaka Klinike za
kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju
Veterinarskoga fakulteta SveudiliSta
u Zagrebu objavljen u vrijeme
obiljezavanja 90-te obljetnice osnut-
ka Kirurske klinike i prvo je hrvatsko
izdanje otkako postoji Veterinarski
fakultet. Obuhvaca gradu iz podrudja
opce veterinarske kirurgije i anestezi-
ologije, a osim studentima namijenjen
je i svim veterinarima klinicarima.

Knjiga je organizirana u 18 poglavlja,

bogato ilustrirana s vise od 400 origi-
nalnih fotografija, brojnim tablicama,
algoritmima i grafikonima. U prvom
su dijelu prikazani kirurski prostori,
oprema i rad na kirurskoj klinici. Zatim
slijedi opis pristupa zivotinji, njezino
sputavanje i obaranje, sve o anamnezi i
kirurskoj propedeutici. Iznimno su de-
taljno obradeni, pomocu brojnih crteza
i fotografija kirurski i Sivac¢i materijali
te Savovi. Vrlo su prakti¢no obradena i
nacela sepse i antisepse, zatim poucava
o zavojima i drenovima te ozljedama,
opeklinama i smrzlinama. Rekon-
strukcijska kirurgija pasa i macaka ¢ini
zasebno poglavlje, kao i tekucinska
terapija. Slijedi opis Soka te poremecaja
zgrusavanja i zaustavljanja krvarenja.
Najobimnije je poglavlje u knjizi ono
o anesteziologiji s brojnim tabli¢nim
prikazima terapijskih sredstava, vrsta
i nacina anestezija u svih domacih
zivotinja. Reanimacija i primjena glu-
kokortikoida u kirurskih pacijenata
obradeni su prije posljednjeg poglav-
lja koje opisuje infekcije u kirurskih
pacijenata i antimikrobnu profilaksu.
Vazni pojmovi i definicije istaknuti su
na marginama knjige Sto omogucava
bolje razumijevanje i lakSe snalazenje u
opseznoj materiji.

Vlasta Herak
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Bolesti probavnog sustava pasa i macaka

odabrana poglavlja

Urednici: Dalibor Potocnjak, Damir Stanin i Nenad Turk

Izdavac: Medicinska naklada 2010.

Bolesti probavnoga sustava
pasa i macaka

A

. MEDICINSKA ([ -
NAKLADA

Autori su ovog sveuciliSnog pri-
rucnika profesori klinickih predmeta
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu: prof. dr.sc. Vladimir Butkovi¢,
prof. dr. sc. Albert Marinculi¢, prof.
dr. sc. Vladimir Mrljak, prof. dr. sc.
Dalibor Potoc¢njak, prof. dr. sc. Damir
Stanin, prof. dr. sc. Nenad Turk, doc.

dr. Drazen Vnuk i dr. sc. Relja Beck,
voditelj Laboratorija za parazitologiju
Hrvatskog veterinarskog instituta.

Knjiga sadrzava odabrana poglavlja
iz podrudja interne veterinarske medi-
cine, kirurgije, parazitologije, zaraznih
bolesti te rentgenske i ultrazvuéne di-
jagnostike. Prilagodena je veterinaru
klinicaru, zaposlenome u tzv. maloj
praksi, a istodobno je to i praktican
udzbenik namijenjen studentima i
polaznicima specijalisticnih  studija.
Autori su sazeto prikazali klinicku i
laboratorijsku dijagnostiku bolesti pro-
bavnoga sustava domacih mesozdera s
posebnim naglaskom na diferencijalnu
dijagnostiku i terapiju. Sadrzaj knjige
rasporeden je u pet poglavlja i vrlo
pregledno C(itatelju daju odgovore na
najcesca pitanja koja se pojavljuju veza-
no uz bolesti probavnog sustava nasih
ljubimaca.

Vlasta Herak
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NASA FOTOGRAFIJA

Prva hrvatska

veterinarska knjiga

Josipa grofica Orsic¢ rodena grofica Zichy, supru-
ga Krste Il. grofa Orsica

Medu nekadasnjim struc¢nim knji-
gama upucenim uzgajateljima domacih
zivotinja u Hrvatskoj prvo mjesto za-
uzima .Betegujuche sivine vrachitel to
jeszt szuprot vszakojachkomu sivinsz-
komu betegu hasznovita, vnogo puti
probuvana, ter isztinszka znaidena
vrachtva iz vszakojachkeh knig zveli-
kum marlivosztium, na horvaczki jezik
obernyena, ter od jednoga obchinszke
vszega orssaga, navlasztito pako szi-

romahov haszni lyubitela na szvetlo
dana”. Knjiga je .V Zagrebu, Stam-
pana po Antonu Jadera, letto 1772.” i
zaprema 117 stranica obuhvacajuci 110
zapisa o govedu, 40 o svinji i 12 o per-
adi. Obraduje prvi put kod nas kratke
zapise o svim tada — neprotumacenim -
pojavama i potrebama razjasnjenja. Na
prilozenoj fotografiji prisutna je autor-
ica knjige Josipa grofica Orsi¢, rodena
Zichy.

Josipa grofica Zichy (1725. — 1788.)
udala se 1744. godine za grofa Krstu II.
Orsica Slavetickog nazvanom prema
vlastitom imanju nedaleko Jastrebar-
skog. Vrlo inteligentna, s poznavanjem
nekoliko stranih jezika, s dosta gos-
podarskog iskustva i s htijenjem prila-
godbe tadasnjih inozemnih saznanja
potrebi jednakih saznanja — naravno u
tadasnjim dostignu¢ima — i nasim go-
jiteljima domacih Zzivotinja. I to je — za
tadasnje prilike — uspjeSno dovrsila.

Maks KARLOVIC
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IN MEMORIAM

IN MEMORIAM

Dragutin KALAPOS roden je 19. 5.
1941. u Osijeku. Diplomirao je 20. 5. 1968.
u Veterinarskom fakultetu Zagreb. Ra-
dio je kao veterinar u PIK-u Sljeme Ses-
vete (1968. — 1975.), PIK-u Sljeme OOUR
Poljoprivreda Zagreb (1975. — 1976.),
poduzecu Sljemekooper Zagreb OOUR
Kooperacija sa selom — Zdencina (1976.
- 1986.), Poljoprivrednom poduzecu
«Zdencina” Zdencina (1986. - 1996.),
poduzecu Zdencina d.d. Donja Zdencina
u stecaju (1996. — 1999.), poduzecu ..SA-
GENA” d.o.0. za unutarnju i vanjsku
trgovinu Zagreb —Vocarska 15 (1999.) i
Rendiceva 28 (1999. — 2002.) i u poduzecu
Veterinaria d.o.o. za promet, proizvod-
nju, uvoz-izvoz i zastupanje Zagreb gdje
je radio do odlaska u mirovinu (2002.).
Umro je 15. 12. 2008. u Zagrebu.

Marcel MARKULIN, roden je 29. 10.
1936. u Zagrebu. Diplomirao 19.1.1962. u
Veterinarskom fakultetu Zagreb. Radio je
kao veterinar u poduze¢u ,Sljeme” Poljo-
privredni pogon Zagreb (1963.), Serum
zavodu Kalinovica (1963. -1969.), ,.Plivi”,
tvornici farmaceutskih i kemijskih proiz-
voda, Kadrovski je odjel Zagreb (1970.
—-1973.11973. - 1977.), SOUR RO ,Pliva
veterina”, OOUR ,Veterinarski lijekovi”
Kalinovica (1978. — 1980.) ..Plivi razvoj”
PLIVA - Zagreb (1980. — 1988.) i do od-
laska u mirovinu u poduzeéu ,KRKA”
Novo Mesto (1988. — 1992.). Umro je 1. 4.
2009. u Zagrebu.

Stjepan DOBRANIC roden je 18. 1.
1938. u DuzZici (Lekenik). Diplomirao
je 7. 3. 1964. u Veterinarskom fakultetu
Zagreb. Do odlaska u mirovinu (1965. —
1995.) radio je kao veterinar u Veterinar-
skoj stanici Sisak — Ambulanta ZaZina.
Bio je aktivan clan Dobrovoljnog vatro-

gasnog drustva DuzZica u kojem je proveo
i viSe godina kao predsjednik. Slobodno
vrijeme je provodio odrzavajudi obiteljski
vinograd. Umro je 21. 5. 2009. u Sisku.

Ivan IVANKOVIC je roden 18. 12.
1950. u Zagrebu. Diplomirao je 9. 5.
1977. u Veterinarskom fakultetu Zagreb.
Radio je kao veterinar u Veterinarskoj
stanici Sesvete (1978. — 1988.) i u Veteri-
narskoj stanici grada Zagreba kao vet-
erinarski inspektor (1988. — 1994.) i kao
ovlasteni veterinarski inspektor na po-
slovima uvoz — izvoz (1994. — 2009.). Za
vrijeme Domovinskog rata sudjelovao je
u Kriznom Stabu grada Zagreba. Umro
26. 5. 2009.

Franjo SINJOR roden je 17. 7. 1920. u
Sremskoj Mitrovici. Diplomirao je 17. 6.
1947. u Veterinarskom fakultetu Zagreb.
Radio je kao veterinar u Saveznom po-
ljoprivrednom dobru ,Kosanci¢” Crven-
ka (1948. — 1949.), Stocarskoj planinskoj
farmi ,Vitovlje” Travnik (1949.- 1951.),
Veterinarskoj stanici Bosanski Samac —
Ambulanta Orasje (1951. — 1955.), Vet-
erinarskoj stanici Orasje kao upravitelj
(1956. — 1966.), Veterinarskoj stanici Ses-
vete — Ambulanta Belovar Moravce do
odlaska u invalidsku mirovinu (1966. —
1973.). Od 1974. do 1986. radio je honorar-
no (sa skra¢enim radnim vremenom) kao
op¢inski veterinarski inspektor u Orasju.
U slobodno se vrijeme bavio lovom (bio je
¢lan Lovackog drustva ,Priroda” Sesvete.
Objavio je nekoliko zapisa u casopisima
«Veterinaria” Sarajevo, .,Lovacki vjesnik”
i . Veterinarska stanica” u Zagrebu. Umro
je 26.9.2009. u Zagrebu.

Maks KARLOVIC
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In memoriam mr. sc. ZLATKO KOVAC

(1948. - 2010.)

Mr. sc. Zlatko Kovac roden je 2. 2.
1948. godine u Vinkovcima. Osnovnu
$kolu, a potom i gimnaziju zavrsio je
u Vinkovcima, a Veterinarski fakultet
u Zagrebu 1975. godine. Nakon
zavrsenog fakulteta, kratko je radio u
Veterinarskoj stanici Vinkovci, ambu-
lanta Mikanovci, a nakon odsluzenja
vojnog roka od 1. studenog 1976.
do smrti u Veterinarskom zavodu u
Vinkovcima. 1987. godine je magis-
trirao na Veterinarskom fakultetu u
Zagrebu iz podrudja parazitologije
pod mentorstvom akademika Wiker-
hausera. Zvanje znanstvenog asistenta
dobio je 1989. godine. U Zavodu je
obavljao poslove iz razli¢itih podrucja
veterinarske dijagnostike, a posebno
iz patologije, mikrobiologije i parazi-
tologije, gdje se posebno istakao u dij-
agnostici trihineloze i uvodenju u ono
vrijeme nove metode umjetne pro-
bave. U svom radnom vijeku objavio
je nekoliko znanstvenih i strucnih ra-
dova. U sjecanju ¢e nam ostati njegova

ljubav prema veterinarskoj medicini,
kao i htjenje da svoje znanje prenese
mladim kolegama. Unato¢ Zivotnim
nedacama koje su ga pratile, uspio
je ostati normalan, posten — dobar
covjek.

Njegova smrt predstavlja veliki gu-
bitak za sve nas, a posebno za njegove
najbliZe: suprugu Irenu, kéerku Ines i
sina Ivana o kojima je cesto i s puno
ljubavi pricao. Njegovo ime i njegov
lik ostat ce trajno zabiljezeni u nasim
mislima.

Umro 1. 2. 2010. godine. u Vinkov-
cima.

Sahranjen 2. 2. 2010. u Vinkovcima.

Mario SKRIVANKO
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UPUTE SURADNICIMA

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)

éasopis . Veterinarska stanica” ob-
javljivat ée u prvom redu clanke
o djelatnosti veterinarskih stanica
imajudi pri tome na umu njihovu ja-
vnu funkciju propisanu zakonima,
pravilnicima, uredbama i drugim
propisima. Pritom de se objavljivati
¢lanci o wustrojstvu veterinarskih
stanica i o njihovoj preobrazbi u
skladu s razvojem drustvenih odno-
sa na selu.

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

U naSem casopisu tiskat de se
znanstvene i strucne rasprave prije
svega za struc¢njake koji rade u vet-
erinarskim stanicama i ambulanta-
ma.

Bit ¢e u njemu i drustvenih vijesti,
obavijesti, najava i osvrta na znanst-
vene i strucne skupove i sl.

Objavljivat ¢emo referate od poseb-
na interesa za neposrednu praksu,
zatim prikaze knjiga i drugih pub-
likacija.

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

8)

9)

prored. Svaki novi stavak mora
poceti s uvucenim retkom.

Autore treba u tekstu citirati na
sljededi nacin:
a) ako je jedan autor: Nicolet (1975.).

b) ako su dva autora: Adamovic¢iJu-
rak (1938.).

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

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

10)Svaka rasprava mora imati kratak

sazetak

11)Isticemo napose da svi grafiko-

ni moraju biti izradeni u Micro-
soft okruzju na racunalu ili u
nemogucnosti izrade na racunalu
na paus-papiru, a fotografije (obi¢ne
i digitalne) takve kvalitete da se
mogu uspjesno reproducirati.

12)Rukopisi se ne vracaju.

13)Oglasavanje veterinarsko-medicin-

skih proizvoda u casopisu ,Vet-
erinarska stanica” mora biti suk-
ladno c¢lancima 75-78 Zakona o
veterinarsko-medicinskim  proiz-
vodima (Narodne novine 84/2008.)
i Pravilniku o nacdinu oglasavanja
veterinarsko-medicinskih proizvo-
da (Narodne novine 146/2009.).

U slucaju veterinarsko-medicinskih
proizvoda koji nemaju odobrenje za
stavljanje u promet, od oglasivaca
se obvezno trazi suglasnost za
oglaSavanje izdana od nadleznog
tijela.
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UPUTE SURADNICIMA

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

1. knjiga: HAFEZ, E. S. E. (1986): Adap-
tion of domestic animals. Philadel-
phia: Lea and Febinger.

2.raspravau knjizi: MAURER, E.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 industri-
jskoj proizvodnji, napose s obzirom
na lako oksidirajuée tvari kao bio-
kemijskom parametru. Disertacija.
Veterinarski fakultet Sveudilista u
Zagrebu.

4. zbornik referata: SANKOVIC, F. (1986):
Kirurske bolesti u intenzivhom uzgoju
prezivaca. IzvjeS¢a sa X. znanstvene
konferencije “Veterinarska biomedicina
i tehnika” (Zagreb, 15. i 16. studenoga
1984). Zborik referata. Zagreb (suppl.
S1-S8).

5. zbornik sazetaka: éA]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). Zborn-
ik plenarnih predavanja i saZetaka
priopcenja. Zagreb (104).

6. casopis: LANCASTER, M. B. (1973):
The occurence of Streptocara sp. in
Ducks in Britain. Vet. Rec. 92, 261 -
262.

7. asopis u kojem svaki broj pocinje
sa stranicom 1: PAVUNA, H., i R. SIC
(1983): Utjecaj genetskih ¢imbenika
na plodnost goveda. Vet. stn., 14 (4)
1-7.

8. neka druga rasprava: BOLLWAHN,
W. und B. KRUDEWIG (1972): Die
symptomatische Behandlung der
Gratschstellung neugeborener Fer-
kel. Dtsch. tierarztl. Wschr. 79, 229
231 (Cit. HANI, H.,, A. BRANDI,
H. LUGINBUHL, R. FATZER, H.
KONIG und J. NICOLET: Vorkom-
men und Bedeutung von Sch-
weinekrankheiten: Analyse eines
Sektionsguts (1971 - 1973) Schweiz.
Arch. Tieheilk. 118, 105 - 125, 1976).

9. sazetak u nekom casopisu: NOR-
VEL, R. A. . (1981): The ticks of Zim-
babve. III. Rhipicephalus evertsi evert-
si. Zimbabve Vet. J. 12 (2 - 3) 31 - 35
(Ref. Veterinarstvo, 33, 21, 1983).

Predaja rukopisa:

Jednu kopiju rukopisa zajedno sa
kompjuterskim zapisom u Microsoft
Word programu na disketi od 3.5 inca
ili CD disku molimo poslati na adresu
glavnog urednika:

Doc. dr. sc. Marko Samardzija, Veteri-
narski fakultet, Heinzelova 55, 10000
Zagreb.

Radovi se mogu poslati i samo
elektronickom postom na e-mail: smar-
ko@vef hr bez tiskanog primjerka.

Svaki autor treba navesti:

Akademski stupanj, naziv i adresu or-
ganizacije u kojoj radi, zvanje i funkciju
u organizaciji u kojoj radi.

Radi lakseg kontakta molimo autore
da navedu broj telefona, telefaksa i
elektronicku adresu (e-mail).

Brojevi telefona i telefaksa nece biti ob-
javljivani u casopisu..
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