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Ravnatelj Hrvatskog veterinarskog
instituta prof. dr. sc. Zeljko Cvetnic
dobitnik je nagrade Hrvatske akademije
znanosti i umjetnosti za 2010. godinu iz

podrucja medicinskih znanosti

Josip Madi¢

vy

H

Ravnatelj HVI-a prof. dr sc. Zeljko Cvetni¢ prima
nagradu HAZU-a za 2010. godinu

Na svecanoj sjednici Hrvatske akademije
znanosti i umjetnosti (HAZU) odrzanoj u
Cetvrtak 26. svibnja 2011. u auli Hrvatske
akademije znanosti i umjetnosti dodijeljene su
Akademijine nagrade za najviSa znanstvena i
umjetnicka dostignuca u Republici Hrvatskoj
za 2010. godinu. Nagradeno je osam uglednih
hrvatskih znanstvenika i umjetnika iz
podrucdja znanstvene i umjetnicke djelatnosti,
odnosno iz podrudja: prirodnih znanosti i
matematike, medicinskih znanosti, filologije,
knjizevnosti, likovnih umjetnosti, glazbene
umjetnosti i iz podrucja tehnickih znanosti.
Nagradu im je urucio predsjednik Hrvatske
akademije znanosti i umjetnosti akademik
Zvonko Kusic.

Ponosni smo §to se medu nagradenima
nalazi i ravnatelj Hrvatskog veterinarskog
instituta prof. dr. sc. Zeljko Cvetni¢,

nagraden  nagradom iz podrudja
medicinskih ~ znanosti  za  iznimna
znanstvena dostignuca trajne vrijednosti na
podrudju veterinarske medicine, odnosno
mikrobiologije.

U obrazlozenju je, pri dodjeli nagrade,
izmedu ostaloga receno da je prof. dr. sc.
Zeljko Cvetni¢ medunarodno priznati
znanstvenik u podrudju veterinarske
medicine s velikim znanstvenim doprinosom
iz podrucja epizootiologije, veterinarske
bakteriologije i infekcijske imunologije. Prof.
dr. sc. Z. Cvetnié posebice istraZuje uzro¢nike
tuberkuloze, bruceloze i leptospiroze,
gdje je postigao svjetski prepoznatljive
rezultate. Rezultati njegova znanstvena rada
omogucdili su preklasifikaciju odredenih vrsta
mikobakterija. Tako je na osnovi njegova
istrazivackog doprinosa podvrsta uzrocnika
tuberkuloze Mycobacterium  tuberculosis
subsp. caprae po svojim genotipskim i
filotipskim znacajkama presvrstana u
zasebnu vrstu Mycobacterium caprae, a
identificirana je kao uzro¢nik generalizirane
tuberkuloze u goveda i svinja. Ustanovio je
da se Mycobacterium avium subsp. hominissuis
Cesto nalazi u svinja te da je njihov
okoli§ izvor zaraze za ljude. Proucavajuci
Mycobacterium avium subsp. avium dokazao
je njezinu veliku genotipsku raznolikost s
obzirom na domacina.

Od iznimnog je javnozdravstvenog
znacenja njegov rad na identifikaciji

Dr. sc. Josip MADIC, dr. med. vet., redoviti profesor, Veterinarski fakultet, Zagreb.
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zoonotski vaznog biovara 3 vrste Brucella
suis. Prvi je dokazao taj biovar u konja te
u divljih i domadih svinja u Europi. Taj je
nalaz od presudnog utjecaja i znacenja na
suvremene spoznaje o epidemioloskim
kretanjima bruceloze s naglaskom da
se biovar 3 bakterije Brucella  suis sa
zivotinja prenosi na covjeka. Zasluzan je
i za novi nacin identifikacije vrsta roda
Brucella i moguc¢nost njihova razlikovanja
molekularnim metodama. Tim je metodama
prvi put dokazao vrste Brucella melitensis u
goveda i Brucella ovis u ovaca u Hrvatskoj.

Cinjenica da su 33 znanstvena rada
prof. dr. Zeljka Cvetniéa objavliena u
medunarodnim casopisima indeksiranima
u Current Contents (CC) te da su mu radovi
citirani viSe od 350 puta najbolja je potvrda
aktualnosti njegovih istrazivanja.

Dakako da se u trenutku dodjele nagrade
nije moglo opSirno govoriti o cjelokupnom
znanstvenom i stru¢nom radu prof. dr. sc.
Zeljka Cvetnica, ali ovdje valja istaknuti da
je, uz znanstvenu izvrsnost, kao ravnatel;j
Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI)
iskazao svoje organizacijske i liderske
sposobnosti i da je u tri godine obnaSanja
te duznosti u potpunosti obnovio prostore
Hrvatskog veterinarskog instituta, osigurao
sredstva za nabavku najsuvremenije opreme
za sve laboratorije te omogucio akreditaciju
svih laboratorija i metoda HVI-a u Zagrebu.
Njegovom se zaslugom korjenito obnovljeni
HVI moZe po opremljenosti i ljudskom
potencijalu svrstati medu vodece znanstvene
ustanove u Hrvatskoj. Na njegovu inicijativu
i uz njegovu financijsku potporu u zamahu
je akreditacija laboratorija i metoda u
podruznicama HVI-a u Krizevcima, Rijeci,
Splitu i Vinkovcima.

Prof. dr. sc. Zeljko Cvetnié¢ razvio je
zavidnu medunarodnu suradnju, prije
svega sa znanstvenicima srednjeuropskog
kruga, primjerice Slovenije, Cetke, Slovacke
te Francuske i Spanjolske s kojima istrazuje
epizootiologiju bruceloze i tuberkuloze u
zemljama srednje Europe. U tom smislu
posebice je vazna njegova suradnja sa
stru¢njacima za tuberkulozu Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Ljubljani, a na
podrudju seroloske dijagnostike bruceloze,

paratuberkuloze i Q-groznice sa stru¢njacima
referentnih laboratorija ,, AFSSA —OIE/FAO”
za brucelozu, tuberkulozu i paratuberkulozu
u Parizu gdje se usavrSsavao na podrudjima
seroloske, bakterioloske 1 molekularne
dijagnostike spomenutih zaraza. U Pamploni
u Spanjolskoj radio je na proucavanju
mogucnosti  dijagnostike bruceloze malih
preZivaca. U Zaragozi u Spanjolskoj u Centru
za istrazivanje zdravlja Zivotinja radio je na
bakterioloskoj, seroloSkoj u molekularnoj
dijagnostici bruceloze, a u Institutu za hranu i
veterinarsku znanost te u Institutu za zarazne
bolesti Zivotinja u Kopenhagenu u Danskoj
izucavao je nespecificne reakcije u dijagnostici
bruceloze u svinja.

Tijekom visegodisnje suradnje s
Veterinarskim fakultetom SveudiliSta u
Zagrebu sudjeluje u nastavi na doktorskom
studiju kao nositelj kolegija Uzro¢nici
specificnih  zaraznih bolesti bakterijske
etiologije: tuberkuloze, bruceloze i sakagije.
Prof. dr. sc. Z. Cvetni¢ redovito sudjeluje
u izvedbi prakticne nastave na kolegiju
,Mikrobioloski laboratorijski rad” u sklopu
doktorskog studija iz Veterinarskih znanosti
i specijalistickog studija iz Mikrobiologije i
epizootiologije.

Svemu spomenutome valja dodati da
je kao gostujudi profesor uvelike ukljucen
u nastavu na Veterinarskom fakultetu
Sveucilista u Sarajevu, gdje sudjeluje u
izvodenju nastave iz dvaju predmeta na
diplomskoj razini i Cetiriju predmeta na
poslijediplomskim studijima.

Treba spomenuti i njegov strucni rad,
koji obuhvac¢a niz stru¢nih rasprava od
velike koristi za veterinare prakticare s
tematikom zaraznih bolesti Zivotinja od
neposrednog interesa za svakodnevnu
veterinarsku praksu, kao i publicisticku
aktivnost koja se ogleda u objavljivanju
triju knjiga u kojima se preteZzito obraduju
zoonoze.

Cestitaju¢i prof. dr. sc. Zeljku Cvetnicu
na dobivenoj nagradi Hrvatske akademije
znanosti i umjetnosti, pozelimo mu da svojim
znanjem, strucnoséu i marljivoséu doprinosi
ugledu hrvatske veterinarske znanosti.
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Karakterizacija prirodne
mikroflore i kemijski parametri u

svjezem domacem siru

Ksenija Markov, Nina Persi, Jelka Pleadin, D. Cvek, Valerija Radosevic,

E. Delas, Lejla Durakovic i Jadranka Frece

Uvod

Svijezi domacdi sir vjerojatnojenajstarija
i najpoznatija vrsta sira u kucanstvu.
Tu vrstu sira karakterizira visok sadrzaj
vode, niski udjel mlije¢ne masti i pojacana
kiselost, kao i karakteristican okus, miris,
boja i konzistencija.

Izraz ,sir i vrhnje”, pod kojim se
podrazumijevaju upravo svjezi domaci
sir i domace vrhnje, postao je zastitni znak
ponude autohtonih mlijecnih proizvoda,
teZe¢i postati i prepoznatljiv domaci
Jbrand”. Naime, jos uvijek velik broj
potrosaca daje prednost ovim ,domacéim”
mlije¢nim proizvodima, pretpostavljajuci
da su kvalitetniji i ,bolji” od onih
proizvedenih u mljekarskim pogonima
(Kirin, 2009.a). Potro$aci zahtijevaju nove
proizvode na trZiStu koji su minimalno
toplinski obradeni, senzorski privlacni i
zdravstveno neSkodljivi.

Istrazivani originalni, autohtoni svjeZi
sir proizvodi se u kucéanstvu od spontano
ukiseljenog - zgruSanog mlijeka s kojeg
se odvaja povrsinski sloj vrhnja, a grus
ocjeduje u rahlu sirnu masu koja je odmah
u svjeZem stanju prikladna za jelo. Bitno je
istaknuti da se u proizvodnji moZe koristiti
samo sirovo mlijeko potpuno zdravih krava
te da mora zadovoljiti zahtjeve propisane

za fizikalno-kemijsku i mikrobiolosku
kakvoéu (Tratnik, 1998.). Mikrobne
kulture u proizvodnji sira imaju viestruku
ulogu, a njihova aktivnost, ovisno o
primjenjenoj vrsti mikroorganizama, moZze
biti: proizvodnja kiseline, tvorba tvari
arome, tvorba plina, proteoliza, lipoliza te
inhibicija nepoZeljnih mikroorganizama.
U proizvodnji svjezih, mekih sireva koriste
se bakterije mlijecne kiseline, a posebno
se izdvajaju Lactobacillus acidophilus i
Bifidobacterium bifidum, koje imaju izraZena
antimikrobna ili ljekovita svojstva.

Organolepticka  svojstva,  kemij-
ski sastav i kiselost ovako dobivenog
svijeZeg sira ovisi o sezoni proizvodnje,
mikrobioloSkoj  ispravnosti  sirovog
mlijeka, higijenskim uvjetima i umijecu
proizvodnje, kao i o uvjetima cuvanja
i prodaje (Kirin, 2009.b). Zbog toga se
na trZznicama prodaje svjezi sir vrlo
varijabilne i festo sumnjive kakvoce i
predstavlja znacajan javno-zdravstveni
problem buducdi je rije¢ o rizi¢noj skupini
namirnica koje mogu biti izvor razli¢itih
uzrocnika oboljenja.

Dosadasnja istrazivanja sastava, hi-
gijenske ispravnosti i kakvoce provedena
na uzorcima svjeZeg sira (Lukac i

Dr. sc. Ksenija MARKOYV, dipl. ing. biotehnol., docentica, dr. sc. Domagoj CVEK, dipl. ing. biotehnol., dr.
sc. Frane DELAS, dipl. ing. biotehnol., redoviti profesor, dr. sc. Lejla DURAKOVIC dipl. ing. biotehnol.,
dr. sc. Jadranka FRECE, dipl. ing. biotehnol.,, docentica, Valerija RADOSEVIC, studentica, Prehrambeno-
biotehnoloski fakultet, Zagreb; Nina PERSI, dipl. ing. preh. tehnol., znanstvena novakinja, dr. sc. Jelka
PLEADIN, dipl. ing. biotehnol., docentica, viSa znanstvena suradnica, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb
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Samarzija, 1990., Lukac-Havranek, 1995.,
Kirin, 2009.b, Markov i sur., 2009., Frece
i sur, 2010.a), upozorila su na velike
varijacije njihovih vrijednosti. Vecina
mikrobnih vrsta - uzrocnika kvarenja
je prilagodljive prirode, a bududi su
kontaminaciji ~ podjednako  podlozni
sirovo mlijeko kao i mlije¢ni proizvodi,
kriticka procjena i kontrola mikrobnih
uzrocnika kvarenja sirovog mlijeka i
mlije¢nih proizvoda jedini su nacin kojim
osiguravamo njihovu ispravnost.

Cilj je ovoga rada bio izolirati i

karakterizirati prirodno prisutnu
mikrobnu  populaciju te  odrediti
mikrobioloske i kemijske parametre

kakvoce u svjezim domadim kravljim
sirevima proizvedenim na obiteljskim
gospodarstvima sjeverozapadne Hrvat-
ske.

Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno na ukupno
17 uzoraka domacih svjezih kravljih
sireva, prikupljenim na zagrebackim i
varazdinskim trznicama u 2010. godini.
Sirevi su proizvedeni na obiteljskim
gospodarstvima  sjeverozapadne Hr-
vatske,  tradicionalnim  postupkom
proizvodnje prema vlastitoj recepturi
gospodarstva. Na trZznicama je sir bio
izlozen na nezasticenim policama bez
hladenja i uglavnom zamotan u gazu ili
sirnu vrecicu u kojoj se i cijedio, a prilikom

kupnje istresan je u najlonsku vredicu.
Uzorci svjezih sireva su do provedbe
mikrobioloskih i kemijskih analiza bili
pohranjeni na +4 °C i analizirani u roku
od 24 sata.

Odredivanje mikrobioloskih
parametara

Uzorci su uzorkovani sterilnim zlica-
ma za uzorkovanje u sterilne posudice
i analizirani na prisutnost bakterija
Escherichia coli (Ec) i Staphylococcus aureus
(Sa) u 1 g uzorka, Listeria monocytogenes
(Lm) u 25 g uzorka te na prisutnost
kvasaca i plijesni (KiP/g).

Za izolaciju i identifikaciju bakterija iz
svjezeg kravljeg sira od sirovog mlijeka,
upotrijebljene su klasi¢ne mikrobioloske i
biokemijske (API) metode (tablica 1).

Izolacija i identifikacija plijesni

Porast plijesni je odreden na
Sabouraud agaru (Biolife, Italija) nakon
5 dana uzgoja pri 25 °C, a svaka je
morfoloski razlicita kolonija plijesni
mikroskopski  pregledana  koriste¢i
imerzioni objektiv povecanja 100/1,25
(Samson i sur., 2000.).

Utjecaj NaCl i temperature na
mikrobni rast i proteoliti¢ka aktivnost
Sposobnost  bakterijskog  izolata
na rast pri razli¢itim temperaturama
inkubacije ispitana je pri 12 °C, 18 °C i

Tablica 1. Klasi¢ne mikrobioloSke i biokemijske (API) metode izolacije i identifikacije mikrobne populacije

Escherichia coli

Staphylococcus aureus BP (Merck)

Listeria monocytogenes Palcam (Merck]

Kvasci life)

Bakterije mlijecne
kiseline

Rapid’ E. coli (Biolife)

Sabouraud agar (Bio-

MRS agar (Biolife]

37:°C

2448 sati API 20 E V4.1
37 °C
48 sati API STAPH V4.1
37 °C . :
24 sata API Listeria V1.2
25 °C AP| 20 C AUX V4.0
48-72 sata Kvasci
30°C
48-7 sata AP| 50 CHL V5.1
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22 °C. Suspenzija stanica pripremljena
u MRS bujonu (Biolife) upotrjebljena je
kao 10%-tni (v/v) inokulum. Rast stanica
pracen je spektrofotometrijski mjerenjem
opticke gustoce pri valnoj duljini 620 nm
pomocu c¢itaca mikrotitracijskih plocica
(TECAN, Sunrise). Ocitanja vrijednosti
provedena su nakon 48 h pri 22 °C, 6 dana
pri 18 °C i 12 dana pri 12 °C. Sterilni MRS
bujon bez inokuluma upotrijebljen je kao
slijepa proba. Za testiranje sposobnosti
izolata BMK da raste u prisutnosti NaCl,
izolat je nacijepljen u MRS bujon koji je
sadrzavao 5% NaCl. Nakon inkubacije
pet dana pri 30 °C prisutnost poraslih
kolonija na plo¢ama smatra se pozitivnim
rezultatom. Proteoliticka aktivnostizolata
BMK provedena je prema Bonomo i sur.
(2008.).

Odredivanje proizvedene mlijecne
kiseline HPLC metodom

Proizvedena mlije¢na kiselina odre-
dena je u uzorcima pomocu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC), a rezultati su izraZeni kao
mlijecna kiselina (g/L).

Glukoza, mlije¢na kiselina, acetat i
etanol nabavljeni su iz Sigma-Aldrich
(Bellefonte, SAD). Otopina H.PO,
(85% v/v) (Sigma-Aldrich, Hamburg,
Njemacka) koriStena je za pripravu
pokretne faze (0,1% v/v HJPO,), a
deionizirana voda vodljivosti < 1 mS
za pripravu pokretne faze i otopina
standarda. Kromatografska je analiza
napravljena pomoc¢u Shimadzu Class-VP
LC-10AVP sustava (Shimadzu, Kyoto,
Japan). Klipna pumpa (LC-10ADVP)
pumpala je mobilnu fazu protokom od
0,5 mL/min. Supstrat i produkti odijeljeni
su pomocu SupelcogelTM C-610H (30
cm x 7,8 mm ID, 9 pm) analiticke kolone
sa SupelcogelTM H (5 cm x 4,6 mm ID,
9 pm) predkolonom (obje dobavljene iz
Sigma-Aldrich; Hamburg, Njemacka), i
detektirani pomocu detektora indeksa
loma (RID-10A) (Trontel i sur., 2010.,
Markov i sur., 2010.a).

Antimikrobna aktivnost

Inhibicija rasta odabranih test
mikroorganizama Staphylococcus aureus
3048, Escherichia coli 3014, Salmonella sp.
3064 i Listeria monocytogenes ATCC 23074
s izolatima bakterija mlijecne Kkiseline,
Lactobacillus  plantarum A, Lactobacillus
casei A i Lactobacillus  delbrueckii
A odredivala se disk-difuzijskom
metodom. Kao test mikroorganizmi
koriSteni su sojevi bakterijskih kultura
iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija
za op¢u mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta u Zagrebu.

Disk-difuzijska metoda

Antimikrobno djelovanje izoliranih
bakterijskih kultura ispitano je na
odabranim test mikroorganizmima: S.
aureus 3048, E. coli 3014, Salmonella sp.
3064 i L. monocytogenes ATCC 23074.
Na povrsinu ¢vrste hranjive podloge u
Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno
nacijepljen test-mikroorganizam, pos-
tavljeni su diskovi od filter papira (P
6 mm), a na njih je nanesen nadtalog
bakterijskog izolata. Tijekom inkubacije
nadtalog difundira radijalno iz diska
u agar tvore¢i gradijent koncentracije
i ovisno o njegovom antimikrobnom
djelovanju inhibira rast mikroorganizma
u okolini diska. Prozirna zona u kojoj
nema vidljivog rasta naziva se zona
inhibicije (ZI) i indikacija je osjetljivosti
mikroorganizma prema antimikrobnom
agensu (Markov, 2005., Frece i sur,
2010.b).

Odredivanje osnovnog kemijskog sastava

Uzorci sireva za kemijsku analizu
homogenizirani su na homogenizatoru
Ultraturax DI 25 basic, Yellow Line
te su potom ispitivani udjeli vode,
sirovih bjelancevina i masti, pepela te
ugljikohidrata (%).

Odredivanje udjela vode i pepela
provedeno je gravimetrijski uz uporabu
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termostata (Epsa 2000, Ba-Ri), odnosno
mufolne pedi za spaljivanje (Nobertherm,
Program Controller LV  9/11/P320).
Udio sirovih bjelancevina odredivan
je metodom po Kjeldahl-u uz uporabu
bloka za razaranje (Unit 8 Basic, Foss/
Tecator) i wuredaja za automatsku
destilaciju i titraciju (Kjeltec™ 8400
Analyser Unit, Foss). Koli¢ina sirovih
masti ispitivana je metodom po Soxhlet-u
uz ekstrakciju masti eterom na uredaju
za ekstrakciju (Soxtherm 2000, Gerhardt).
Udio ugljikohidrata odreden je rac¢unski.
Sve uporabljene kemikalije koriStene u
kemijskim analizama bile su analiticke
cistoce.

Statisticka analiza dobivenih podataka
provedena je KkoriStenjem programa
Statistica Ver. 7 software (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, 1984-2004, SAD).

Rezultati i rasprava

U ovom su radu, za identifikaciju
mikrobne populacije iz svjeZeg kravljeg
sira, upotrijebljene klasi¢ne mikrobioloske
i biokemijske (API) metode (tablica 2).

Iz uzoraka svjezeg kravljeg sira
izolirane su bakterije mlijecne kiseline
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei
i Lactobacillus delbrueckii kao prirodna
mikroflora sira, a identificirane su API 50

CHL testom (tablica 2). Sastav mikroflore
karakteristican je za svaku vrstu sira,
bududi damikrobne kulture u proizvodnji
sira imaju viSestruku ulogu pa i Zeljena
svojstva u siru ovise o mikrobnoj kulturi.

Najvaznija zadaca mikrobne kulture
bakterija mlijecne kiseline je proizvodnja
kiseline (metabolizam laktoze), prvo
u mlijeku, a potom u grusu sira. Za
proizvodnju  kiseline uglavnom su
odgovorne homofermentativne bakterije
mlijecne kiseline (bakterije iz roda
Lactobacillus, koje proizvode vise mlijecne
kiseline od heterofermentativnih
bakterija iz roda Lactococcus. Proizvedena
mlijecna kiselina utjeCe na svjezi okus
sirnog grusa, Sto je posebno vazno u
proizvodnji svjeZih mekih sireva kada
se grusanje mlijeka odvija djelovanjem
kiseline. Kromatografskom analizom
nadtaloga uzoraka hranjive MRS podloge
u kojoj su porasle kulture L. plantarum A,
L. casei A i L. delbrueckii A dokazana je
homolakti¢na fermentacija glukoze do
mlijecne kiseline (21,63 g/L, 19,76 g/L i
24,47 g/L mlijecne Kkiseline), a podloga
je zakiseljena na 3,65, 3,87 i 3,30 pH
vrijednost. Bakterijski izolati su kroz
proizvodnju mlije¢ne kiseline iskazali
svoje antimikrobno djelovanje prema
patogenim bakterijama, nadalje, pokazali
su dobar rast u prisutnosti NaCl i pri

Tablica 2. Rezultati mikrobioloske analize domacih svjezih sireva

: S Broj uzoraka

Escherichia coli 3/17
Staphylococcus aureus 2/17
Listeria monocytogenes 1717

Kvasci/ plijesni 17/17

Bakterije mlijecne 1717

kiseline

Raspon vrijednosti

log10cfu /g uzorka

3.301 -5.176 0/17
2.716 - 3.361 0/17
2.301 0/17
3301 - 7.431 5. fragilis 3/17
S. cerevisiae 5/17
5.230 - 6.301 . i
Candida valida 5/17
4414 - 5.602 Geotrich 10/17
3.778 - 6.778 eotrichum
candidum
5.716 - 8.602 L. plantarum 15/1
4.954 - 7.113 L. casei 8/17
3.778 - 5.322 L. delbrueckii 10/17
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Tablica 3. Tehnoloske karakteristike BMK i neki od selekcijskih kriterija

Tehnoloske karakteristike i
selekcijski kriteriji

Rast u prisutnosti 5% NaCl

Rast pri 12 °C +

Rast pri 18 °C +

Rast pri 22 °C +
Proteoliticka aktivnost +
Homofermentativna vrsta +

Heterofermentativna vrsta -

Konc. mlije¢ne kiseline g/L 21,63
pH podloge 3,65
Antimikrobna aktivnost +

Izolat BMK Izolat BMK Izolat BMK
L. plantarum A L. delbrueckii A L. casei A
+ + ok

+ +

+ +

+ +

+ +

n =

- +
24,47 19.76
3,30 3,87

+ +

Tablica 4. Zone inhibicije rasta test mikroorganizama

ZONE INHIBICIJE (mm)

L. plantarum A 20 22
L. delbrueckii A 22 24
L. casei A 18 20

razlicitim temperaturama uzgoja, dobru
proteoliticku aktivnost i time zadovoljili
i ostale tehnoloske i selekcijske kriterije
za odabir mikroorganizma kao starter
kultura za mlijecne proizvode (tablica 3).

Budud¢i da je jedan od selekcijskih
kriterija za starter kulture i antagonizam
prema patogenim mikroorganizmima,
u ovom radu pracena je inhibicija
rasta odabranih test mikroorganizama
(Staphylococcus aureus 3048, Escherichia
coli 3014, Salmonella sp. 3064 i Listeria
monocytogenes ~ ATCC  23074)  disk-
difuzijskom metodom. Antimikrobna
se aktivnost starter kultura povezuje
s proizvodnjom metabolita kao Sto su
organske kiseline (mlijecna i octena
kiselina), vodik peroksid, etanol, diacetil,
acetaldehid i bakteriocini (Frece i sur.,
2005., Frece i sur., 2010.b,¢). Iz dobivenih
rezultata vidljivo je da izolati L. plantarum
A, L. casei A i L. delbrueckii A pokazuju
znacajnu antimikrobnu aktivnost prema

19 18

21 20

21 18
patogenim  test = mikroorganizmima

(tablica 4).

Od 17 uzoraka sira, izolacijom na
selektivnim podlogama, 17,6% uzoraka
bilo je kontaminirano bakterijom E. coli,
11,7% bakterijom S. aureus, a Listeria vrste
su dokazane u jednom istrazivanom
uzorku svjezeg sira. Medutim, API-
biokemijskim testovima ni u jednom
uzorku sira nisu potvrdene patogene
bakterije E. coli, S. aureusiL. monocytogenes
(tablica  2). Uzrok  mikrobioloske
neispravnosti svih istrazivanih uzoraka
svijezeg domaceg sira ponajprije je bio
zbog povecanog broja kvasaca i plijesni
u rasponu vrijednosti od 3.301 - 7.431
log, cfu /g uzorka, sto je pokazatelj loSe
higijene i propusta tijekom proizvodnje/
cuvanja sira (tablica 2). Jedan od ciljeva
ovog istrazivanja bio je i procijeniti
stupanj mikrobioloskog  onecis¢enja
svjezeg kravljeg sira plijesnima, buduci da
plijesni u sirovom mlijeku mogu utjecati
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Prpi¢, 2003. Kirin, 2004.).
U  istrazivanjima Kirina
(2004.) broj neispravnih
uzoraka autohtonog sira
Jkvargli”, bio je 57,14%
za enterobakterije i 42,86
% za E. coli, dok S. aureus
nije dokazana ni u jednom
uzorku. Cak 45% uzoraka
krckog sira, koji se proizvodi
od sirovog, toplinski
neobradenog mlijeka, bilo je

T TR T R L Tt [P L T P [ L e ]
@1 2 3 4 B 8T 8 o8N TR oW e T

cEnaka rotka

Slika 1. Udio vode u ispitanim uzorcima domacdih svjezih sireva

neispravno zbog povecanog
broja bakterija S. aureus i E.
coli (Prpi¢, 2003.).

U istrazivanjima Ko-
zaCinski i sur. (2003.)
26,77% mekih (svjezih)

sireva i 31,51% kiselog vrhnja
nije  zadovoljilo  kriterije

I s

I bielangeving

Juglikahidrat
B pepeo

mikrobioloske  ispravnosti
zbog  povecanog  broja
enterobakterija, E. coli, S.

uicfio (%)

aureus, kvasaca i plijesni, Sto
autori objasnjavaju loSom
higijenskom kakvocom
svjezega sirovog mlijeka.
Osnovni kemijski sastav
ispitan je kroz odredivanje
udjela vode, Dbjelancevina,
masti, pepela i ugljikohidrata.
Slika 1. prikazuje utvrdene

Slika 2. Udio bjelancevina, masti, ugljikohidrata i pepela u

domacim svjezim sirevima

na organolepticka svojstva mlijecnih
proizvoda, proizvoditi mikotoksine
i predstavljati potencijalnu opasnost
po zdravlje potrosaca (Godic-Torkar i
Vengust, 2008., Markov, 2010.b). U 58,8%
uzoraka sira bile su dokazane plijesni iz
roda Geotrichum.

Rezultati nasih istrazivanja
podudaraju se s istrazivanjima mnogih
autora koji navode da se mikrobi-
oloska neispravnost mlije¢nih proizvoda
odnosila na prisutnost enterobakterija,
E. colii S. aureus (Kozacinski i sur., 2003.,

udjele vode u ispitivanim

uzorcima svjezih sireva i
ukazuje na njihovo znacajno
variranje. Iz dobivenih

podataka vidljivo je da se
analizirani uzorci sireva mogu svrstati
u skupinu svjezih sireva, s prosjecnim
udjelom vode od 79,66% + 5,15%, ali i da je
kod 4 uzorka sira odreden udio vode veci
od 85%, a Sto prema Pravilniku o sirevima
i proizvodima od sireva (N.N. 20/2009.)
predstavlja gornju granicu za udio vode u
skupini svjezih sireva.

Slika 2. prikazuje odredeni udio
bjelancevina, masti, ugljikohidrata i
pepela u analiziranim uzorcima. Udio
bjelancevina kretao se od 4,21 do
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14,84%, udio ugljikohidrata od 2,3 do
4,27% te udio pepela od 0,75 do 1,13%.
Preracunavanjem na suhu tvar, odredeni
prosjecni udio mlijecne masti u suhoj tvari
od 22,73%, sve ispitne uzorke domacih
sviezih sireva uvrStava u skupinu
polumasnih sireva. Uoceno je Siroko
variranje parametara kakvoce, ponajprije
bjelancevina, ne dovodedi pritom u vezu
lokaciju uzorkovanja, odnosno trznicu
gdje je sir nabavljen.

Slicne podatke o osnovnom kemijskom
sastavu navode i drugi autori, primjerice:
12,5% Dbjelancevina, 4,5% masti, 2,7%
ugljikohidrata te 0,91% pepela (Pavicic,
2006.). Kirin (2009.b) navodi da se moze
uoditi velika podudarnost udjela pojedinih
sastojaka domacih svjezih sireva bez
obzira na lokacije uzorkovanja. Gotovo
identi¢ne vrijednosti za udio mlijecne
masti u suhoj tvari domacih svjezih sireva
s podrudja Siska od 22,38% navode 1962.
godine Milkovi¢ i Hergesi¢, odnosno
22,37% Sabado$ i sur. (1973.) godine za
udio mlijecne masti u suhoj tvari domacih
svjezih sireva s podrudja Zagreba.

Sazetak

Buducdi da se proizvodi od svjezeg sira proi-
zvode u kucanstvu od spontano ukiseljenog -
zgruSanog mlijeka, a u proizvodnji se moze
Kkoristiti samo sirovo mlijeko, svrha ovog rada
bila je odrediti prirodnu mikrobnu populaciju
te mikrobioloske i kemijske parametre
u domadem svjezem siru. Istrazivanje je
provedeno na 17 uzoraka domacih svjezih
kravljih sireva proizvedenim na obiteljskim
gospodarstvima sjeverozapadne Hrvatske i
prikupljenim na zagrebackim i varazdinskim
trznicama.

Kao dio autohtone mikrobne populacije,
odgovorne za aromu i teksturu odredenog
proizvoda, izolirane su bakterije mlijecne
kiseline L. plantarum A, L. casei A i L.
delbrueckii A. Izolati BMK pokazali su znatno
antimikrobno djelovanje prema patogenim test
mikroorganizmima kroz proizvodnju visokih
koncentracija mlijecne kiseline i zadovoljili
neke od selekcijskih kriterija za starter kulture.
U uzorcima svjezeg sira biokemijskim API

testovima nisu dokazane patogene bakterije
E. coli, S. aureus i L. monocytogenes, medutim
uzorci sira su mikrobioloski neispravni
primarno zbog kontaminacije kvascima i
plijesnima.

U radu su praceni i kemijski parametri
koji pokazuju da svi ispitivani uzorci, prema
udjelu vode, pripadaju skupini svjezih sireva s
prosjecnim udjelom od 79,66%. U Cetiri uzorka
sira utvrden je veéi udio vode u odnosu na
propisano. Udio bjelancevina Siroko je varirao
od 4,21 do 14,84%, udio ugljikohidrata od 2,3
do 4,27% te udio pepela od 0,75 do 1,13%.
Prosjecni udio mlijene masti u suhoj tvari od
22,73% sve ispitne uzorke domacdih svjezih
sireva uvrstava u skupinu polumasnih sireva.
Nije utvrdena povezanost u kemijskom
sastavu domacih svjezih sireva s obzirom na
lokaciju uzorkovanja.
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Characterization of natural microflora and chemical

parameters in fresh domestic cheese

Ksenija MARKOV, BSc, PhD, Assistant Professor, Domagoj CVEK, BSc, PhD, Frane DELAS,
BSc, PhD, Full Professor, Lejla DURAKOVIC, BSc, PhD, Jadranka FRECE, BSc, PhD, Assistant
Professor, Valerija RADOSEVIC, student, Faculty of Food Technology and Biotechnology, Za-
greb; Nina PERSI, BSc, Junior Researcher, Jelka PLEADIN, BSc, PhD, Assistant Professor, Croa-

tian Veterinary Institute, Zagreb

Since only raw milk can be used in the
household production of fresh cottage cheese
from spontaneously soured milk, the purpose
of this study was to determine the natural mi-
crobial population, and microbiological and
chemical parameters in domestic fresh cheese.
The study was carried out on 17 samples of
domestic fresh cow cheese, produced on fam-
ily farms in northwestern Croatian and col-
lected at the Zagreb and Varazdin markets.
Lactic acid bacteria (LAB) L. plantarum A, L.
casei A and L. delbrueckii A were isolated as
part of the natural microbial population, re-
sponsible for the flavour and texture of the
fermented product. Isolates of LAB showed
good antimicrobial activity against pathogenic
microorganisms, and they produced a signifi-
cant amount of lactic acid and satisfied the ba-
sic criteria for selection of starter cultures. In

the fresh cheese samples, API tests did not es-
tablish E. coli, S. aureus or L. monocytogenes,
but did detect yeast and moulds. The study
tracked chemical parameters which showed
that all tested samples belong to the group of
fresh cheeses, with an average water content
of 79.66%. In four cheese samples, a higher
water content was found than that permitted
by regulations. Protein content varied widely
from 4.21 to 14.84%, the proportion of carbo-
hydrates from 2.3 to 4.27% and ash content
from 0.75 to 1.13%. The average fat content
in dry matter of 22.73% of all tested samples
of domestic fresh cheeses incorporates them
in the group of low-fat cheeses. Also, there
was no correlation of chemical composition
of fresh domestic cheeses with respect to sam-
pling location.
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ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Mycobacterium caprae na farmi

mlijecnih krava

Cvetnié, Z., S. Spici¢, Ivana Racié, Maja Zdelar Tuk i Sanja Duvnjak

Uvod

Tuberkuloza je kroni¢na zarazna
bolest razlicitih vrsta domacih i divljih
zivotinja te covjeka. Tuberkuloza goveda
u mnogim zemljama predstavlja problem
u epidemioloskom smislu i ekonomskim
gubitcima. Domace i divlje zivotinje
smatraju se rezervoarima i vektorima
za tuberkulozu goveda (Biet i sur,
2005.). Tuberkulozne Zivotinje svojim
izlucevinama u kojima je wuzrocnik
tuberkuloze stalno ili povremeno
prisutan inficiraju druge zivotinje i
ljude. Uzrocnici tuberkuloze u goveda
su Mycobacterium (M.) bovis i M. caprae,
a najces¢i put infekcije je aerogeni ili
enteralni (Rosenberger, 1978., Menzies i
Neill, 2000., Cvetni¢ i sur., 2006.).

Situacija, s obzirom na tuberkulozu
goveda u Republici Hrvatskoj i nekim
drugim  Europskim zemljama, je
povoljna, dok u ostalim predstavlja
znatan gospodarski problem (Cvetni¢ i
sur., 2000., Milian-Suanzo i sur., 2000.,
Pavlik i sur., 2005.).

M. bovis pripada M. tuberculosis
kompleksu. Varijacije u biokemijskim
osobinama i molekularnim
karakteristikama medu vrstama M.
tuberculosis ~ kompleksa ~ omogucuju

njihovo razlikovanje i identifikaciju Sto
je od posebne epidemioloske vaznosti.
M. bovis se nekad prema taksonomiji
dijelio u dvije podvrste: M. bovis subsp.
bovis i M. bovis subsp. caprae, a razlikuju
se prema prirodnom rezervoaru i
osjetljivosti na pirazinamid. Kako je
u lijecenju tuberkuloze rezistencija
na pirazinamid znatna, potrebno je
diferencirati sve clanove M. tuberculosis
kompleksa do razine vrste, a isto tako
i radi epidemioloSke vaznosti u ljudi
(Niemann i sur., 2000., Aranaz i sur.,
2003.). Aranaz i sur. (2003.) dokazali
su na osnovi biokemijskih i genetskih
osobina novog pripadnika M. tuberculosis
kompleksa, M. caprae. M. caprae se isto
tako navodi i kao najces¢i uzrocnik
tuberkuloze goveda u zemljama zapadne
i srediSnje Europe (Austrija, Njemacka,
Francuska, Madarska, Italija i Ceska
(Prodinger i sur., 2005.). U Hrvatskoj je
2006. godine prvi puta utvrdena infekcija
vrstom M. caprae u goveda, svinja i ljudi
(Cvetnic i sur., 2006.).

U ovom radu opisana je epizootija
tuberkuloze na farmi mlijenih krava
uzrokovana vrstom M. caprae.

Dr. sc. Zeljko CVETNIC, dr. med. vet., znanstveni saV]etmk izvanredni profesor, dr. sc. Silvio SPICIC,
dr. vet.med., znanstveni savjetnik, Ivana RACIC, dipl. ing., struéni suradnik, dr. sc. Maja ZDELAR TUK,
dr. med. vet., znanstveni savjetnik, Sanja DUVNJAK, dipl. ing., znanstveni novak, Hrvatski veterinarski

institut, Zagreb
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Materijal i metode

Materijal
Uzorkovanje materijala

Tijekom redovite godisnje kontrole
provedena je tuberkulinizacija na jednoj
farmi goveda gdje su pozitivne reakcije
utvrdene u vise od 32% goveda u stadu.
Nakon utvrdivanja pozitivnih reakcija,
prema RjeSenju nadlezne Veterinarske
inspekcije, goveda su poslana na klanje, a
materijal zaklanih goveda je u razdoblju
od 18.05. do 17.08.2011., dostavljan
u Laboratorij za bakterijske zoonoze
Hrvatskog veterinarskog instituta Zagreb.
U navedenom razdoblju u Laboratorij su
dostavljeni uzorci 96 zaklanih goveda,
1 psa, 2 uzorka mlijeka te 17 uzoraka iz
okolisa (tablica 1).

Metode
Laboratorijska pretraga izdvajanja
mikobakterija iz uzoraka uzetih iz

okolisa farme te limfnih ¢vorova i organa
goveda sastojala se od bakterioloSke i
molekularne pretrage.

Bakterioloska pretraga
Uzorci su dostavljeni radi
bakterioloske pretrage na tuberkulozu

prije nasadivanja obradeni na sljedeci
nacin: dio organa (oko 5 grama) se
Skarama sitno nareze u plastinim
vre¢icama, doda se 10 ml sterilne
fizioloske otopine i postavi u stomaher 1
minutu. Homogenizirana se masa (tekudi
dio) otpipetira u epruvetu i doda 10 ml
5% oksalne kiseline i uz povremeno
mijeSanje inkubira 10-20 minuta na
sobnoj  temperaturi.  Koncentriranje
se tako obradenog materijala vrsi
centrifugiranjem 5 minuta na 2500
okretaja. Nadtalog se neskodljivo ukloni,
a talog se razrijedi s 1-2 ml fizioloske
otopine. Zatim se po 200 ul suspenzije
nacijepi na selektivne podloge i to na 2
podloge Lowenstein-Jensen s glicerinom,
2 Lowenstein-Jensen bez glicerina i
2 Stonebrink. Ostatak se suspenzije
zamrzne radi eventualne ponovne
pretrage. Materijal iz okoliSa se obraduje
na nacin da se stavi u sterilnu posudu
sa 100 ml destilirane vode. Mjesavina
se viSestruko promucka i ostavi preko
noé¢i na sobnoj temperaturi. Potom se
materijal homogenizira i filtrira kroz
sterilnu gazu da se odstrane vece Cestice,
a nakon toga se centrifugira 15 minuta
na 4000 okretaja. Dekontaminacija i

Tablica 1. Vrsta i broj dostavljenih uzoraka radi bakterioloSke pretrage na tuberkulozu

oznaka

Mlijeko 2

Sijeno 1

Balega 4

18.5.2010. 17141 Silaza 5
Krmna smjesa 2

Voda 3

Gnoj 2

19.05.2011. 17142 Limfni ¢vorovi i plu¢a goveda 6
01.06.2011. 19045 Limfni ¢vorovi i organi goveda 35
08.06.2011. 19638 Limfni ¢vorovi goveda 26
08.07.2011. 23367 Limfni ¢vorovi i plu¢a goveda 12
23.07.2011. 25297 Limfni ¢vorovi, plu¢a i jetra goveda 6
23.07.2011. 25298 Limfni ¢vorovi i jetra goveda 11
17.08.2011. 27858 Limfni ¢vorovi i plu¢a psa 1
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ostali postupci su identi¢ni s obradom
tkiva.  Epruvete s  mnacijepljenim
materijalom se inkubiraju 8 tjedana na
37 °C. Kontrola porasta vrsi se jednom
tjedno. Porasle se kolonije identificiraju
na temelju brzine rasta, morfologije i
bojenjem po Ziehl — Neelsenu, a nakon
utvrdivanja acidorezistentnih Stapica
daljna se identifikacija i tipizacija vrse
molekularnim pretragama. Ako su
podloge s pretraZzivanim materijalom
podrijetlom od goveda sterilne i
nakon 8 tjedana, pretraga se smatra
zavrsenom s negativnim rezultatom
(OIE Terrestrial Manual 2009, poglavlje
2.4.7.). Identifikacija sumnjivih kolonija
molekularnim  metodama prvo se
zapocinje s utvrdivanjem pripadnosti
rodu Mycobacterium (Hance i sur.,1989.),
a zatim s dokazom pripadnosti M.
tuberculosis kompleksu (Eisenach i sur.,
1990.). Identifikacija vrste izolata unutar
M. tuberculosis kompleksa (MTBC) vrsi
se pomoc¢u GenoType MTBC kita (Hain
Lifescience, Njemacka).

Molekularne pretrage
Izdvajanje DNA mikobakterija iz kulture
Bakterijske kulture se razmute u
100 pl destilirane vode (UltraPure™
DNase/RNase-Free  Distilled  Water,
Invitrogen, Velika Britanija), kuhaju
20 minuta na 95 °C te centrifugiraju 1
minutu na 14000 g. Supernatant se koristi
kao DNA kalup u PCR reakciji.

Utvrdivanje pripadnosti rodu
Mycobacterium i M. tuberculosis
kompleksu

Lancanom se reakcijom polimerazom
(PCR) umnozi dio gena koji kodira
antigen velic¢ine 65 kDa karakteristican za
mikobakterije. Time se utvrdi pripadnost
izolata rodu  Mycobacterium. PCR
reakcijska smjesa ukupnog volumena
20 pl sadrzavala je 10 pl mjeSavine
HotStarTaq Master Mix (Qiagen,
Njemacka), 6 ul vode (RNase-free Water,
Qiagen, Njemacka), 1 ul pocetnice Dal

(GAGATCGAGCTGGAGGATCC),
1 pl pocetnice Da2 (AGCTGCAGC-
CCAAAGGTGTIT) te 2 ul DNA.
Kona¢na je  koncentracija  svake
pocetnice (Invitrogen, Velika Britanija)
u reakcijskoj smjesi bila 0,4 uM.
Umnazanje gena provedeno je pomocu
uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, SAD) s pocetnom
denaturacijom (95 °C/15 min), nakon koje
je uslijedilo 35 ciklusa denaturacije (95
°C/40 sec), vezanja pocetnica (60°C/40 sec)
i produljivanja lanaca (72 °C/1,10 min) te
zavrsni korak produljivanja lanaca (72
°C/7 min). Veli¢ina produkta umnazanja
je 383 parova baza (pb) (Hance i sur,
1989.).

Svi  izdvojeni izolati koji po
prethodnoj pretrazi (65 kDa)
pripadaju rodu Mycobacterium

testirani su pomocu pocetnica IS 1
(CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG) i Is 2
(CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG) kojima
se dokazuje insercijska sekvenca IS 6110
karakteristicna za vrste M. tuberculosis
kompleksa (Eisenach i sur., 1990.). Velic¢ina
produkta umnozavanja iznosi 123 pb, a
reakcijska se smjesa ukupnog volumena 20
ul sastojala od 10 pl mjeSavine HotStarTaq
Master Mix (Qiagen, Njemacka), 6 ul vode
(RNase-free Water, Qiagen, Njemacka),
0,4 puM pocetnice IS1, 0,4 uM pocetnice
IS2 te 2 pl DNA. Umnazanje je vrseno
pomocu uredaja Veriti 96 Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems, SAD) i to
s pocetnom denaturacijom na 95 °C 15
minuta, nakon ¢ega su uslijedila 33 ciklusa
(94 °C/20 sec, 58 °C/20 sec, 72 °C/20 sec) te
kona¢no produljivanje lanaca na 72 °C 7
minuta. Produkti umnozavanja analizirani
su pomoc¢u uredaja za kapilarnu
elektroforezu QIAxcel (Qiagen, SAD).

Identifikacija  vrsta  molekularnom
pretragom Geno Type MTBC kitom
Koristenjem kita GenoType MTBC
(Hain Lifescience, Njemacka) utvrdeno je
kojoj vrsti unutar M. tuberculosis kompleksa
izolati pripadaju. Kit se bazirana DN A strip
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tehnologiji i omogucava identifikaciju vrsta
koje pripadaju M. tuberculosis kompleksu:
M. africanum, M. bovis ssp. BCG, M. bovis
ssp. bovis (M. bovis), M. bovis ssp. caprae
(M. caprae), M. microti i M. tuberculosis /M.
canettii. Postupak identifikacije pomocu
kita GenoType MTBC uklju¢uje PCR

umnazanje  koriStenjem  biotiniliranih
pocetnica i reverznu hibridizaciju.
Hibridizacija ukljucuje kemijsku

denaturaciju produkta PCR umnazanja,
hibridizaciju jednolancanih biotiniliranih
produkata na membranu s probama,
dodavanje konjugata streptavidin-alkalna
fosfataza i interpretaciju dobivenog uzorka
vrpcina stripu.

Genotipizacija  izolata metodom
promjenjivog broja opetovanih slijedova
nukleotida M. tuberculosis kompleksa
(engl.  Mycobacterial ~ Interspersed
Repetitive Units - Variabile Number of
Tandem Repeats (MIRU-VINR))

Za genotipizaciju izoliranih

mikobakterija metodom MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units - Variable Number of Tandem
Repeats) koriStene su pocetnice (Supply
i sur, 2000.) navedene u tablici 2.
Pocetnice (Invitrogen, Velika Britanija)
su podijeljene u 3 grupe s obzirom na
koli¢inu MgCl, koja se dodaje u PCR
reakcijsku  smjesu. Koli¢ine ostalih
reagenasa (Qiagen, Njemacka) u PCR
smjesi su iste za sve pocetnice. Reakcijska
smjesa volumena 20 ul sadrZavala je 2 ul
PCR pufera (sadrzi 15 mM MgCl), 4 ul
Q-otopine, 0,2 pl mjesavine dNTP (10 mM
od svakog dNTP-a), 0,1 ul polimeraze
(HotStarTag DNA Polymerase, 5 units/
pl), 0,2 ul pocetnice 1 i 0,2 ul pocetnice
2 (10 uM), 2 pl DNA i vodu (RNase-
free Water). Za pocetnice iz grupe 1, u
reakcijsku smjesu je dodano 0,4 ul MgCl,
(25 mM, Qiagen, Njemacka), za pocetnice
grupe 2, dodano je 0,8 ul MgCL, a za
grupu 3 MgCl, nije dodavan. Umnazanje

Tablica 2. Poletnice koriStene za genotipizaciju metodom MIRU-VNTR (Supply i sur., 2000.)

| GRUPA |
154 MIRU 2
580 MIRU 4
960 MIRU 10
1644 MIRU 16
3192 MIRU 31
802 MIRU 40
2531 MIRU 23
4348 MIRU 39
2059 MIRU 20
2531 MIRU 24
2996 MIRU 26
2687 MIRU 27

LOKUS ALIAS PAROVI POCETNICA (5°-3)

TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT
GCGCGAGAGCCCGAACTGC
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT
TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG
TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA
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VNTR slijedova provedeno je pomocu
uredaja Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, SAD) s pocetnom
denaturacijom (95 °C/15 min), nakon koje
je uslijedilo 35 ciklusa denaturacije (95
°C/1 min), vezanja pocetnica (59 °C/1 min)
i produljivanja lanaca (72 °C/1,30 min)
te zavrsni korak produljivanja lanaca
(72 °C/7 min). Veli¢ine PCR produkata
odredene su kapilarnom elektroforezom
pomocu uredaja QIAxcel (Qiagen, USA).
Broj uzastopnih ponavljanja na nekom
lokusu odreden je usporedivanjem
veli¢ina PCR produkata prema opisanom
postupku (Supply i sur., 2000.).

Rezultati
U Laboratorij za bakterijske zoonoze,
Hrvatskog  veterinarskog  instituta

Zagreb, tijekom 2010. godine od svibnja
do kolovoza dostavljen je materijal
goveda s farme na kojoj je utvrden
visok postotak pozitivnih i sumnjivih
tuberkulinskih reakcija. U navedenom
razdoblju dostavljeno je 96 uzoraka
limfnih ¢vorova, pluca i jetara goveda, 1

psa, 17 uzoraka iz okolisa farme (sijeno,
balega, silaza, smjesa, voda i gnoj) te 2
uzorka mlijeka.

BakterioloSkom su pretragom iz
dostavljenog materijala mikobakterije
izdvojene iz 66 uzoraka podrijetlom iz
goveda i iz jednog uzorka okolisa (vode)
(tablica 3).

Mycobacterium spp. utvrden je u 67
uzoraka, a dokazan je umnoZavanjem
sekvence DNA iz gena koji kodira 65kD
antigen, a koji je prisutan u genomu
svih mikobakterija. Veli¢ina produkta
umnozavanja iznosila je 383 pb, Sto je
vidljivo u svih izdvojenih izolata (slika 1).

Daljnom smo pretragom iz izdvojenih
izolata mikobakterija metodom PCR
dokazali da svi pripadaju M. tuberculosis
kompleksu. Veli¢ina produkta umnazanja
iznosi 123 bp (slika 2). Hibridizacijskim
testom (GenoType MTBC) potvrdeno
je da svi izdvojeni izolati iz goveda
pripadaju vrsti M. caprae.

Rezultati genotipizacije izolata MIRU-
VNTR metodom
Genotipizacijom 66 izdvojenih izolata

Tablica 3. Prikaz broja obradenih uzoraka, utvrdenih patoloSkih promjena te izdvojenih i identificiranih

mikobakterija.
Oznaka Broj

Vrsta materijala
uzoraka

materijala

Pozitivno (bakt. i

17142 leflm cvorovi i 6
plu¢a goveda

19045 lefm_cvorow i 35
organi goveda

19638 Limfni ¢vorovi %
goveda

23347 me/m cvorovi i 12
plu¢a goveda

Limfni ¢vorovi,

25297 pluca i jetra 6
goveda

25298 Ll_mfm cvorovi i 1"

jetra goveda

27858 lefnllcvorow i 1
pluca psa

17141 Okolis 19
Ukupno 116

Patoloske Identificirana vrsta
romjene mol. metodamal mikobakterija
promy Broj/% )
6 6/100 M. caprae
32 24/68,6 M. caprae
25 13/50 M. caprae
8 7/58,3 M. caprae
4 6/100 M. caprae
b 10/90,9 M. caprae
0 0 -
_ 1 M. vaccae
M. caprae (66)
ol 67/57.6 M. vaccae (1)
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Slika 1. Dokaz pripadnosti rodu Mycobacterium
metodom 65 kDa.

Legenda 65 kDa:

- NK - negativna kontrola

- PK - pozitivna kontrola (M. tuberculosis)

- M - marker s produktima umnazanja velicina
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800
i 1000 parova baza

- 23367 (6, 9,10), 25297 (34, 47, 50), 25298
(19,29,30) - oznake uzoraka

M. caprae utvrden je jedinstven 12-clani
MIRU-VNTR kéd (2-3-6-4-2-4-2-5-3-5-2-
2). Istovjetni MIRU genotip u Republici
Hrvatskoj je do sada utvrden u jednom
uzgoju drugog vlasnika tijekom epizootije
tuberkuloze goveda 2004. godine.

Rasprava

Velika prosirenost tuberkuloze u
uzgojima goveda, znacenje te bolesti
kao zoonoze, veliki postotak oboljelih
ljudi, a posebice djece koja su se
inficirala s M. bovis bili su razlog da se
tuberkuloza goveda pocinje tijekom
proslog stolje¢a sustavno suzbijati. U
razvijenim zemljama Europe i Sjeverne
Amerike kontrola tuberkuloze goveda,
izlucivanje tuberkulinskih reaktora, kao
i pasterizacija mlijeka smanjili su, a u
nekim zemljama i suzbili tuberkulozu u
goveda i u ljudi uzrokovanu s M. bovis.

Prva planska primjena
tuberkulinizacije i suzbijanje tuberkuloze
goveda u Republici Hrvatskoj bila je 1946.
godine. Prijasnjom akcijom postignut
je znacajan uspjeh te je 1953. pokrenuta
nova akcija (Kucel i Tunkl, 1946., Tunkl,
1954.). Sustavnom tuberkulinizacijom

23367 7167 26T K207 2577 15297

T %2 B 26298 25208
B 9 10

T 25291
sy 19 30 3 FK M

Slika 2. Dokaz pripadnosti M. tuberculosis kom-
pleksu metodom IS 6110.

Legenda IS 64110:

- NK - negativna kontrola

- PK - pozitivna kontrola (M. tuberculosis)

- M - marker s produktima umnazanja velicina
50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200, 1500, 2000 i 3000 parova baza

- 23367 (6, 9,10), 25297 (34, 47, 50), 25298
(19,29,30) - oznake uzoraka

svake trece godine na istim prostorima
postignuti su rezultati koji su tuberkulozu
goveda u Republici Hrvatskoj sveli na
mali broj tuberkulinskih reaktora (Cvetnic¢
i sur., 2000., Pavlik i sur., 2005.). Rezultati
u zemljama srednje Europe (Hrvatska,
Madarska, Poljska i Slovenija) su vrlo
slicni, imaju vrlo mali broj dokazanih
slucajeva tuberkuloze u goveda od
0.003 do 0.005% u 2004. godini, dok su
Republika Cegka i Slovacka slobodne od
bovine tuberkuloze (Pavlik i sur., 2005.).

Vrste M. tuberculosis, M. bovis, M.
caprae, M. africanum i M. microti uzrokuju
u Covjeka tuberkulozu te u klinickom
i patoanatomskom smislu ¢ine M.
tuberculosis kompleks (Spargo i sur,
1993., Grange i Yates, 1994.). U novije
doba njima su pridodani i M. canetti (Van
Soolingen i sur., 2001.) te M. pinnipidei
(Causins i sur, 2003.). Varijacije u
biokemijskim osobinama i molekularnim
karakteristikama medu vrstama M.
tuberculosis ~ kompleksa ~ omogucuju
njihovo razlikovanje i identifikaciju $to je
od posebne epidemioloske vaznosti. M.
bovis se prema novijoj taksonomiji dijeli
u dvije podvrste: M. bovis subsp. bovis i
M. bovis subsp. caprae. Glavna razlika
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medu njima je njihov prirodni rezervoar
i razlike u osjetljivosti na pirazinamid
(Aranazisur., 1999., Nieman i sur., 2000.).
Ranije je iz sojeva izvojenih tijekom
2001. godine iz tuberkuloznih krava u
Republici Hrvatskoj dokazan M. caprae,
a nalazi u istom istrazivanju potvrduju
daiu zemljama srednje Europe dominira
M. caprae (Erler i sur., 2004.). Prodinger
i sur. (2002.) opisuju i nalaz M. caprae u
goveda, ljudi i jelena u Austriji. Kubica i
sur. (2003.) su u Njemackoj opisali nalaz
M. bovis u 69% izolata, a vrsti M. caprae
pripadalo je svega 31% izolata.

Novim mjerama Ministarstva
poljoprivrede — Uprave za veterinarstvo
s ciljem potpunog iskorjenjivanja bolesti
i dobivanja statusa zemlje slobodne od
tuberkuloze, godine 2010. zapocela je
akcija tuberkulinizacije cijele populacije
goveda u Republici Hrvatskoj te su se
pocela otkrivati nova zarista u pojedinim
uzgojima goveda u Hrvatskoj.

U opisanom slucaju, metodom
monotesta, utvrden je visok postotak
pozitivnih tuberkulinskih reakcija (viSe
od 32%). Tijekom postupka iskorjenjivanja
tuberkuloze u laboratorij su dostavljeni
uzorci organa i limfnih ¢&vorova 96
zaklanih goveda. Patoloske promjene
tipicne za tuberkulozu na plu¢ima i
limfnim ¢vorovima utvrdene su na 81
uzorku, a bakterioloski su mikobakterije
izdvojene iz 66 (68,8%) obradenih uzoraka
podrijetlom iz goveda. U svih izdvojenih
izolata, identificirana je vrsta M. caprae.
Iz jednog uzorka vode iz okoliSa farme
izdvojen je M. vaccae. Identi¢ni MIRU
genotip u Republici Hrvatskoj je do sada
utvrden u jednom uzgoju nedaleko od
farme u kojoj je utvrdena tuberkuloza.
Tada je u tom uzgoju osim u krava,
tuberkuloza utvrdena i u dvoje djece
(Cvetnici sur., 2006.).

Spici¢ (2008.) opseznijim
istrazivanjima dokazuje pripadnost vrsti
M. caprae u 85%, a M. bovis u 15% od 92
uzorka koji su pripadali M. tuberculosis
kompleksu.

Ovim je nalazom potvrdena dominacija

M. caprae u tuberkuloznih goveda u
Republici Hrvatskoj. Mozemo zakljuciti da
je kontrola tuberkuloze goveda u Republici
Hrvatskoj i dalje potrebna.

Sazetak

U 2010. godini tijekom redovite akcije
tuberkulinizacije u stadu mlijecnih krava
utvrdene su pozitivne reakcije u vise od 32%
goveda. Tijekom postupka iskorjenjivanja
tuberkuloze u Laboratorij su dostavljeni uzorci
organa i limfnih ¢vorova 96 zaklanih goveda.
Tipitne patoloske promjene za tuberkulozu
na plué¢ima i limfnim ¢vorovima utvrdene su
u 81 uzorku, a bakterioloski su mikobakterije
izdvojene iz 66 (68,8%) obradenih uzoraka.
U svih izdvojenih izolata, identificirana je
vrsta M. caprae. 1z jednog uzorka vode iz
okoliSa farme izdvojen je M. vaccae. Ovim
nalazom je potvrdena dominacija M. caprae u
tuberkuloznih goveda u Republici Hrvatskoj.
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Mycobacterium caprae on a dairy farm
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During regular screening for tuberculosis
in 2010, more than 32% of bovines from a dairy
cattle flock had positive tuberculin skin test re-
sults. Organ and lymph node samples from
96 bovines slaughtered during the bovine tu-
berculosis eradication programme were exam-
ined in the laboratory. Morphological changes
typical for tuberculosis were found in 81 sam-

ples, while Mycobacteria was bacteriologically
isolated from 66 (68.8%) samples. All bacterial
isolates were identified as M. caprae. Also, M.
vaccae was isolated from one water sample col-
lected on the farm. These results indicate the
prevalence of M. caprae infection in the cattle
with bovine tuberculosis in the Republic of
Croatia.
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Pojavnost i lijecenje Cisticne
bolesti jajnika u mlijecnih

goveda

R. Zobel, D. Geres, Vlatka Bui¢, Ivana Pipal, D. Buzic, i i

D. Gracner i M. SamardZija

Uvod

Porast razine luteinizirajuceg
hormona (LH) inicira ovulaciju koja
rezultira prsnuc¢em folikula i otpustanjem
jajne stanice (Espey, 1994.). Sindrom
povezan s izostankom porasta razine LH
dovodi do pojave anovulatornog ciklusa
i/ili nastanka cisti¢ne bolesti jajnika (CB]).
Ciste jajnika su folikuli koji nisu ovulirali
te nastavljaju rasti i perzistiraju najmanje
10 dana na jajniku (jednom ili oba).
Promjera su veceg od 2,5 cm ispunjeni
teku¢inom ili Zelatinoznom masom
(Roberts, 1971., Kesler i Garverick,
1982., Youngquist, 1986., Garverick,
1997., Noakes i sur., 2001., Tomaskovi¢ i
sur., 2007.). Medutim, neka istrazivanja
upucuju kako folikularne ciste mogu
biti manje od 2,5 cm, narocito ukoliko je
prisutno vise ovakvih tvorbi (Borsberry
i Dobson, 1989., Hooijer i sur., 2001.a,
Tebble i sur., 2001.). Prema nalazu Hatlera
i sur. (2003.) nalaz folikula manjih od 17
mm uz izostanak zutog tijela isto se tako
smatra cistom jajnika.

Postoji povezanost izmedu (CBJ) i
nasljednosti bududi da je pojavnost cista
trajno smanjena nakon klanja bikova dije
su kceri bile sklone nastanku cista (Kirk
i sur, 1982.). Roberts (1971.), Cole i sur.

(1986.), ljaz i sur. (1987.) kao i Melendez i
sur. (2003.) isto tako smatraju da je stanje
nasljedno budud¢i da je CBJ ucestalija
u plotkinja s loSijim hormonalnim
statusom tako da je i lijecenje samo
privremena mjera. Pojavnost CBJ vezana
je i uz visoku mljecnost (Erb, 1985., Heuer,
1999.). Medutim, Booth (1988.) te Nanda
(1989.) nisu mogli ustvrditi pozitivhu
korelaciju izmedu proizvodnje mlijeka i
pojavnosti CBJ. Pretile su krave tijekom
suhostaja sklonije nastanku CB]J tako da
je pojavnost ovog stanja u njih 4,3 puta
ucestalija nego kod zivotinja pravilne
kondicije (Rukkwamsuk i sur, 1999.).
Trenutno je prihvacena hipoteza kako
je CBJ wuzrokovana neuroendokrinim
disbalansom koji ukljucuje osovinu
hipotalamus-hipofiza-jajnik ~ tako  da
preovulatorni folikul ne ovulira veé postaje
cistican (Peter, 1997., Lopez-Diaz i Bosu,
1992., Lopez-Gatius i Lopez-Beyar, 2002.).

Vrlo je tesko u praksi ustvrditi razliku
izmedu folikularne i luteinske ciste bez
uporabe ultrazvuka (Jeffcoate i Ayliffe,
1995.). Cak je rektalna i ultrazvuéna
mogucénost razlikovanja folikularnih i
luteinskih cista vrlo teska i lako rezultira
pogreskama, a time i pogreskama u

Robert ZOBEL, dr. med. vet., Vlatka BUIC, dr. med. vet., Ivana PIPAL, dr. med. vet., Veterinarska
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lije¢enju. Stoga je fizioloski i endokrini
status razine progesterona najbolji
pokazatelj u razlikovanju dviju vrsta
cisticnih promjena (Roberts, 1971.).

Lijecenje CBJ svakako treba provoditi
s viSe aspekata bududi da je i nastanak u
pravilu multikauzalan. Vrlo je zanimljivo
kako oporavak moZe nastupiti i spontano
(Beam i Butler, 1999.). Korekcija
hranidbe, kondicije i smjeStaja uz
aplikaciju hormonalnih pripravaka po
razli¢itim protokolima moze dovesti do
uspjesnog izlijecenja (Butler, 2000.). Od
1970-ih godina u lijecenju CBJ koriste
se analozi hCG i GnRH (Bierschwal i
sur., 1975., Garverick i sur., 1978., Kesler
i sur.,, 1978., Kesler i sur.,, 1979., Osawa
i sur, 1995.). Odgovor na lijecenje
luteinskih cista analozima GnRH nije
zadovoljavajuc¢i, no stoga su opcija za
njihovo lijeCenje analozi prostaglandina.
U lijjecenju luteinskih cista adekvatan
su izbor analozi prostaglandina koji
djeluju znatno brZze od analoga GnRH
(Dobson i sur, 1997.). Drugi mogudi
pristup lijecenju je ,Ovsynch” program
opisan od Pursley-a i sur. (1995.) no
stvarni je zakljucak da pristup lijeenju
CBJ nikako ne moze biti uniforman za
sva stada ili svako grlo (Lopez-Gatius
i sur.,, 2008.). S druge strane neki autori
smatraju da se CBJ mozZe uspjesno lijeciti
istodobnom primjenom analoga GnRH i
prostaglandina, odnosno da je to najbolja
kombinacija hormona u lijecenju cista na
jajnicima (Lopez-Beyar i Lopez-Gatius,
2001., Brito i Palmer, 2004.).

Tijekom istrazivanja promjene na
jajnicima klasificirane su kao CBJ ne
vodedi posebnu evidenciju radi li se
o luteinskim ili folikularnim cistama
budu¢i da nam laboratorijske pretrage
nisu bile dostupne, a u skladu s navodima
iz literature pouzdano razlikovanje ovih
dviju vrsta cista na jajnicima nije uvijek
mogucée ni uz uporabu ultrazvucnog
aparata. Ciljradabioje ustvrditi pojavnost
CBJ u goveda razli¢itih pasmina i dobi

u naSim uvjetima hranidbe, drZzanja
i iskoriStavanja kao i uspjeh lijeCenja
razli¢itim hormonskim pripravcima.

Materijali i metode
Zivotinje

Istrazivanje je provedeno od 1. 1. 2007.
do1.2.2009. godine u Moslavini na uzorku
od 2.548 krava od cega 2.218 krava i 330
junica i to 1.548 grla simentalske pasmine
(60,75%), 636 grla pasmine holStajn
(24,96%) te 364 krizanaca simentalskog
goveda i holStajna (14,29%). U istrazivanje
je ukljueno 98 farmi s prosjecno 38
grla (12 do 125). Na 6 farmi Zzivotinje su
drZane slobodno s moguc¢noscu izlaska na
otvoreno po volji, a na preostalim farmama
zZivotinje su drZane na vezu te odlazile na
ispasu tijekom dana. Zivotinje su hranjene
siienom po volji tijekom dana, a u jutro
i na vecer nakon muZnje dodavana je
travna silaza, silaza zelenog kukuruza te
koncentrat s mljevenim kukuruzom, sojom,
zobi, pSeni¢nim posijama, mineralima i
solju. Visoko mlije¢nim Zivotinjama na
pojedinim farmama u hranu je dodavan i
propilen glikol ili glicerol prema potrebi
i nalazu mlije¢nih lista HSC-a, odnosno
HPA. Na vecini farmi kondicija Zivotinja
(engl. Body Condition Score, BCS) vrlo je
varirala i kretala se od 2 do 4,75 izmedu
pojedinih farmi, medu grlima iste farme
pa cak i tijekom proizvodnog ciklusa
jedne Zivotinje. Prosjecna starost zivotinja
iznosila je 5,4 godine (od 15 mjeseci do 9
godina). Prosjetna mlijecnost simentalskih
grla iznosila je 4.650 kg + 290 kg, u grla
krizanih pasmina 4.950 + 350 kg, a u grla
holstajn pasmine 5.450 + 320 kg godisnje.

Eksperimentalni protokol

Plotkinje su pregledavane prilikom
redovitih obilazaka farmi ili nakon
poziva stoCara o primje¢enim znacima
gonjenja. Junice su pregledavane u
dobi od 13 do 16 mjeseci, a krave 50 do
70 dana nakon porodaja. Ginekoloski
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pregled obavljali su doktori veterinarske
medicine  Veterinarske ambulante
Struzec. Zivotinje su prilikom prvog
pregleda nasumicno svrstane u skupine
prema brojevima na uSnim markicama
tako da su obzir uzimana dva posljednja
broja. Pri formiranju skupina posebno se
vodilo ra¢una o ujednacenosti skupina
s obzirom na pasminski sastav i dobnu
kategoriju.

Skupinu A cinile su plotkinje s oba
posljednja neparna broja na markici.
Skupina B imala je oba parna broja; u
skupini C predzadnji je broj bio neparan,
a posljednji paran dok je u skupini D
predzadnji broj bio paran, a posljedn;ji
neparan. Svaka je skupina brojala 637
grla od cega je u svakoj skupini bilo 82
junice (osim u skupini D koja je imala 84
junice) te 387 grla simentalske pasmine,
159 holstajn pasmine i 91 krizanac.

Kod nalaska tvorbe koja po izgledu
odgovara cisti uz izostanak zutog tijela,
plotkinja je identificirana i zabiljeZena te
pregledana ultrazvucno. Te su plotkinje
ponovo ginekoloski pregledane nakon 7
dana i zapoceto je lijeCenje.

Zivotinje skupine A, nakon posta-
vljanja dijagnoze CBJ], primile su sc.
otopinu minerala i vitamina AD,E.
Skupina B primila je sinteticki analog
GnRH u koli¢ini od 0,1 mg im., a 7. dana
analog PGF, u koli¢ini od 0,05 mg im.
QOvsynch protokol”. Skupini C aplicirano
je 0,05 mg PGF, im. trokratno u razmaku
od 11 dana. Skupina D primila je istodobno
im. analog GnRH u koli¢ini od 0,1 mg im. i
0,05 mg PGF, dva putaurazmacima od 12
dana. Sve su Zivotinje pregledane 20 dana
po svrsetku lijeenja rektalno i pomocu
ultrazvuka s linearnom sondom 7,5 MHz
da bi se ustvrdio uspjeh izljecenja.

Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrsena
je pomocu programa ,STATISTICA
8” Kolmogorov-Smirnofovim testom
radi utvrdivanja distribucije podataka.

Distribucija nije bila normalna te je
koriSten neparametrijski test te “Two
sided difference test” za usporedbu
nezavisnih  varijabli.  Statisticki  je
obradena pojavnost CB] s obzirom na
pasminu i dob kao i uspjeh izljecenja
izmedu pojednih skupina kao nezavisnih
varijabli. Pouzdanost rezultata odredena
je na razinu statisticke znacajnosti P<0,05.

Rezultati

Tijekom  promatranog razdoblja
pojavnost CBJ izmedu grupa A, B, C i
D bila je ujednacena (1,6% do 1,9%) uz
P<0,01 i u promatranom uzorku CB]J je
zabiljezena u 178/2.548 krava/junica ili
6,99% Zivotinja (P<0,01).

U  krizanih je pasmina CB]J
dijagnosticirana u 13,2% grla (P<0,01),
nesto rjede je u krava/junica holStajnske
pasmine (8,7% i P<0,01). Najrjede je
CBJ dijagnosticirana u krava/junica
simentalske pasmine i to u 4,8% grla uz
P<0,01.

CB]J je najucestalija u plotkinja starosti
4-5 godina (17%), 5-6 i 8-9 godina (16%)
te 7-8 godina (15%) uz P<0,01. Pojavnost
CBJ rjeda je u mladih Zivotinja. U grla
starosti 3-4 godine dijagnosticirana u
10% slucajeva (P<0,01). Jo$ je rjeda u
grla starosti 2-3 godine (8%) te junica
(do 2 godine) kod 5% grla iako je razina
statisti¢ke znacajnosti za posljednje dvije
varijable P>0,05.

U skupini A izlijeceno je 12,3% grla,
no rezultat nije statisticki znacajan (P=
0,8). U skupini B izljeceno je 70% grla
uz P<0,01. U skupini C uspjeh izljecenja
iznosio je 56% grla (P<0,01). U skupini D
uspjeh izlijeenja bio je 88% uz P<0,01.
(Tablica 1)

Rasprava

Pasminska struktura pregledanog
uzorka reprezentativan je uzorak stanja
na terenu ove veterinarske ambulante
gdje prevladavaju grla simentalske
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Tablica 1. Pojavnost CBJ u grupama i s obzirom na pasminu

pasmina A ACBJ B B CBJ CCBJ D D CBJ SUM  CBJSUM
387 21 387 19 387 22 387 13 1548 Vios
15% 0,8% 15,2% 0,7% 152% 08% 152% 0,5% 60,8% 4,8%
HE 159 16 159 11 159 12 159 16 636 BlaF
64,1% 0,6% 641% 0,4% 64,1% 05% 64,1% 0,6% 25% 8,7%
Kkrisane 91 12 91 10 91 14 91 12 364 482
3,6% 0,5% 3,6% 04%  3,6% 0,6% 3,6% 0,5% 14,3% 13,2%
627 492 627 40° 627 48° 627 412 2548 1782
24.6% 1,9% 246% 1,6% 246% 19% 246% 1,6% 100% 6,99%
ap < 0,01
Tablica 2. Pojavnost CBJ prema dobi
dob do2g 239 3-4g 459 54g 6-7g 789 89g  sum
S CBJ 4 6 7 15 13 8 10 12 75
2.2% 3,4% 9% 20% 17% 11% 5,6% 6,7% 42%
3 4 6 7 7 6 10 12 55
SRl 7o 20%  34% 9% 9%  34%  56%  67%  31%
v 2 4 4 8 9 8 6 4 45
SELURl o 22%  22% 1% 5% M%  34%  22%  25%
SUM o2 14 17¢ 30¢ 29¢ 22¢ 26¢ 28¢ 178z2be
5% 8%  10%  17% 1%  12%  15% 16%  100%
°P=0,2;°P = 0,4; P < 0,01;
Tablica 3. Uspjeh izljecenja CBJ
uzorak A CBJ B CBJ CCBJ D CBJ
49 40 48 41
izlijeceno Gl 2 2 s
I 12,3% 70% 56% 88%
P < 0,01
pasmine. zahvatiti 5 do 10% stada, no moze oboljeti

CBJ je dijagnosticirana tijekom 25
mjeseci istraZivanja u 6,99% slucajeva, Sto
je i u skladu s nalazom Hooijera (2001.b)
prema kojem se u nizozemskog bijelog
i crnog goveda pojavnost ove bolesti
krece se izmedu 1,9 i 11,3% te nalazima
Muellera (2007.) prema kojima CB] moze

i 30% grla unutar jedne skupine. Isto
tako i Brito i Palmer (2004.) navode kako
se pojavnost CBJ u nekoliko razli¢itih
zemalja krece izmedu 6,7 i 13,1%, dok je
pojavnost ove bolesti u Kanadi oko 9,3%
(mjereno na 24.356 laktacija). Tijekom
promatranog razdoblja CBJ je bila
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najucestalija u grla krizanih pasmina i to
za 1,5 puta ¢eSc¢a nego u grla holstajnske
pasmine. Najrjede je dijagnosticirana
u grla simentalske pasmine i to za 2,75
puta rjede u odnosu na kriZana grla te 1,8
puta u odnosu na grla pasmine Holstajn
(P<0,01).

Ucestalost CBJ] raste sa staros¢u
zivotinja te je najucestalija nakon 4. godine
zivota (P<0,01), rjeda je u grla starih 3-4
godine (P<0,01), a najrjeda u prvotelki i
junica. Iako je razina statisticke znacajnosti
pojavnosti CBJ u grla starih do 3 godine
niska (P>0,05), ipak smo misljenja kako su
grla ovih dobnih kategorija manje sklona
pojavnosti ovog stanja, a niska razina
statisticke znacajnosti je, najvjerojatnije,
posljedica  relativno malog uzorka
oboljelih grla u odnosu na ukupni uzorak.

Visoku pojavnost CBJ u grla krizanih
pasmina moguce je pripisati i viSoj
mlije¢nosti ovih grla u odnosu na
simentalska grla, ali isto tako govori i u
prilog protiv nerezonskog kriZanja poje-
dinih pasmina. U prilog nerezonskog
kriZanja pasmina govori i ¢injenica kako
je pojavnost CBJ u krizanaca 1,5 puta visa
u odnosu na grla holstajnske pasmine
unato¢ nizoj mlije¢nosti krizanaca. NaSa
su opazanja u skladu s nalazima Erb i sur
(1985.), Grohn i sur. (1990.) i Heuer i sur.
(1999.) koji su takoder nasli vezu izmedu
visoke mlijecnosti i pojavnosti cista na
jajnicima. Pored toga, viSu pojavnost CBJ
mozda treba i pripisati slabijoj adaptaciji
ovih grla nanase uvjete hranidbe i drzanja.
Visu pojavnost CBJ za 1,8 puta u grla
Holstajn pasmine u odnosu na simentalska
grla treba pripisati nedovoljnoj adaptaciji
ovih grla na klimatske uvjete, reZim
hranidbe i drzanja, posebice ukoliko
se uzme u obzir kako je veliki dio ovih
grla uvezen iz sjevernih zemalja tijekom
proteklih petnaestak godina. Pored toga,
visu pojavnost CBJ u grla holstajn pasmine
u odnosu na simentalska grla vjerojatno
treba pripisati i ve¢oj mlijecnosti.

Najvisi postotak izljecenja postignut

je u skupini D istodobnom dvokratnom
primjenom analoga GnRH i prosta-
glandina u razmaku od 12 dana. Manji
uspjeh izljecenja postignut je u skupini
B primjenom ,, Ovsynch protokola”, a jo$
nizi u skupini C trokratnom aplikacijom
analoga prostaglandina u razmacima
od 11 dana. Najmanji uspjeh izljeCenja
postignut je u skupini A. MiSljenja smo
kako su aplicirani pripravci minerala i vi-
tamina u skupini A djelovali blagotvorno
na izljecenje, no isto tako je gotovo posve
sigurno da je u odredenog broja zivotinja
ove skupine doslo do ,samoizljecenja”,
Sto je i u skladu s nalazima Beam i But-
lera (1999.) te Butlera (2000.). Podatci
izljecenja za ovu skupinu nisu statisticki
znacajni.

Bez obzira na relativno visoki pos-
totak izljeenja u skupini D te relativno
visoki postotak izljeCenja u skupinama
B i C misljenja samo kako ipak nije
moguce odrediti ,univerzalnu terapiju”
u lijeenju CB] iz viSe razloga: nastanak
CBJ je multikauzalan tako da pri
lijecenju treba svakako pokusati otkloniti
¢imbenike koji su i doveli do nastanka
CBJ. Drugi je razlog razliditog pristupa
u lije¢enju folikularnih i luteinskih cista,
$to u predmetnom istrazivanju nije bio
slucaj. Svakako bi prije pocetka lijecenja
bilo neophodno postaviti Sto tocniju
dijagnozu i klasifikaciju ciste (odredivanje
razine progesterona u mlijeku i/ili krvi)
te prema dijagnozi zapoceti i lijecenje.
Autori vjeruju kakobi tada uspjeh lijecenja
i drugim hormonskim pripravcima i pro-
tokolima bio znatno uspjesniji.

Sazetak

Istrazivanje tijekom 25 mjeseci ukljucilo je
2.548 krava (2.218 krava i 330 junica) — 1.548
grla simentalske pasmine (60,75%), 636 grla
pasmine Holstajn (24,96%) te 364 krizanaca
(14,29%). Prosje¢na starost iznosila je 5,4 godine
(15 mjeseci do 9 godina). Formirane su Cetiri
nasumicne skupine: A, B, CiD. Svakaje skupina
ukljucivala 637 grla od cega 82 junica, osim
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skupine D s 84 junica te 387 grla simentalske
pasmine, 159 holstajna i 91 krizanca. Cilj
istrazivanja bio je ustvrditi pojavnost CB]J te
uspjesnost lijecenja primjenom raznih hormo-
nalnih pripravaka. Po dijagnosticiranju CBJ
skupina A primila je sc. otopinu minerala te
vitamina AD,E. Skupini B apliciran je im. 0,1
mg GnRH, a7. dana im. 0,05 mg PGF,, . Skupini
C aplicirano je im. 0,05 mg PGF,  trokratno u
razmaku od 11 dana. Skupina D primila je is-
todobno im. 0,1 mg GnRH i 0,05 mg PGF,,
dva puta u razmacima od 12 dana. Zivotinje
su pregledane 30 dana po zavrSetku lijecenja
rektalno pomocu ultrazvuka da bi se ustvrdio
uspjeh izljecenja. CBJ je zabiljezena u 6,99%
promatranih grla (P<0,01). CBJ je za 1,5 puta
ucestalija u krizanaca nego u grla holstajnske
pasmine. Najrjede je dijagnosticirana u grla
simentalske pasmine i to 2,75 puta rjede u
odnosu na krizana grla te 1,8 puta u odnosu
na grla pasmine holstajn (P<0,01). Ucestalost
CB]J raste sa staros¢u zivotinja - najucestalija
je u grla nakon 4. godine, rjeda je u grla starih
3-4 godine (P<0,01), a najrjeda u prvotelki i
junica. U skupini A izlje¢eno 12,3% grla (P=0,8);
skupini B 70% grla (P<0,01), a u skupini C 56%
(P<0,01). U skupini D izljeceno je 88% grla
(P<0,01). Najvisi postotak izljecenja postignut
je u skupini D istodobnom dvokratnom
primjenom analoga GnRH i prostaglandina u
razmaku od 12 dana.
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Prevalence and therapy of cystic ovarian disease in dairy cows

Robert ZOBEL, DVM, Vlatlv<a BUIC, DVM, Ivana PIPAL, DV}, Veteriniiry Practice Struzec,
VETMED d.o.0; Dalibor BUZIC, B.IS., EFFECTUS-9000; Darko GERES, DVM, PhD, Full
Professor, Damjan GRACNER, DVM, PhD, Associate Professor, Marko SAMARDZIJA, DVM,
PhD, Associate Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

Research was conducted over a 25-month
period on a total sample of 2548 cows (2218
cows and 330 heifers): 1548 Simmental breed
(60.75%), 636 Holstein Friesian breed (24.96%)
and 354 cross breeds (14.29%). The average age
was 5.4 years (15 months to 9 years). Animals
were divided into four randomly created
groups: A, B, C and D, each with 637 animals,
including 82 heifers, with the exception
of group D which had 84 heifers, and 387
Simmental breed, 159 Holstein Friesian and 91
cross breed cows. The objective of the study
was to confirm the prevalence and success
of different hormone therapies. Following
confirmation of the COD diagnosis, group
A received an SC solution of minerals and
vitamins A, D and E. Group B received im. 0.1
mg GnRH, and 7 days later im. 0.05 mg PGF, .
Group C received 0.05 mg PGF, im. 3 times
in 11-day intervals. Group D simultaneously

received 0.1 mg GnRH and 0.05 mg PGF,_ twice
in 12-day intervals. After 30 days, the animals
were examined with ultrasound to confirm
success of the therapy. COD was diagnosed in
6.99% of the cows (P<0.01) and was 1.5 times
more frequent in cross breeds than in the
Holstein Friesian breed, but 2.75 times more
frequent than in the Simmental breed (P<0.01).
COD was 1.8 times more frequent in the
Holstein Friesian breed than in the Simmental
breed. The prevalence of COD increases with
age and is most common in cows after the
4th year, slightly rare in cows 3—4 years old
(P<0.01), and rarest in primipare and heifers.
Success of the treatment was 12.3% in group A
group (P = 0.8); 70% in group B; 56% in group
C and 80% in group D (P<0.01). The highest
success of treatment was achieved in group D
with simultaneous application of PGF, and
GnRH in 12-day intervals.

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 227-233,2011.



10,
%,

- d"‘ .‘<
-~
e

U~y
%

p%aav?triltaaﬁ |nnE} pr RYST ®

Otopina za nakapavanje na kozu

Sastav Pipeta (0,67 ml) sadrzava: ljekovitu tvar fipronil 67 mg; Pipeta (1,34 ml) sadrzava: ljekovitu tvar
fipronil 134 mg; Pipeta (2,68 ml) sadrzava: ljekovitu tvar fipronil 268 mg; Pipeta (4,02 ml) sadrzava: ljeko-
vitu tvar fipronil 402 mg; Pipeta (0,5 ml) sadrzava: ljekovitu tvar fipronil 50 mg. Indikacije Sprjecavanje
i suzbijanje invazije pasa i ma¢aka buhama (Ctenocephalides spp.) i krpeljima (Rhipicephalus spp., Derma-
centor spp., Ixodes spp.). Pomoc u lijecenju i kontroli alergijskog dermatitisa pasa i macaka uzrokovanog

.o ubodima buha. Sprjecavanje i suzbijanje infestacije pasa psecom pausi Trichodectes canis. Spriecavanje
Zastlta od @ i lijecenje infestacije macaka macjom pausi Felicola subrostratus. Ciljne Zivotinjske vrste Psi. Macke.

Kontraindikacije Fypryst spot-on za pse ne smije se primjenjivati na: stenadi mladoj od 8 tjedana
i lak3oj od 2 kg; bolesnim Zivotinjama (sustavne infekcije, poviena tjelesna temperatura) i onima u stadiju
oporavka; kuni¢ima jer se u njih mogu javiti teske reakcije nepodnosljivosti i uginuca; mackama jer moze
doci do predoziranja. Fypryst 50 mg spot-on za macke ne smije se primjenjivati: maci¢ima mladim od
8 tjedana i laksim od 1 kg; bolesnim Zivotinjama (sustavne infekcije, povisena tjelesna temperatura)
i onima u stadiju oporavka; kuni¢ima zbog teskih reakcija nepodnosljivosti i uginuca.

KRKA-FARMA d.o.0.
Radnicka cesta 48/1l p.p.205, Zagreb 10002
Telefon,01/63 12 100,63 12 101. Faks01/61 76 739.
E-mail: krka-farma@zg.htnet.hr. www.krka.biz/hr

Prije primjene pazijivo procitajte uputu o VMR

‘ " I (RI <k Nasa inovativnost i znanje posveceni su zdraviju. Zbog toga nasa odlucnost, ustrajnost i iskustvo

zajedno doprinose jednom cilju — razvoju djelotvornih i neskodl oda vrhunske kakvoce.




PREGLEDNI CLANAK

Kloramfenikol: zabranjeni
veterinarski pripravak jos u

primjeni

Nina Bilandzié, S. Tankovié, Ivana Varenina i BoZica Solomun Kolanovié

Uvod

Zastita zdravlja Zivotinja i osigura-
nje zdravstvene ispravnosti proizvoda
zivotinjskog podrijetla, podrazumijeva i
kontrolu ostataka zabranjenih supstanci,
veterinarskih lijekova i kontaminanata.
Zbog mogucnosti ilegalne uporabe
zabranjenih supstanci, kao Sto su
kloramfenikol, kloroform, klorpromazin,
kolhicin, dapson, dimetridazol,
metronidazol, nitrofurani, ronidazol,
tireostatici, steroidni spojevi, beta-
agonisti i dr., efikasno pracenje ostataka
tih tvari u namirnicama Zzivotinjskog
podrijetla je od presudnog znacenja (EC,
1996.).

Kloramfenikol moze uzrokovati teske
posljedice na ljudsko zdravlje te je njegova
primjena u Zzivotinja, ¢iji su proizvodi
namijenjeni ljudskoj uporabi, zabranjena
u Europskoj Uniji (EC, 1994.). Uprkos
navedenoj zabrani, kloramfenikol je jos
uvijek u primjeni zato Sto je relativho
jeftin i dostupan na trzistu.

Kloramfenikol je antibiotik Sirokog
spektra te djeluje bakteriostatski protiv
vec¢ine Gram-pozitivnih i mnogih Gram-
negativnih bakterija te takoder koci rast
i razmnozavanje rikecija, klamidija i
mikoplazmi (WHO, 2004.). Kloramfenikol
je strukturno relativno jednostavna
molekula s nitrobenzenskom strukturom
(Slika 1). Uvodenjem strukturalnih
promjena u molekuli kloramfenikola,
odnosno supstitucijom nitro-skupine

sulfometilnom, sintetizirani su
djelotvorniji manje toksicni spojevi,
tiamfenikol i florfenikol, koji su

dopusteni za primjenu kao zamjena za
kloramfenikol (Dowling, 2006.).
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Slika 1. Strukturne formule kloramfenikola i za-
mjenskih spojeva florfenikola i tiamfeniklola.

Mehanizam djelovanja,

farmakokinetika i interakcije

Kloramfenikol snazno inhibira sintezu
bjelancevina u bakterijskim stanicama
te u stanicama koStane srzi sisavaca.
Svoje djelovanje ostvaruje reverzibilnim
vezivanjem za receptorsko mjesto na
subjedinici ribosoma 50S i tako blokira
reakciju peptidiltransferaze i ugradnju
aminokiselima u novostvoreni peptid
uzrokujuéi prerani zavrSetak peptidnog
lanca, odnosno prekid biosinteze proteina
(Dowling, 2006.).

Dr. sc. Nina BILANDZIC, dipl. ing. biotehnol., znanstvena savjetnica, [vana VARENINA, dipl. ing. biotehnol,,
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Nakon oralne primjene kloramfenikol
se brzo i gotovo potpuno apsorbira, kako
kod monogastri¢nih zivotinja, tako i kod
teladi s nefunkcionalnim predzeludcima.
Kod odraslih prezivaca kloramfenikol se
(prioralnojprimjeni) razgradujeuburagu.
Koncentracija kloramfenikola u krvi je
proporcionalna primjenjenoj dozi i veca
je poslije oralne nego intramuskularne
aplikacije. ~Kloramfenikol se dobro
distribuira po svim tkivima u organizmu,
ukljucujudi i sredi$nji Zivéani sustav,
posteljicu i o¢nu vodicu i svuda postize
terapijsku koncentraciju te se samo 5 do
15% izlucuje nepromijenjeno urinom.
Polu-vrijeme eliminacije kloramfenikola
varira ovisno o zivotinjskoj vrsti, u konja
manje od 1 sat, pasa 1,1 do 5 sati, a kod
macaka 4 do 8 sati (WHO, 2004.).

Kloramfenikol se ne smije
primijenjivati zajedno s baktericidnim
lijekovima, kao S8to su penicilini,
cefalosporini i  aminoglikozidi te
ionofornim antibioticima, kao $to su
monenzin i lasalocid. Naime, kod pili¢a
kombinacija klormafenikola i lasalocida
uzrokuje nastajanje ozbiljne degenaracije
misica. Kloramfenikol inhibira aktivnost
enzima jetre (WHO, 2004.).

Nestruéna i dugotrajna primjena
kloramfenikola, poti¢e i stvaranje
rezistencije kromosomskom mutacijom.
Rezistencija nastaje kao posljedica

sinteze acetiltransferaze sposobne da
inaktivira kloramfenikol Sto je utvrdeno
kod stafilokoka. Rezistencija moze
nastati i postupkom konjugacije u Gram-
negativnih bakterija (npr. Proteus vulgaris i
E. coli), stvaranjem enzima nitroreduktaze
koji inaktivira kloramfenikol redukcijom
njegove nitro-grupe. Sintetski spojevi
tiamfenikol i florfenikol su otporni na
ovaj enzim, jer je u njihovim molekulama
nitro grupa supstituirana sulfometilnom
skupinom (Dowling, 2006.).

Primjena kloramfenikola u

proslosti

Kloramfenikol djeluje bakteriostatski
protiv.  veéine  Gram-pozitivnih i

mnogih Gram-negativnih bakterija. Pri
uobicajenim terapijskim koncentracijama
vrlo efikasno uniStava sve anaerobne
bakterije te Gram-pozitivne aerobne
bakterije (Actinomyces pyogenes,
Bacillus anthracis, Corynebacterium
spp., Erysipelothrix rhusiopathie, Listeria
monocytogenes), mnoge stafilokoke i
streptokoke, Gram-negativhe aerobne
bakterije (Actinobacillus spp., Bordetella
bronchiseptica, Brucella canis), kao i
enterobakterije (E. coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp., Salmonellla spp., Haemophilus
spp., Moraxella spp., Pasteurella spp).
Umjerenu osjetljivost na kloramfenikol
pokazuju Leptospira spp. i R. equi (Seol i
sur., 2010.).

Prema tome, kloramfenikol se
nekad koristio za lijeCenje sistemske
salmoneloze, dubokih infekcija oka,
infekcije  vanjskog uha, mastitisa,
pijelonefritisa, prostatitisa, meningitisa
kao i drugih infekcija uzrokovanih
anaerobnim bakterijama. Kloramfenikol
se koristio i za lijecenje bakterijskih bolesti
kod riba vibrioze i eritrodermatitisa
Sarana. U  veterinarskoj medicini
primjenjivao se oralno (baza ili palmitat)
ili parenteralno (baza ili sukcinat) za
lijecenje razlicitih infekcija u koncentraciji
od 0,25 do 8 ug/kg (Dowling, 2006.).

Stetni utjecaj na zdravlje ljudi

S toksikoloskog gledista
kloramfenikol je citotoksicni,
genotoksi¢ni i hematotoksi¢ni spoj koji
u ljudi uzrokuje mnoge neZeljene efekte,
od kojih neki mogu biti veoma ozbiljni
te fatalni. Razmatrani su brojni izvjestaji
epidemioloskih studija o oralnoj i
injektiranoj primjeni kloramfenikola kod
ljudi. Rezultati su potvrdili da je najvazniji
toksicni utjecaj kloramfenikola kod ljudi
depresija koStane srzi (WHO, 2004.).
Smatra se da je mehanizam djelovanja
kloramfenikola na depresiju kostane srzi
inhibicija sinteze proteina u mitohondriju
stanica koStane srzi. Pretpostavlja se
da citotoksi¢nost moze biti uzrokovana
slicnos¢éu  izmedu  mitohondrijskog
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ribosoma i bakterijskih ribosoma, jer
su oba 70S. Prema tome kloramfenikol
moZze inhibirati mitohondrijsku sintezu
proteina u stanicama sisavaca, posebno
u eritropoetskim stanicama, koje su po
svemu sudedi osjetljive na lijek (Kucers i
sur., 1997.).

Depresija se koStane srzi moZze razviti
u dva oblika. U mnogim slucajevima
nastaje reverzibilna depresija aktivnosti
kostane srZi, koja moze nastati primjenom
kloramfenikola u terapijskoj dnevnoj
dozi vecoj od 4 grama. Prekidom terapije
aktivnost koStane srzi se normalizira.
Ireverzibilni oblik depresije kosStane srzi
do sad je utvrden samo u ljudi te nije
ovisan o unesenoj koli¢ini kloramfenikola
i nastaje kao posljedica uzimanja malih
koli¢ina kloramfenikola. Ovaj oblik moze
dovesti do razvoja aplasticne anemije,
a u najtezim slucajevima ireverzibilna
aplasticna anemija moze prerasti u
leukemiju pri ¢emu je utvrdena visoka (>
50 %) stopa smrtnosti (Dowling, 2006.).
Zbog nedovoljne razvijenosti funkcije
jetre u nedonoscadi, odnosno zbog slabe
biotransformacije kloramfenikola u jetri,
lijek se slabo prevodi u glukoronide
Sto ima za posljedicu vise toksicne
koncentracije kloramfenikola u krvi (Holt
i Bajoria, 1999.).

Brojne su studije s kloramfenikolom
te metabolitima kloramfenikola pokazale
citotoksi¢nost u kostanoj srzi u in vitro
uvjetima (WHO, 2004.). Kloramafenikol
je izazivao ostecenje DNK u ljudskim
fibroblaticnim  stanicnim linjjama i
primarnim kulturama hepatocita Stakora,
ali ne i u koStanoj srzi ljudi u in vitro
uslovima. Rezultati testova na reverznu
mutaciju kod bakterija su u veéini
slucajeva bili negativni. U stanicama
sisavaca u in vitro uvjetima, kloramfenikol
je dosljedno davao pozitivne reakcije u
testovima na kromosomsku aberaciju
(lom). Sveukupno gledajuéi, dobiveni su
rezultati ukazali na to da je kloramfenikol
genotoksic¢an u in vitro uvjetima (WHO,
2004.). Zbog toga je kloramfenikol
Kklasificiran kao ,vjerovatno karcinogen
zaljude” od strane Medunarodne agencije
za istrazivanje raka (IARC, 1990.).

Stetni utjecaji u zivotinja

Usprkos  potencijalnog  toksicnog
utjecaja kloramfenikola u ljudi, smatra se
da je toksicnost u zivotinja vrlo niska, ako
se primijenjuje u propisanim dozama.
Medutim, kako je ve¢ naglaseno, zbog
potencijalnog toksi¢nog utjecaja na ljude,
te mogudnosti pronalaska metabolita
u jestivim tkivima tretiranih Zzivotinja,
primjena kloramfenikola u veterinarskoj
praksi nije dopuStena u Zivotinja
namijenjenih ishrani ljudi.

Nizom ispitivanja utvrdeno je da u
zivotinja ne dolazi do razvoja aplasti¢ne
anemije koja nastaje u ljudi. Medutim,
uocena je reverzibilna depresija aktivnosti
koStane srzi u svim vrstama, ako se
kloramfenikol primijenjuje u velikim
dozama ili nakon dugotrajne terapije. Prvi
znakovi toksi¢nog utjecaja na koStanu
stz su vakuolacija stanica eritrocita
i mijolidnih stanica, limfocitopenia i
neutropenia. Ostali su neZeljeni efekti
u zivotinja tretiranih kloramfenikolom
anoreksija, povracanje, diarea i depresija.
Uoceno je da su macke osjetljivije na
kloramfenikol od pasa, odnosno primjena
kloramfenikola u dozi od 50 mg/kg
tjelesne mase svakih 12 sati kroz 2 do 3
tiedna u macaka izaziva niz navedenih
nepozeljnih utjecaja (WHO, 2004.). U
pasa je utvrden poremecaj kosStane srzi
pri oralnoj primjeni kloramfenikola u
dozi od 300 mg/kg tjelesne mase kroz 14
dana. Rezultati istrazivanja su pokazali
smanjenje ukupnog broja eritrocita te
proporcionalno povecanje mijolidnih
stanica (Baig i sur., 1994.).

Tretman pura nesilica dodatkom
kloramfenikola u vodu za pice u
koncentraciji od 500 mg/l kroz 4 dana
pokazao je smanjenje proizvodnje jaja.
Toksi¢ni utjecaji kloramfenikola bili
su smrtnost i prestanak proizvodnje
jaja, Sto je pokazalo jo$ izrazenije kada
se s kloramfenikolom primijenjivao
monenzin (Friedman i sur., 1998.).

Ostali toksicni utjecaji kloramfenikola
uoceni su u Zivotinja u osjetljivom
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stanju, odnosno u nedonoscadi te bredih
zivotinja u kojih je utvrdena oslabljena
biotransformacija kloramfenikola u jetri
ili smanjenje sinteze proteina u fetusu
(WHO, 2004.).

Zabrana uporabe u zZivotinja
Ciji se proizvodi koriste u
ishrani ljudi

U cilju zastite zdravlja potrosaca,
u zemljama Europske Unije primjena
kloramfenikola zabranjena je u Zivotinja
¢iji su proizvodi namijenjeni ljudskoj
uporabi Uredbom 2701/94 (EC, 1994.).
Takoder, Europska Unija uspostavila
je tzv. ,zero tolerance”, odnosno za
kloramfenikol ne postoji dopustena
koncentracija u namirnicama zivotinjskog
podrijetla. Kloramfenikol je uvrsten u
skupinu supstanci za koje se maksimalno
dopustena koli¢ina u namirnicama
zivotinjskog podrijetla ne moze odrediti
iz toksikoloskih razloga (EC, 2009.).

Naredbom o zabrani primjene
odredenih  veterinarskih lijekova na
zivotinjama dije se meso i proizvodi
koriste za prehranu, 2002. godine
Ministarstvo poljoprivrede i Sumarstva RH
zabranjena je uporaba kloramfenikola na
zivotinjama koje se koriste u ishrani ljudi
(N. N. 4/2002.). Odnosno, Pravilnikom o
najvedim dopustenim koli¢inama rezidua
veterinarsko-medicinskih ~ proizvoda u
hrani Zivotinjskog podrijetla, Ministarstvo
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja
je propisalo da je kloramfenikol zabranjen
za uporabu na zivotinjama koje se koriste u
ishrani ljudi (N. N. 75/2008.).

Metode u kontroli ostataka

kloramfenikola u hrani

U svrhu odredivanja ostataka
kloramfenikola u hrani Zzivotinjskog
podrijetla koriste se specificne i osjetljive
metode. Za kloramfenikol je u Europskoj
Uniji propisana granica najmanje
zahtjevane ucinkovitosti izvedbe

metode (MRPL, engl. minimum required
performancelimit)od 0,3 ug/kgipredstavlja
minimalnu koncentraciju kloramfenikola
u uzorku koju primijenjena metoda mora
modi detektirati (EC, 2003.).

U  odredivanju  kloramfenikola
primijenjuju se orijentacijske metode koje
omogucuju brzu obradu velikog broja
uzoraka s ciljem otkrivanja mogucih
pozitivnih rezultata. Uzorci s povecanim
koncentracijama kloramfenikola
provjeravaju se potvrdnim metodama
koje jasno i potpuno identificiraju i
kvantificiraju =~ odredenu  supstancu
te ih karakterizira visoka osjetljivost,
niska granica odredivanja, selektivnost,
preciznost i brzina analize.

Primijenjene metode moraju se
validirati, odnosno podvréi postupcima

vrjednovanja ispitivanjem odredenih
parametara  koji ~ dokazuju  njenu
specifi¢cnu primjenu sukladno kriterijima
propisanim Direktivom Komisije
2002/657/EC  (EC, 2002.). Najvazniji
parametri koji opisuju izvedbene
sposobnosti metode su sposobnost
dokazivanja CCB za orijentacijske

metode (engl. detection of capability) te
grani¢na koncentracija (koli¢ina) analita
CCa (engl. limit of decision) za potvrdne
metode. Granice odredivanja metode
LOD (engl. limit of detection) takoder
se izracunavaju u okviru vrednovanja
metode.

U Europskoj Uniji se kao orijentacijske
metode za odredivanje kloramfenikola
najceSc¢e koriste imunoenzimski testovi
(ELISA) te plinska kromatografija sa
ECD detekcijom, GC-ECD (ECD, engl.
Electro Capture Detector). Imunoenzimski
testovi omogucuju postizanje granice
odredivanja od 0,008 u uzorcima jaja
do 0,22 pg/l u mlijeku (Scortichini i sur.,
2005.). GC-ECD metoda omogucuje
postizanje vrijednosti za CCa i CCB u
mesu zivotinja odnosno ribi od 0,07 i 0,12
ug/kg kloramfenikola (Cerkvenik-Flajs,
2006.).

U zadnjem desetljecu razvijeno je
niz potvrdnih metoda za odredivanje
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TasLica 1. Potvrdne metode za odredivanja kloramfenikola tekucinskom kromatografijom - tandems-
kom spektrometrijom masa (LC-MS/MS)

Vrsta uzorka

Misi¢ peradi,
goveda, riba i
Skampi

Misi¢ peradi,

goveda i konja

ékampi

Misi¢ peradi,
plodovi mora,
med

Mlijeko

Med

Mlijeko

Metoda

odredivanja

LC-MS/MS APCI

LC-MS/MS ESI

LC-MS/MS ESI

LC-MS/MS ESI

LC-MS/MS

LC-MS/MS ESI

Priprema uzorka

Ekstrakcija s etil

LC- MS/MS ES| acetatom-dietil eterom

/ SPE kolonice
Ekstrakcija s etil
acetatom, dodatak
ditiotreitola / Bond
Elut C18 kolonice
Tekucinsko fazna
ekstrakcija / C18 SPE/
tekucinsko tekucinska
ekstrakcija
Ekstrakcija s etil ac-
etatom (mi8i¢ i plodovi
mora) / SPE Bond Elut
C18 (med)
TaloZenje proteina s
trikloroctenom kiseli-
nom / Oasis HLB SPE
kolonice / tekucinsko
tekucinska ekstrakcija
Ekstrakcija dikloro-
metan acetonom /
C18 SPE kolonice /
tekucinsko tekucinska
ekstrakcija
Ekstrakcija acetat-
amonij hidroksidom
puferom / talozenje
proteina s octenom
kiselinom / Oasis MCX
kolonice / tekucinsko
tekucinska ekstrakcija

Granica odredivanja
(LOD, pg/L; pg/kg)

0,01

< 0,02

0,02

misi¢ peradi i morski
plodovi = 0,1
med =0,05

CCa =0,03

CCa = 0,07

0.1

Referenca

Mottier i sur. 2003.

Gantverg i sur.
2003.

Ramos i sur. 2003.

Bogusz i sur.
2004.

Guy i sur.
2004.

Forti i sur.
2005.

Zhang i sur. 2008.

i kvantifikaciju kloramfenikola u hrani
i bioloskim teku¢inama. Danas se za
odredivanja kloramfenikola u hrani
primijenjuju metode plinske i tekucinske
kromatografije - tandemske spektrometrija
masa (GC-MS/MS, LC-MS/MS). Metodom
GC-MS/MS s kemijskom ionizacijom
moguce je istovremeno odrediti ostatke
kloramfenikola, florfenikola i tiamfenikola
u tkivima u koncentracijama 0,03, 0,21 0,2
pg/kg (Peng i sur., 2006.). Primjenom GC-
MS/MS u Skampima je postignta granica
odredivanja od 0,1 pg/kg kloramfenikola
(Impens i sur., 2003.). Medutim, smatra se
da je glavni nedostatak primjene GC-MS/
MS metode za odredivanje kloramfenikola
potreba za derivatizacijskim korakom.

Danas se, zbog vece osjetljivosti metode
i kraceg postupka pripreme (nije potreban
derivatizacijski korak), vec¢inom koristi
LC-MS/MS tehnika odredivanja ostataka
kloramfenikola u hrani (Tablica 1).

Istrazivanja pokazuju i do 100
puta vecu osjetljivost LC-MS/MS u
odnosu na GC-MS metode zahvaljujudi
primijenjivanim tehnikama ionizacije ESI
i APCI (ESI, engl. electrospray ionisation;
APCI, engl. atmospheric pressure
chemical ionization) te dodatnog
masenog spektrometra koji sluzi kao
filter interferiraju¢ih iona iz ekstrakata
uzoraka. Ovo je osobito izrazeno
kod primjene kemijske ionizacije pri
atmosferskom tlaku zbog izrazenog
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Tablica 2. Broj i vrsta uzoraka zabiljezenih s povisenim koncentracijama kloramfenikola utvrdenih

RASAFF sustavom.

Broj i vrsta uzoraka s povisenim koncentracijama kloramfenikola utvrdenih RASFF sustavom

Meso

2001.
2002. 9 4 10 20
2003. 12 2 1 10
2004. 1 4 1 6
2005. 1 1
2006. 2 1 3 1
2007. 3 1 1
2008. 2
2009. 3 1
2010. 1 2

Ukupno 88 12 19 39

elektronskog afiniteta kloramfenikola
(Gantverg i sur., 2003.).

Pozitivni nalazi u proizvodima
zivotinjskog podrijetla

Usprkos zabrani primjene ostatci
kloramfenikola sustavno se pronalaze
u svim vrstama proizvoda Zivotinjskog
podrijetla Sto izaziva veliku zabrinutost
potrosaca. Primjenom sustava brzog
uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje
RASFF (engl. Rapid Alert System for Food
and Feed) u Europskoj Uniji je u zadnjem
desetlje¢u zabiljeZen znatan broj prijava
uporabe kloramfenikola u proizvodima
zivotinjskog podrijetla (Tablica 2.). Vazno
je napomenuti da se u RASFF sustav
prijavljuju pozitivni nalazi proizvoda
koji se upucuju na trziste Europske Unije.
PoviSene su koncentracije utvrdene u
mesu peradi i ostalih Zivotinja, ribi i ribljim
proizvodima, rakovima, medu i mati¢noj
mlijeci, mlijeku i mlije¢nim proizvodima
te hrani za zivotinje. Do 2004. godine
najveci broj posiljki koje su sadrzavale
ostatke kloramfenikola bile su podrijetlom
iz jugoistocne Azije (WHO, 2004).

o Meso Riba i Mlijeko i | Med i maticna . | Hrana za
razlicitih . . . : . s Rakovi | .. "= 0
P peradi | proizvodi | proizvodi mlijec Zivotinje
zivotinja
46 46

34 105 20 202
17 20 3 65
7 11 4 34
25 1 28
7 2 16
3 5 13
4 3 6 15
2 6
2 3
97 197 BE 430

U vremenu od 2000. do 2003. godine
u zemljama Europske Unije utvrdene
su koncentracije kloramfenikola u
pojedinim vrstama hrane u rasponu
(ug/kg): mlijecni proizvodi 0,3 - 1,27;
mlijeko u prahu 0,021 - 1,23; med 0,3 -
4,0, jedan uzorak 38,7; polen 0,58; Skampi
0,1 - 7,7, dva uzorka 31,89 i 297; rakovo
meso 0,3 — 1; slatkovodni rak 0,14 - 6,3;
zecije meso 0,3; puretina 0,82 i piletina
0,4-1,2 (WHO, 2004.). Primjer povecanih
koncentracije kloramfenikola u mlijeku
su utvrdene koncentracije kloramfenikola
u dva uzorka mlijeka u Sloveniji u 2000.
i 2001. godini (< 0,2 i 0,5 pg/kg; Dolajs i
sur., 2007.). Od 2002. do 2006. godine u
Nizozemskoj i Njemackoj nadene su
znatne koncentracije u mlijeku u prahu
podrijetlom iz istocnih zemalja Europske
Unije (Litva 0,3 ug/kg, 2002.; Estonija 0,14
pg/kg, 2004.; Letonija 0,88 ug/kg, 2005.;
Poljska 0,72 ug/kg, 2006.).

Tijekom 2001. i 2002. godine najveci
broj prijavljenih uzoraka  povisenih
koncentracija kloramfenikola odnosio se
na rakove i med (RASFF, 2001., 2002.). U
2003. odnosno 2004. godini od ukupno
prijavljenih pozitivnih nalaza razli¢itih
veterinarskih lijekova i zabranjenih
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Tablica 3. Najvise koncentracije kloramfenikola s obzirom na vrstu proizvodima utvrdene RASFF sustavom.

Grupa Vrsta Utvrdena maksimal-
proizvoda proizvoda na konc. CAP
(pg/kg)
8

Meso razli¢itih ~ suSena
Zivotinja svinjetina
Meso peradi piletina 10
Riba i proizvodi  jegulja 38
Mlijeko i proiz- .
ol jogurt 1,27
Med i rTjaElcna med 38,7
mlijec
Med i ma‘flcna mat.l.crla - 5000
mlijec mlijec
Rakovi Skampi 297
sk el 33,5
zivotinje smjesa

supstanci na kloramfenikol se odnosilo
19% odnosno 25% (RASFF, 2003,
2004.). Analizom prijavljenih slucajeva
u vremenu od 2001. do 2010. godine
zastupljenost prijavljene vrste proizvoda
u ukupnom broju uzoraka bila je: rakovi
46%, med i mati¢na mlijec¢ 22%, mlijeko i
mlijecni proizvodi 9%, hrana za Zivotinje
8%, meso raznih Zivotinja 7,6%, meso
peradi 2,7% te riba i proizvodi 4,8%.

Povisene koncentracije
kloramfenikola utvrdene su u 43
uzoraka meda u vremenu od 2004. do
2008. godine podrijetlom iz razlicitih
geografskih podrudja. Medutim, najvedci
broj pozitivnih uzoraka (vise od 50%)
bio je podrijetlom iz Azije odnosno Kine,
Vijetnama i Indije (Reybroeck, 2003.,
Verzegnassi i sur., 2003., RASSF, 2002. —
2008.).

U vremenu od 2006. i 2010. godine broj
pozitivnih prijava poviSenih koncentracija
kloramfenikola kretao se od 13 do 16
slucajeva na godinu, a1 2009.12010. iznosio
je svega 6 odnosno 5 (RASFF, 2006. - 2010.).
U prva tri mjeseca 2011. godine zabiljezeno
je 7 slucajeva poviSenih koncentracija
kloramfenikola (RASFF, 2011.).

Slucajevi najvisih utvrdenih
koncentracija kloramfenikola s obzirom
na vrstu proizvoda i zemlju podrijetla
prikazani su u Tablici 3. Najvisa
koncentracija kloramfenikola odredena

Zemlja podrijetla

Utvrdeno u Godina
zemlji EU nalaska

proizvoda
Kina Spanjolska 2007.
Belgija Belgija 2006.
Kina Spanjolska 2002.
Litva Njemacka 2003.
Kina Njemacka 2002.
Vijetnam ltalija 2005.
Kina Spanjolska 2002.
Island Madarska 2004.

je u mati¢noj mlijeci (> 5000 ug/kg)
podrijetlom iz Vijetnama 2005. godine u
Italiji. Takoder, u Skampima podrijetlom
iz Kine 2002. godine u Spanjolskoj je
odredena koncentraija od 297 png/kg
kloramfenikola.  Prikazani  rezultati
ukazuju da je kontrola ovog antibiotika
doista od primarne vaznosti za zastitu
zdravlja potroSaca.

Sazetak

Kloramfenikol je antibiotik Sirokog
spektra koi djeluje bakteriostatski protiv
ve¢ine Gram-pozitivnih i mnogih Gram-
negativnih bakterija, a takoder suprimira
i rast i razmnozavanje rikecija, klamidija i
mikoplazmi.

S toksikoloskog glediSta kloramfenikol je
citotoksicni, genotoksicni i hematotoksicni spoj
koji u ljudi uzrokuje mnoge nezeljene efekte
medu kojima je najvazniji depresija koStane
srzi. Kao posljedica uzimanja malih koli¢ina
kloramfenikola kroz duze vrijeme nastaje i
aplasticna anemija. U Zivotinja je toksicnost
kloramfenikola vrlo niska, ako se primijenjuje
u propisanim dozama. Medutim, upravo zbog
potencijalnog toksicnog utjecaja kloramfenikola
na ljude te mogucnosti pronalaska metabolita
u jestivim tkivima Zivotinja tretiranih
kloramfenikolom, primjena u veterinarskoj
praksi u Europskoj Uniji nije dopustena u
zivotinja namijenjenih ishrani ljudi.

Usprkos zabrani primjene ostataci
kloramfenikola sustavno se pronalaze u svim
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vrstama proizvoda zivotinjskog podrijetla Sto
izaziva veliku zabrinutost potrosaca. Tijekom
proteklih godina uocen je znatan broj prijava
uporabe kloramfenikola u proizvodima
zivotinjskog  podrijetla: rakovi, i drugi
proizvodi akvakulture, med, mati¢na mlijec,
meso, mlijeko te hrana za Zivotinje.

U svrhu odredivanja ostataka
kloramfenikola u hrani Zivotinjskog podrijetla
koriste se osjetljive metode koje moraju
zadovoljavati propisanu granicu najmanje
zahtjevane ucinkovitosti izvedbe metode
(MRPL) od 0,3 pg/kg. Kao orijentacijske
metode najceS¢e se koriste imunoenzimski
testovi i plinska kromatografija, a u svrhu
potpune identificije i kvantifikacije koriste
se potvrdne metode plinske i tekudinske
kromatografije - tandemske spektrometrija
masa.
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Chloramphenicol: prohibited veterinary medicine still in use

Nina BILANDZIC, BSc, PhD, Scientific Advisor, Ivana VARENINA, BSc, Bozica SOLOMUN
KOLANOVIC, BSc, Laboratory for Residue Control, Depar/tment for Veterinary Public Health,
Croatian Veterinary Institute, Zagreb, Sanin TANKOVIC, DVM, Bosnia and Herzegovina
Veterinary Directorate, Sarajevo, Bosnia and Herzegovina

Chloramphenicol is a wide spectrum an-
tibiotic that acts bacteriostatically against
the majority of Gram positive and many
Gram negative bacteria, and also suppresses
the growth and multiplication of rickettsia,
chlamidia and mycoplasms. From the toxico-
logical perspective, chloramphenicol is a cyto-
toxic, genotoxic and hematotoxic compound
that can cause many undesirable effects in
humans, the most significant of which is bone
marrow depression. Aplastic anaemia appears
as a consequence of long-term, low dose chlor-
amphenicol exposure. In animals, the toxicity
of chloramphenicol is very low if used in the
prescribed doses. However, due to the poten-
tially toxic influence of chloramphenicol in
humans, and the ability to find its metabolites
in the edible tissues of animals treated with
chloramphenicol, its use in veterinary prac-
tice is prohibited in the European Union for

animals intended for human consumption.
Despite the ban, chloramphenicol residues
are regularly found in all types of products of
animal origin, which arouses great consumer
concern. In recent years, a significant number
of reports of the use of the banned substance
chloramphenicol have been recorded in prod-
ucts of animal origin: crustaceans, shrimp
and other aquaculture products, honey, royal
jelly, meat, milk and in feed. For the purpose
of determining chloramphenicol residues
in foods of animal origin, sensitive methods
meeting the prescribed minimum required
performance limit (MRPL) of 0.3 ug/kg are ap-
plied. Inmunoenzyme tests and gas chroma-
tography are most often used as orientation
methods, while confirmation methods such
as gas and liquid chromatography with tan-
dem mass spectrometry are used for complete
identification and quantification.
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PREGLEDNI CLANAK

Zoonoze u konja - cimbenici

emergentnosti

V. Stevanovié, V. Staresina, Lj. Barbi¢, Z. Milas,

Zrinka Stritof, Josipa Habus i N. Turk

Uvod

U posljednjih nekoliko desetljeca
zabiljeZena je pojava novih, dosad
nepoznatih zaraznih bolesti u ljudi, ali i
sve uclestalija pojava zaraznih bolesti za
koje se mislilo da su iskorijenjene ili da
su u potpunosti stavljene pod kontrolu.
Takve  zarazne bolesti nazivamo
emergentnim  zaraznim  bolestima
(Morse, 1991., Morse, 1993.). U razdoblju
izmedu 1940. god. i 2004. god. pojavilo se
ukupno 335 emergentnih zaraznih bolesti
u ljudi (Jones i sur, 2008.). Analizom
prikupljenih podataka o tim zaraznim
bolestima utvrdeno je da su vedina njih
zoonoze. Zoonoze su zarazne bolesti ili
infekcije koje se u prirodnim uvjetima
mogu prenositi sa zivotinja kraljesnjakana
¢ovjeka (Anonymus, 1959.). Od ukupnog
broja patogenih mikroorganizama koji
mogu ugroziti ljudsko zdravlje oko 50%
su uzrocnici zoonoza, a od uzroc¢nika
emergentnih zaraznih bolesti njih 60-
70% ima zoonotski potencijal (Taylor i
sur., 2001., Woolhouse i sur., 2001., Jones
i sur, 2008.). Emergentne se zoonoze
uglavnom javljaju na ograni¢enom
podrudju. Promjenom uzroc¢nika bolesti
kao i ¢imbenika koji djeluju ili u okolisu
ili u populaciji konac¢nih domacdina
uzrocnici dobivaju mogucnost Sirenja

unutar odredene populacije ljudi (Morse,
1991., Soares i sur., 1993.). Leptospiroza,
encefalitis zapadnog Nila, hendra
virusna infekcija, bjesnoc¢a kao i mnoge
druge zoonoze konja pripadaju skupini
emergentnih zoonoza (Tablica 1.).
Emergentnost ~ zaraznih  bolesti
predstavlja proces koji se sastoji od dvije
faze: unosa patogenog mikroorganizma
u novu populaciju domacina i daljnjeg
Sirenja unutar nje. Pritom su neophodni
tzv. C¢imbenici emergentnosti (Morse,
1995.). Emergentnost svake pojedine
bolesti rezultat je istodobnog djelovanja
razli¢itih socio-ekonomskih i ekoloskih
¢imbenika u razli¢itom opsegu (tablica
2. i tablica 3.) (Varou i sur, 2007.).
Postoji nekoliko podjela ¢imbenika
emergentnosti, ali se najcesc¢e dijele u Sest
skupina (Morse, 1995., Smolinski i sur.,
2003.):
1. Ekoloske promjene.
2. Promjene u demografiji i ponaSanju
ljudi.
3. Napredak tehnologije i promjene u
industriji.
4. Medunarodni transport i trgovina.
5. Promjena i adaptacija mikroorga-
nizama.
6. Neprovodenje mjerajavnog zdravstva.

Vladimir STEVANOVIC dr. med. vet., dr. sc. Vilim STARESINA, dr. med. vet., izvanredni profesor, dr. sc.
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STRITOF, dr. med. vet., vi$a asistentica, Josipa HABUS, dr. med. vet., znanstvena novakinja, dr. sc. Nenad
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Tablica 1. Vaznije zoonoze u konja i njihovi uzrocnici

Bolest Uzrocnik

Bakterijske bolesti
Infekcija s Rhodococcus equi
Infekcije mikobakterijama
Bruceloza
Leptospiroza
Salmoneloza
Bedrenica
Dermatofiloza
Maleus
Stafilokokne infekcije
Zdrebecak

Ostale streptokokne infekcije

Listerioza
Infekcije enterokokima
Infekcije klostridijima

Lymska borelioza
Virusne bolesti
Influenca
Infekcija hendra virusom

Bjesnoca
Infekcije alfavirusima
Infekcija flavivirusima

Bornanska bolest
Virusni rinitis konja
Vezikularni stomatitis
Gljivicne bolesti
Sporotrihoza
Dermatofitoza

Kod emergentnih zoonoza utjecaj
¢imbenika emergentnosti je posebno
znacajan jer postoji ogranic¢enje u smislu
njihovog Sirenja s covjeka na covjeka.
Vedina zoonoza se uopée ne moze
prenijeti, niti izravno niti neizravno,
s Covjeka na covjeka. Svega oko 10%
uzro¢nika zoonoza nakon wulaska u
populaciju ljudi odrzava se izravnim
prijenosom s covjeka na covjeka
(Woolhouse i Gowtage-Sequeria, 2005.).
Vrlo cesto zbog brzog tijeka bolesti i
visoke smrtnosti uzrocnici zoonoza ne

Rhodococcus equi
Mycobacterium spp.
Brucella spp.
Leptospira spp.
Salmonella spp.
Bacillus anthracis
Dermatophilus congolensis
Burkholderia mallei
Staphylococcus spp.
Streptococcus equi subsp. equi
S. equi subsp. zooepidemicus, S.
pneumoniae
Listeria monocytogenes
Enterococcus spp.
Clostidium spp.

Borrelia burgdorferi sensu lato

Virusi influence tip A
Hendravirus
Lyssavirus
Alphavirus
Flavivirus
Bornavirus
Virus rinitisa konja A i B
Vesiculovirus

Sporothrix schenckii
Trichophyton spp., Mycrosporium spp.

mogu izazvati masovnu pojavu bolesti
(Morse, 1995.). Za emergentnost zoonoza
su stoga neophodni dodatni ¢imbenici
koji omogucuju Sirenje uzrocnika u
populaciji ili unoSenje uzroc¢nika u novu
populaciju. Dobar su primjer emergentne
zoonoze u konja. Danas konj ponajprije
sluzi za Sport i razonodu i time je
kontakt sa ¢ovjekom puno neposredniji,
a prijenos bolesti na ¢ovjeka olaksan. Vrlo
cesto se konji transportiraju na vrlo velike
udaljenosti u vrlo kratkom vremenskom
razdoblju. Zivotinje se mogu vrlo lako
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Zoonoze u konja - ¢imbenici emergentnosti

Tablica 2. Najcesce prepoznati cimbenici emergentnosti zaraznih bolesti

Redni broj * Cimbenik emergentnosti

1. Promjene u nacinu koristenja zemljista ili u poljoprivredi

S I ICUE EEl JCO

8.

Promjene u demografiji i drustvu

Neprovodenje mjera javnog zdravstva

Bolnice i medicinski zahvati
Evolucija patogenih mikroorganizama
Medunarodna putovanja

Medunarodna trgovina

Klimatske promjene

"rangiranje ¢imbenika emergentnosti je izvrseno po broju vrsta patogenih mikroorganizama koje se
mogu dovesti u vezu s pojedinim ¢imbenikom emergentnosti (Prema Woolhouse i Gowtage-Sequeria,

2005.).

Tablica 3. Emergentne zoonoze u konja po pojedinim skupinama ¢imbenika emergentnosti
Cimbenici emergentnosti

Primjeri pojedinih

Primjeri pojedinih zoonoza

zaraznih bolesti
EkoloSke promjene
(zajedno s posljedicama
ekonomskog razvoja i
iskoritavanja zemljista)

Promjene u demografiji i
ponasanju ljudi

Medunarodni transport i
trgovina

Napredak tehnologije i prom-

jene u industriji

Promjena i adaptacija mikro-
organizama

Neprovodenje mjera javnog
zdravstva

inficirati uzrocnicima koji su nerijetko
nepoznati u zemlji njihovog podrijetla, a
brzi transport omogucuje da uzrocnici u
vremenu kra¢em od inkubacije za ve¢inu
zaraznih bolesti obidu svijet.

cimbenika
Temperaturne promjene,
sje¢a suma/posumljavanje,
poplave/suse, navodnjavanje

Rast populacije, migracija iz
ruralnih u urbana podrudja,
turizam, ratovi, bioterorizam

Vrlo brzi transport Zivotinja,
roba i ljudi Sirom svijeta,
zracni transport
Intenziviranje stocarske
proizvodnje, promjene u
preradi hrane, napredak u
biomedicinskim znanostima
Evolucija mikroorganizama
kao odgovor na promjene
uvjeta u okoliSu, razvoj rezis-
tencije prema antimikrobnim
pripravcima
Neprovodenje ili nepotpuno
provodenje mjera prevencije,
sanitacije i kontrole vektora,
ratovi, prirodne katastrofe

konja
hendravirusna infekcija,
lymska borelioza, encefali-
tis Zapadnog Nila, japanski
encefalitis, leptospiroza
encefalitis Zapadnog Nila,
lymska borelioza, bedrenica,
tuberkuloza, bjesnocda, sal-
moneloza, leptospiroza
influenca, encefalitis Zapad-
nog Nila, bjesnoda, tuberku-
loza

R. equi infekcije, MRSA infek-
cije, salmoneloza, listerioza,
E. coli 0157: H7

venecuelanski encefalitis

konja, encefalitis Zapadnog

Nila, salmoneloza, MRSA,
tuberkuloza

tuberkuloza, bjesnoca, lepto-
spiroza

Cimbenici emergentnosti

Ekoloske promjene
Mikroorganizmi

su sastavni dio

zivotnog okolisa. Mijenjajudi okolis covjek
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izravno ili neizravno djeluje i na slozene
odnose unutar biocenoze, ¢iji su sastavni
dio i brojni patogeni mikroorganizmi.
Ekoloske  promjene, ukljucujudi i
one koje su posljedica ekonomskog
razvoja i razvoja poljoprivrede su
medu najceS¢e prepoznatim uzrocima
pojave emergentnih zaraznih bolesti.
Djelovanjem ovog cimbenika najcesce
se pojavljuju u potpunosti nepoznate,
nove emergentne zarazne bolesti, obicno
zoonoze, koje obiljezava visoka smrtnost
(Morse, 1995.). Emergentnost je najcesce
posljedica izlaganja ljudi ili domadih
zivotinja bliskom kontaktu s konacnim
domac¢inom ili rezervoarom. Dobri
primjeri utjecaja ovog cimbenika su
pojava hendra virusne infekcije u konja i
povecanje ucestalosti lymske borelioze u
Europi i Sjevernoj Americi.

Infekcija hendra virusom je akutna,
kontagiozna, respiratorna zarazna bolest
konja, covjekainekih vrsta siSmisa (Sellon
i Long, 2006.). Bolest je po prvi puta
utvrdena 1994. u Brisbaneu, Queensland,
Australija (Murray i sur., 1995.). Obolio je
21 konj, od kojih je 14 uginulo, a preostalih
sedam je eutanazirano. U ovoj prvoj
epizodi obolio je i jedan covjek koji je i
preminuo. Drugi put, bolest se pojavila
u Mackayu, Queensland. Oboljela
su 2 konja, a zabiljeZen je jos jedan
smrini ishod u covjeka (Hooper i sur.,
1996., Rogers i sur.,, 1996.). Nakon toga
prijavljena su jos 3 pojedinacna uginuca
kod konja i sumnja na infekciju kod jo$
jednog covjeka (Field i sur., 2000., Hooper
i sur., 2000.). Smatra se da su prirodni
domacdini hendra virusa vrsta SiSmisa
letipsi (rod Pteropus, red Chiroptera).
Protutijela su nadena kod 47% testiranih
$iSmiSa. Urin, pobaceni fetusi i iscjedak
iz spolnih organa $iSmiSa glavni su izvor
uzrocnika za konje (Halpin i sur., 2000.,
Field i sur., 2001.).

Kao glavni razlog pojave ove bolesti
navodi se sjea Suma (Field i sur., 2001.,
Wolfe i sur, 2005.). Sjecom je Sume
uniSteno prirodno staniste SiSmisa te su
se oni u potrazi za novim naselili u blizini
ljudskih naselja te je omogucen bliski
kontakt letipasa i konja.

Promjena uvjeta u  ekosustavu
moze dovesti do povedanja populacije
prirodnih domacina ili vektora pojedinih
emergentnih zaraznih bolesti (Morse,
1991.,, Morse, 1993.). Lymska borelioza
je transmisivna zarazna bolest. Uzro¢nik
kruzi
vektora i razlicitih ptica i sisavaca koje
mogu sluziti kao domacdini. Jedan od
domacina je i konj. Ucestalost ove bolesti
u Europi raste zadnjih nekoliko godina,

u enzootskom ciklusu izmedu

a kao jedan od glavnih uzroka porasta
broja slucajeva lymske borelioze u covjeka
navodi se ponovno posumljavanje podrucja
u blizini ljudskih naselja. PoSumljavanje
omogucava zadrzavanje vektora u blizini
ljudi i domacih zivotinja (Morse, 1995.,
Varou i sur.,, 2007.).

Promjene u demografiji i ponasanju ljudi
Populacija ljudi neprestano raste, a s
njom i broj domacih zivotinja. Osim opceg
povecanja broja ljudi postoji i globalna
tendencija migracije stanovnistva u
gradove. Posljedi¢no ljudi i Zivotinje su
u sve blizem medusobnom kontaktu Sto
olaksava prijenos zaraznih bolesti.

Danas se promijenilo i ponasanje
Covjeka. Boravak u prirodi i seoski
turizam postaju sve popularniji. Konji
vrlo Cesto sluZze za rekreativno jahanje
i razonodu. Na ovaj nacin ljudi dolaze
u izravan kontakt s artropodima, ali i
bolesnim Zivotinjama. Coviek na ovaj
nacin moZe do¢i u kontakt s uzroc¢nicima
lymske borelioze te alfavirusne i
flavivirusne infekcije.
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Promjene i adaptacije
mikroorganizama

Promjenjivost i adaptacija jedna je
od osnovnih osobina koje omogucavaju

prezivljavanje Zivih organizama u
prirodi. Mutacije koje se spontano
javljaju  u  nasljednom  materijalu

pojedinih mikroorganizama mogu biti
osnova pojave nekih zaraznih bolesti.
Venecuelanski encefalitis konja (VEE —
Venezuelan equine encephalitis) je jedna
od najznacajnijih zaraznih bolesti konja i
covjeka Novog Svijeta. Za razumijevanje
epizootiologije venecuelanskog
encefalitisa vrlo vazno je bilo otkrice
dva razli¢ita nac¢ina kruZenja u prirodi
(Bianchi i sur., 1997.). Enzootski ciklus u
svom srediStu ima Sumske glodavce koji
mogu razviti dovoljno jaku viremiju i
komarce koji prenose virus izmedu njih.
U odredenim razdobljima pojavljuje se
drugi, epizootski ciklus u kojem konj
sluzi kao glavni kona¢ni domacin i moze
razviti dovoljno jaku viremiju da bude
izvor zaraze za ¢ovjeka. Znacenje konja u
ciklusu VEE je neosporno, jer se ni jedan
slucaj kod ¢ovjeka nije javio bez epizootije
kod konja (Miller i sur., 1973., Weaver i
sur., 2004.).

Primjer prilagodbe je i razvoj
otpornosti mikroorganizama na pojedine
antimikrobne pripravke. Salmoneloza je
jedna od najvaznijih zoonoza uopce (Sellon
i Long, 2006.). Covjek se najces¢e zarazi
kontaminiranom hranom, ali i izravnim
i neizravnim kontaktom sa zaraZenim
zivotinjama. Posebno znacenje u humanoj
medicini pridaje se sojevima otpornim na
mnoge antimikrobne pripravke koji se sve
¢esc¢e mogu izdvojiti iz probavnog sustava
domacih Zivotinja. Primjeri u novije
doba su Salmonella typhimurium DT104
koji se prosirio u svjetskim razmjerima
devedesetih godina proslog stoljeca i
cmy2 pozitivni soj S. newport s pocetka
ovog stoljeca koji su dokazani u konja,
ali jos treba utvrditi to¢nu ulogu konja u
epidemiologiji infekcija ovim sojevima
(Sellon i Long, 2006.).

Stapylococcus  aureus, rezistentan
na meticilin, je wuzrocnik teskih
nosokomijalnih infekcija u ljudi. Kao i
za specifi¢ne sojeve salmonela i za njega
je dokazano da se moze nadi u konja, a
utvrden je i njegov prijenos s konja na
¢ovjeka (Simmons i sur., 1986., Hartmann
isur, 1997, Seguin i sur., 1999.).

Napredak u tehnologiji i promjene u

industriji
Razvoj  biomedicinskih  znanosti
uvjetovao je uspjeSno lijeCenje i

bolesti koje su u proslosti po pravilu
zavrSavale letalno. Starenjem populacije,
lijeCenjem  malignih i  autoimunih
bolesti i produZenjem Zivotnog vijeka
ljudi koji su imunokompromitirani
iz drugih razloga stvorena je velika
subpopulacija ljudi kod kojih se javljaju
bolesti izazvane mikroorganizmima
koji su nepatogeni ili rijetko patogeni
za imunokompetentne osobe. Jedan
od patogenih mikroorganizama iz ove
skupine je Rhodococcus equi (Kedlaya i
sur., 2001., Weinstock i Brown, 2002.).
Infekcija s R. equi je jedna od najvaznijih
bolesti Zdrjebadi u dobi od tri tjedna do
Sest mjeseci (Sellon i Long, 2006.). Iako se
ovaj mikroorganizam moze izdvojiti iz
tla na gotovo 100% konjskih farmi to¢na
uloga konja u epidemiologiji ove bolesti
jos se mora utvrditi (Weinstock i Brown,
2002.).

Promjena u nadinu stocarske
proizvodnje dovela je do stvaranja
velikih farmi na kojima se nalazi veliki
broj Zivotinja na relativno malom
prostoru. Ovi uvjeti su idealni za Sirenje
zaraznih bolesti. Posebno su ugroZeni
ljudi koji su u stalnom neposrednom
kontaktu s farmskim zivotinjama, poput
veterinara i radnika na farmama te se
brojne zoonoze ubrajaju u profesionalne
bolesti. Leptospiroza je najrasirenija
zoonoza na svijetu, a ucestalost njezine
pojave zadnjih godina raste (Levett,
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2001., Langston i Heuter, 2003., Higgins,
2004., McBride i sur., 2005.). Leptospire
dobro prezivljavaju u slatkoj vodi i
kontaminirana voda je glavni izvor
za covjeka, ali leptospiroza je jedna
i od profesionalnih zaraznih Dbolesti.
Infekcija leptospirama je utvrdena u
covjeka, velikog broja divljih i domacih
zivotinja ukljucujuéi i konje. Najcesci
izvor infekcije, za osoblje na farmama
i veterinare je urin zaraZenih Zzivotinja,
rjede pobaceni plodovi, placenta, iscjedak
iz maternice i mlijeko.

Uzrok sve ces¢ih dokumentiranih
slucajeva emergentnih zoonoza sigurno
treba traziti i u napretku metoda
dijagnostike. Zasigurno je odreden dio
uzrocnika zoonoza koji su prepoznati
u novije doba ve¢ dugo prisutan medu
ljudima i Zivotinjama, ali je zbog
nepostojanja prikladnih dijagnostickih
metoda ostajao neprimijecen.

Medunarodni transport i trgovina
Danas je moguce prije¢i vrlo velike
udaljenosti u vrlo kratkom vremenu. U
ekonomski razvijenim zemljama konj
ponajprije sluzi kao Sportska Zivotinja
i zivotinja za zabavu. Konji se cesto
transportiraju na vrlo velike udaljenosti
na Sportska natjecanja, smotre i slicno
gdje dolaze u kontakt sa zivotinjama iz
razlic¢itih krajeva. Brzi transport je osobito
znacajan kod akutnih bolesti, jer je
moguce da zivotinja bude transportirana
na velike udaljenosti u vremenskom
razdoblju kracem od inkubacije te da
ne pokazuje nikakve znakove bolesti. U
zadnjih 20-tak godina uoceno je da se
infekcije flavivirusima javljaju na novim
lokacijama, sve ceSc¢e se klinicki ocituju,
a virusi postaju sve patogeniji za ¢ovjeka
(Petersen i Roehring, 2001.). Infekcija
flavivirusima je akutna, transmisivna
bolestkonja, aliiljudiiptica (SelloniLong,
2006.). Za infekcije flavivirusima moze se
reéi da su posljedica globalizacije, koja je

omogucila brzi transport ljudi i Zivotinja
na velike udaljenosti (Petersen i Roehring,
2001.). Najdramaticniju epizootiolosku i
epidemiolosku sliku iz ove skupine ima
infekcija virusom encefalitisa Zapadnog
Nila (WNE - West Nile encephalitis).
Virus prenose komarci, u kojima se i
umnozavaju, a kona¢ni domacini su ptice
(Hayes, 2001.). Konj i covjek predstavljaju
slijepu ulicu. Dokazano je da se i sisavci
i ptice mogu zaraziti i peroralnim
unosom virusa, ali i zarazenom krvi i
organima za transplantaciju. Mogud
je vertikalni prijenos u ljudi. Najveca
zabiljezena epizootija u konja pocela
je 1999. godine u New York City-u u
Sjedinjenim Americkim Drzavama. U
2002. bilo je registrirano 4156 oboljelih i
284 umrlih ljudi, najces¢e od posljedica
meningoencefalitisa. U sijecnju 2004. bilo
je 8977 zabiljeZenih slucajeva. Od 1999.
godine pa do 2005. godine u Sjedinjenim
Americkim Drzavama zabiljezeno je
250 000 slucajeva infekcije u konja s
letalitetom izmedu 30140% (SelloniLong,
2006.). Virus encefalitisa Zapadnog Nila
nije dosad izdvojen u Hrvatskoj, ali su za
njega dokazana specifi¢na protutijela u
1-3% ljudi (Vesenjak-Hirjan i sur., 1991.).
U 2002. godini pretrazeno je 980 uzoraka
seruma konja s podrudja Hrvatske na
protutijela za virus encefalitisa Zapadnog
Nila. Pozitivna su bila 4 (0,4%) uzorka
(Madi¢ i Lojki¢, 2004.).

Osim zarazenih Zzivotinja mogu se
unositi i vektori. Azijski tigrasti komarac
(Aedes albopictus) je 1986. godine unesen
u SAD i Brazil u posiljci starih guma.
Danas je taj komarac vrlo znacajan vektor
u Sirenju istonog encefalitisa konja u
SAD-u (Knudson, 1995.).

Neprovodenje mjera javnog zdravstva

Po procjenama Ujedinjenih naroda do
2025. godine 65% svjetskog stanovnistva
¢e zivjeti u gradovima (Anonymus,
1991.). Veliki broj ljudi i Zivotinja na
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malom prostoru omogucavaju da se
zarazne bolesti i zoonoze vrlo lako
Sire medu ljudima. Veliki broj ljudi na
malom prostoru otezava i provodenje
mjera javnog zdravstva Sto je dodatni

¢imbenik koji ~omogucava pojavu
zarazne bolesti. Gustoca populacije
je vrlo dobar prediktivni cimbenik

emergentnosti zarazne bolesti (Jones
i sur, 2008.). Klasicne mjere javnog
zdravstva i mjere sanitacije smanjuju
Sirenje i izloZenost ljudi brojnim
patogenim mikroorganizmima koji se
Sire tradicionalnim putevima kao Sto su
hrana i voda. Ipak, provodenjem ovih
mjera uzrocnici ne bivaju u potpunosti
eliminirani iz populacije Zzivotinja i
Jjudi, ve¢ u malom broju prezivljavaju u
okolisu, rezervoarima ili malim zaristima
infekcije (Morse, 1995.). Ratovi, prirodne
katastrofe i drugi uvjeti koji dovode do
propusta u provodenju mjera javnog
zdravstva omogucuju da se pojavnost
ovih zaraznih bolesti opet poveca, a
posebice se to odnosi na emergentne
zarazne bolesti i zoonoze.

Zakljucak

Promjenom epizootioloske i epi-
demioloske slike svijeta koja je uslijedila
zbog globalizacije ne moZe se vise
govoriti o epidemijama zaraznih bolesti
kao problemu jedne regije ili drzave vec
kao o opéem problemu kojeg svi moraju
biti svjesni. Promjene u demografiji
i ponasSanju ljudi, promjene u klimi,
ekosustavima, medunarodna putovanja

i trgovina, promjene i adaptacija
mikroorganizama, neprovodenje
mjera javnog zdravstva, ratovi i

nedostatak politicke volje da se suzbiju
pojedine bolesti uvjetuju sve ucestaliju
emergentnost zaraznih bolesti. Kao
dodatni cimbenici koji snazno djeluju
na pojavnost emergentnih zoonoza
navode se gustoca populacije ljudi,

prirast stanovnistva, zemljopisni polozaj
i klima i raznolikost vrsta Zivotinja
koje sluze kao domacdini uzro¢nicima
zaraznih bolesti. Razlicite vrste Zivotinja
mogu biti izvor zaraze za ¢ovjeka. Medu
zoonozama domacih zivotinja zoonoze u
konja dobivaju novo znacenje primarno
zbog promjene razloga i uvjeta drzanja.
Transport na velike udaljenosti, bliski
kontakt sa covjekom, daleko cesca
primjena antimikrobnih pripravaka su
samo neki od prepoznatih ¢imbenika koji
omogucuju emergentnost nekih zoonoza
u konja. Prvi i osnovni korak u zastiti
od emergentnih zoonoza je njihovo
rano prepoznavanje $to je mogudce samo
uz efikasni globalni sustav pracenja i
razumjevanje promjena koje dovode
do emergentnosti zaraznih bolesti.
Poznavanje c¢imbenika koji dovode do
emergentnosti zoonoza mogu pomoci da
se ciljno djeluje u odredenim kljucnim
trenutcima i podrucjima Sirom svijetaida
se iznadu efikasnije metode profilakse.
Za pracenje i suzbijanje emergentnih
zoonoza i emergentnosti zoonoza u konja
moraju se sustavno provoditi razli¢iti
postupci i metode: epidemioloska i
epizootioloska istrazivanja na terenu,
kontrola, eliminacija i eradikacija
izvora i rezervoara infekcije, edukacija
stanovniStva, unapredenje dijagnostickih
postupaka i tehnologije. Za provodenje
ovih mjera neophodan je timski rad
stru¢nog, iskusnog i posvecenog osoblja
iz veterinarskog i humanog javnog
zdravstva.

Sazetak

Zoonoze su zarazne bolesti ili infekcije koje
se u prirodnim uvjetima mogu prenositi sa
zivotinja kraljeSnjaka na covjeka. Leptospiroza,
encefalitis zapadnog Nila, hendra virusna
infekcija, bjesnoda kao i mnoge druge
zoonoze konja pripadaju skupini emergentnih
zoonoza. Emergentnost svake pojedine
bolesti rezultat je istodobnog djelovanja
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razli¢itih  socio-ekonomskih i ekoloskih
¢imbenika u razli¢itom opsegu. Promjenom
epizootioloske i epidemioloske slike svijeta
koja je uslijedila zbog globalizacije ne moze se
viSe govoriti o epidemijama zaraznih bolesti
kao problemu jedne regije ili drzave, vec
kao o opéem problemu kojeg svi moraju biti
svjesni. Promjene u demografiji i ponasanju
ljudi, promjene u klimi, ekosustavima,
medunarodna putovanja i trgovina, promjene
i adaptacija mikroorganizama, neprovodenje
mjera javnog zdravstva, ratovi i nedostatak
politicke volje da se suzbiju pojedine bolesti
uvjetuju sve ucestaliju emergentnost zaraznih
bolesti.
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Zoonoses in horses: emerging factors

Vladimir STEVANOVIC, DVM, Vilim STARESINA, DVM, PhD, Associate Professor, Ljubo
BARBIC, DVM, PhD, Assistant Professor, Zoran MILAS, DVM, PhD, Associate Professor, Zrinka
STRITOF, DVM, PhD, Senior Assistant, Josipa HABUS, DVM, Junior Researcher, Nenad TURK,
DVM, PhD, Associate Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

Zoonoses are infectious diseases or
infections which, under natural conditions,
can be transmitted from vertebrate animals
to humans. Leptospirosis, West Nile
encephalitis, Hendra virus infection, rabies
and many other zoonotic diseases of horses
belong to the group of emerging zoonoses.
The emergence of each disease is the result
of the simultaneous influence of different
socioeconomic and environmental factors in
different ranges. Due to globalization, there
are tremendous changes in the global state of
epizootiology and epidemiology. Changes in

demographics and human behaviour, changes
in climate, ecosystems, international travel and
commerce, microbial adaptation and change,
failure of public health measures, wars and
lack of political will to combat certain diseases
are among the most frequently recognized
factors that contribute to the emergence of
infectious diseases. As a consequence, we can
no longer speak about outbreaks of infectious
diseases as a problem of one region or state,
but as a general problem that everyone must
be aware of.
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PREGLEDNI CLANAK

DNK taksonomija

Magda Sindicic, Tomislav Gomer¢ic i Helena Cetkovié

&
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Uvod
Smatra se da carstvo Zivotinja
obuhvaca  najmanje 10  miljjuna

vrsta, rasporedenih u milijun rodova
(Hebert i sur., 2003.a). Identifikacija i
sistematika Zivotinjskih vrsta bazirana na
morfoloskim obiljezjima je nedostatna te
se sve viSe namece potreba razlikovanja
vrsta na temelju genetskih obiljezja —
tzv. DNK taksonomija (Herbert i sur,
2003.a). Pristup se temelji na analizi
malih segmenata genoma, pri ¢emu
slijed nukleotida zapravo predstavlja
jedinstveni barkod pohranjen u svakoj
stanici (Hebert i sur., 2003.a), s time da
je varijacija nukleotida unutar iste vrste
puno manja nego varijacija izmedu
vrsta (Savolainen i sur., 2005.). Pri tome
sekvence referentnih uzoraka DNK
(barkodovi), zajedno s ostalim podatcima
o vrsti, pohranjene u jedinstvenoj javno
dostupnoj bazi, sluze kao standard
za usporedbu istrazivanih uzoraka
(Tautz i sur., 2003.). Identifikacija vrsta
temeljem malih segmenata DNK Siroko
je  prihvacena ponajprije  prilikom
istrazivanja vrsta koje je teSko razlikovati
na temelju morfoloskih obiljeZja, poput
protista, bakterija i virusa (Nanney, 1982.,
Pace, 1997., Allander i sur.,, 2001.), no
ucinkovitost ove metode je ocita i kod
visih organizama (Brown i sur., 1999.,

Bucklin i sur., 1999. Trewick, 2000.,
Vincent i sur., 2000., Wells i sur., 2001.).
Da bi se uspostavio jedinstveni
sustav DNK - taksonomije potrebno je
bilo identificirati jedinstveni marker koji
bi se koristio za tu svthu. U usporedbi
s nuklearnom DNK mitohondrijski
genom je prepoznat kao bolji alat za
identifikaciju vrsta zbog haploidnog
nasljedivanja (nasljedivanje samo po
majcinskoj liniji), izostanka introna
(nekodirajuc¢ih dijelova) i ogranicenih
rekombinacija $to smanjuje raznolikost
haplotipova unutar vrsta (Saccone i sur.,
1999.). Mitohondrijska se DNK (mtDNK)
u stanici javlja u velikom broju kopija $to
omogucuje uspjesniju izolaciju iz uzoraka
lose kvalitete DNK, nego je moguce
prilikom izolacije nuklearne DNK
(Carracedo i sur., 2000.). Dosadasnja su
istrazivanja ribosomalnih gena 125 i
16S pokazala njihove nedostatke za Siru
uporabu prilikom identifikacije vrsta
zbog ucestalih insercija i delecija, Sto
otezava poravnavanje sekveci (Doyle i
Gaut, 2000.). Gen citokrom C oksidaza
podjedinica 1 (COI) identificiran je kao
dobar genetski marker za razlikovanje
vrsta zbog dvije Cinjenice — univerzalne
pocetnice umnazaju segmente gotovo
svih Zivotinjskih vrsta (Folmer i sur,

Dr. sc. Magda SINDICIC dr. med. vet., znanstvena novakinja, dr. sc. Tomislav GOMERCIC, dr. med. vet.,
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1994., Zhang i Hewitt, 1997.), a brzina
evolucijskih  promjena ovog gena
omogucava razlikovanje srodnih vrsta,
ali i filogeografskih skupina unutar
jedne vrste (Cox i Hebert, 2001., Wares i
Cunningham, 2001., Hebert i sur., 2003.b).
Ujedno, promjene aminokiselinskih
sekvenci javljaju se puno sporije kod
COI nego kod drugih mitohondrijskih
gena, poput citokroma b (Lynch i Jarrell,
1993.) pa je analizom aminokiselinskih
sekvenci  neidentificiranog  uzorka
moguce prvo utvrditi pripadnost visoj
taksonomskoj skupini (koljeno, red) te
zatim usporedbom nukleotidnih sekvenci
utvrditi vrsnu pripadnost (Hebert i sur.,
2003.b).

Enzim citokrom C oksidaza (u
engleskom jeziku poznat i kao Complex
IV ili cox) veliki je transmembranski
protein  prokaritoskih  stanica i
mitohondrija, a sudjeluje u prijenosu
elektrona u procesu stanicnog disanja.
Graden je od 3 do 5 podjedinica kod
bakterija te 13 podjedinica kod sisavaca.
Kod sisavaca enzim sadrzi 13 polipeptida
od kojih je troje (kataliticke podjedinice
I I i II) kodirano mitohondrijskim
genima, dok se za sintezu preostalih 10
podjedinica geni nalaze u nuklearnoj
DNK (Kadenbach i sur., 1983.). Gen koji
kodira za sintezu podjedinice I (COI)
smjesten je u kruznom lancu mtDNK
(slika 1) i dug je oko 1650 parova baza
(pb) (slika 2).

Slika 1. Prikaz gena mitohondrij-
ske DNK psa (Canis lupus familia-
ris) lizvor sekvence GenBank baza
HM048871)

Paul Hebert i suradnici su prvi
predlozili uporabu COI gena kao
univerzalnog identifikacijskog markera za
sve zivotinjske vrste (Hebert i sur., 2003.b,
Hebert i sur., 2003.a, Savolainen i sur.,
2005.). Hebert i sur. (2003.b) zakljucuju
da je COI ucinkovit marker za sustav
DNK-taksonomije, s visokom razinom
raznolikosti i jednostavan za primjenu.
Istrazili su wuzorke 200 predstavnika
roda Lepidoptera, jednog od taksonomski
najraznolikijih Zivotinjskih skupina no s
najmanjom raznolikos¢u sekvenci. Svakom
je istraZenom uzorku pomocu analize gena
COI sa 100% sigurnos¢u odredena vrsna
pripadnost te je utvrdeno da se sekvence
vrsta medusobno razlikuju za najmanje
3%. Zatim su Hebert i sur. (2003.a) istrazili
raznolikost vise od 13 000 COI sekvendi,
koje su obuhvacale predstavnike 13
sistematskih koljena te su zakljucili da
se analizom COI gena rutinski moze
odrediti pripadnost vrsti (uz iznimku
jednog koljena). Autori naglaSavaju
opravdanost razvoja COI identifikacijskog
sustava za sve Zzivotinjske vrste, buduci
su nukleotidne sekvence ovog markera
dovoljno raznolike za prepoznavanje
svih, osim evolucijski najmladih vrsta
(Hebert i sur., 2003.b). Smatraju da bi se
uporabom jedinstvenog sustava DNK-
taksonomije mogle kvantificirati granice
vrsne raznolikosti, omoguceno bi bilo
objektivno  taksonomsko razlikovanje
srodnih vrsta, vrsta koje su morfoloski
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1 atgttcatta accgatgatt gttctccact aatcacaagg atattggtac

51 tttatactta ctatttggag catgagccgg tatagtaggc actgecttga
101 gcctectcat ccgagecgaa ctaggtcage ceggtacttt actaggtgac
151 gatcaaattt ataatgtcat cgtaaccgce catgcetttcg taataatctt
201 cttcatagtc atgcccatca taattggggg ctttggaaac tgactagtge
251 cgttaataat tggtgctccg gacatggceat tcccccgaat aaataacatg
301 agcttctgac tecttectee atectttctt ctactattag catcttctat

351 ggtagaagca ggtgcaggaa cgggatgaac cgtataccce ccactggetg
401 gcaatctggc ccatgcagga geatccgttg accttacaat tttctectta
451 cacttagccg gagtctcttc tattttaggg gcaattaatt tcatcactac
501 tattatcaac ataaaacccc ctgcaatatc ccagtatcaa actccectgt
551 ttgtatgatc agtactaatt acagcagttc tactcttact atccctgect
601 gtactggctg ctggaattac aatactttta acagaccgga atcttaatac
651 aacatttttt gatcccgetg gaggaggaga ccctatecta tatcaacacc
701 tattctgatt cttcgggcat cctgaagttt acattcttat cctgeecgga
751 ttccgaataa tttctcacat tgtcacttac tactcaggga aaaaagagcc
801 tttcggttat ataggaatag tatgagcaat aatatctatt gggtttttag
851 gctttatcgt atgagctcac catatgttta ccgtaggaat agatgtagac
901 acacgagcgt actttacgtc cgccactata attatcgcta ttccaacggg
951 agtaaaagta tttagttgac tggcaacact tcatggaggc aatattaaat
1001 gatctccagce tatgctatga getttagggt ttattttctt atttacagta
1051 ggcgggttaa caggtattgt cctagctaat tcgtecttag acatcgttct
1101 tcatgataca tattatgttg tggctcattt tcactatgtg ctttcaatag
1151 gagcagtttt tgccattatg ggaggatttg cccactgatt ccctttatte
1201 tcaggttata ctcttaacga tacttgagca aagattcact ttacaattat
1251 gtttgtggga gtaaatataa ctttcttcce tcaacatttc ctaggtttat
1301 ctggaatacc tcgtcgatac tctgactacc cagatgceata tactacctga
1351 aataccgtct cctctatagg atcgtttatc tcgettacag cggtgatget
1401 tataattttt atgatctggg aagcctttge atccaaacga gaagttgcta
1451 tagtagaact tactacaact aacattgagt gactacatgg atgtccccct
1501 ccataccaca cgttcgaaga acctacatat gtgatccaaa aataa

Slika 2. Sekvenca COI gena psa (Canis lupus familiaris) s oznaCenim lokusima vezanja univerzalnih
pocCetnica (Folmer i sur., 1994.]) (izvor sekvence GenBank baza HM048871)

slicne te vrsta koje u razlicitim Zivotnim
stadijima imaju razlicite morfoloske oblike.
Dawnay i sur. (2007.) smatraju da COI
moze imati i veliku primjenu u foreznici.
Proveli su validacijsku studiju za uporabu
gena COI u forenzicke svrhe, pri ¢emu su
testirali preciznost markera pri razlic¢itim
uvjetima (poput koncentracije istrazivane
DNK, uvjeti PCR reakcije, kontaminacija
kemikalijama i humanom DNK).
Rezultati istrazivanja su pokazali da je
gen COI pouzdan marker za identifikaciju
zivotinjskih vrsta, ukoliko je dostupna

pouzdana baza referentnih sekvenci te
da razli¢iti uvjeti prilikom izolacije DNK
i PCR reakcije ne kompromitiraju to¢nost
identifikacije vrste.

Uporaba gena COI za identifikaciju
vrsta ogranicena je kod biljaka (osim u
algi) zbog slabe varijacije mitohondrijske
DNK (Saunders, 2005.) te kod krizanaca
kod kojih je za identifikaciju vrste
potrebna i analiza nuklearnih gena
(Hebert i sur, 2003.b). Kod pojedinih
taksonomskih skupina COI nije u¢inkovit
za razlikovanje srodnih vrsta te se kod

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 255-261,2011.
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takvih vrsta kao barkod prihvacaju drugi
markeri.

Preduvjet uporabe barkodova za
identifikaciju vrsta je bilo osnivanje
baze podataka koja ¢e povezivati
sekvence (barkodove) i vrste (Savolainen
i sur, 2005.) te sluziti kao globalni
bioidentifikacijski sustav  (Hebert i
sur, 2003.b) Prirodoslovni muzeji
identificirani su kao najbolji nositelji
ovog projekta, jer predstavljaju izvor
DNK sekvenci referalnih primjeraka
istrazenih vrsta. S tim ciljem osnovana
je organizacija “Consortium for the
Barcode of Life” (CBOL) koja povezuje
preko 170 svjetskih institucija ukljucenih
u prikupljanje sekvenci za bazu
barkodova. Pokrenuti su i projekti ciljani
na prikupljanje barkodova odredenih
zivotinjskih skupina, poput projekta
“Census of Marine Life” kojem je cilj
istraziti raznolikost morskih Zivotinja
ili ”“All Birds Barcoding Initiative”.
Arhiviranje je prikupljenih sekvenci
COI gena organizirano putem BOLD
programske  platforme  kojoj  se
pristupa putem Internet stranice www.
barcodinglife.org, a posebno je za ovaj
projekt razvijen racunalni program
koji olaksava prikupljanje, obradu i
pretrazivanje  pohranjenih  podataka
(Ratnasingham i Hebert, 2007.). Unos
podataka organiziran je i putem
GenBank baze, najvece javne internet
baze nukleotidnih i proteinskih sekvenci,
kojom upravlja National Center for
Biotechnology = Information  (NCBI)
(Benson i sur., 2000.). U bazu registrirani
korisnici pohranjuju barkodove (650
parova baza duge sekvence COI gena, u
FASTA formatu) te informacije o uzorku
— jamstvo vrsne pripadnosti, geografsku
lokaciju  podrijetla uzorka, datum
uzorkovanja i podatke o koriStenim
pocetnicama. Pripremljene su upute za
optimalne uvjete laboratorijskog rada,
koje osiguravaju uniformnost i toc¢nost

sekvenci  (www.barcoding.si.edu/pro-
tocols.html). Univerzalne pocetnice za
amplifikaciju mitohondrijskog gena COI
(tablica 1) amplificiraju 658 pb s 5° kraja
gena i amplificiraju gen kod gotovo svih
zivotinjskih vrsta (Folmer i sur.,, 1994.).
Moszczynska i sur. (2009.) su istrazili
koljeno plosnjaka (Platyhelminthes), koje
obuhvaca oko 24 000 vrsta koje je tesko
morfoloski razlikovati. Autori potvrduju
udinkovitost gena COI za razlikovanje
vrsta ploSnjaka te pri tome preporucuju
uporabu pocetnica specificnih za niZe
taksonomske grupe, kao sto je porodica.
Dawnay i sur. (2007.) takoder smatraju da
bi se osim univerzalnih pocetnica trebale
koristiti i specificnije pocetnice koje
umnazaju krace fragmente, kako bi se na
taj nacin izbjegle pogrjeske koje nastaju
prilikom zagadenja stranom DNK.
Ivanova i sur. (2010.) u laboratorijskom
protokolu za DNK-taksonomiju
preporucuju da se u pocetku istrazivanja
dizajniraju nove pocetnice, specificne
za istrazivanu grupu, da bi se dobili
optimalni rezultati.

Jedinstveni sustav DNK taksonomije
ima veliki potencijal za identifikaciju i
klasifikaciju vrsta te ekoloska istrazivanja
(Savolainen i sur, 2005.). Vazna je
primjena za otkrivanje vrsta koje su
morfoloski slicne, no genetski razlicite
(Hebert i sur, 2004.), sto je vidljivo
prilikom identifikacije dvije vrste africkih
slonova (Roca i sur., 2001.). Ovaj pristup
omogucava i povezivanje morfoloski
razli¢itih Zivotnih stadija iste vrste (npr.
larvalnog i adultnog stadija) te moZe
imati Siroku primjenu u biomedicini
(identifikacija ~ uzro¢nika  oboljenja),
poljoprivredi (Stetnici), zasStiti vrsta i
provedbi zakonodavstva (npr. kontrola
prometa ugroZenim vrstama i kontrola
krivolova). Veliki je dio znanstvene
zajednice prihvatio ovaj pristup te su
se DNK barkodovi Kkoristili prilikom
istraZzivanja morskih organizama

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 255-261,2011.
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Tablica 1. Univerzalne pocetnice za amplifikaciju mitohondrijskog gena COI (Folmer i sur., 1994.).

Naziv pocetnice  Sekvenca pocetnice

LCO1490
HC02198

(Shander i Willassen, 2005. Bucklin i
sur., 2010., Jennings i sur., 2010., Harcet i
sur., 2010., Naro-Maciel i sur., 2010.), riba
(Mason, 2003., Ward i sur., 2005., Ward i
sur., 2008., Valdez-Moreno i sur., 2009.),
meiofaune tla (Blaxter i sur., 2004.), ptica
(Lambert i sur., 2005., Yoo i sur., 2006.,
Kerr i sur., 2007.), insekata (Janzen, 2005.,
Smith i sur., 2005., Armstrong i Ball, 2005.,
Huler i sur, 2007., Vaglia i sur., 2008.,
Tang i sur., 2010.), istrazivanja vektora
zaraznih bolesti (Besansky i sur., 2003.)
te zaStitu primata (Lorenz i sur., 2005.). U
veterinarskoj medicini DNK taksonomija
korisna je i vazna za identifikaciju
uzro¢nika oboljenja, kontrolu kakvoce
mesnih  namirnica te  forenzicke
slucajeve. U BOLD sustavu trenutno je
pohranjeno preko 850 000 sekvenci te su
sluzbeno arhivirani barkodovi gotovo
71 000 vrsta. Cilj organizacije CBOL je u
sljeded¢ih 20 godina prikupiti barkodove
svih eukariotskih organizama te se
pretpostavlja da ¢e baza sadrzavati oko
100 milijuna sekvenci (Ratnasingham i
Hebert, 2007.).

Sazetak

Smatra se da carstvo zivotinja obuhvaca
najmanje 10 milijuna vrsta, zbog cega je
identifikacija i sistematika  Zivotinjskih
vrsta bazirana na morfoloskim obiljezjima
nedostatna. DNK taksonomija se temelji
na analizi malih segmenata genoma, pri
¢emu slijed nukleotida zapravo predstavlja
jedinstveni barkod pohranjen u svakoj
stanici. Sekvence referentnih uzoraka DNK
(barkodovi), zajedno s ostalim podatcima
o vrsti, pohranjene u jedinstvenoj javno
dostupnoj bazi, sluze kao standard za
usporedbu istrazivanih uzoraka i identifikaciju
vrsta. Kao najucinkovitiji jedinstveni genetski
marker prepoznat je mitohondrijski gen

5"- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3"
57- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

citokrom C oksidaza podjedinica 1 (COI).
Organizacija “Consortium for the Barcode
of Life” orginizirala je BOLD sustav - bazu
referentnih sekvenci gena COI, aciljje prikupiti
barkodove svih eukariotskih vrsta. Uporabom
jedinstvenog sustava DNK-taksonomije mogle
bi se kvantificirati granice vrsne raznolikosti,
a omoguceno je i objektivno taksonomsko
razlikovanje srodnih vrsta, vrsta koje su
morfoloski slicne te vrsta koje u razlicitim
zivotnim stadijima imaju razlic¢ite morfoloske
oblike. U veterinarskoj je medicini DNK
taksonomija korisna i vazna za identifikaciju
uzro¢nika oboljenja, kontrolu kakvoée mesnih
namirnica, ekoloska istrazivanja, zastitu vrsta
i provedbu zakonodavstva te forenzicke
slucajeve.
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Animal kingdom includes at least 10 mil-
lion species, being impossible to identify and
classify based only on morphological charac-
teristics. DNA taxonomy is based on the anal-
ysis of short segments of the genome, where
nucleotide sequences represent a unique bar-
code stored in the each cell. A public database
with sequences of the referral DNA samples
(barcodes) and other species data, presents a
standard for species identification. Mitochon-
drial gene cytochrome c oxidase subunit 1
(CQI) has been identified as an optimal mark-
er for DNA taxonomy. Organization “Consor-

tium for the Barcode of Life” has organized
BOLD system — database for standardized COI
sequences, and the goal is to gather the bar-
codes of all eukaryotic species. Standardized
system of DNA taxonomy enables identifica-
tion of closely related species, species which
are morphologically similar and identification
of all life stages of one species. In veterinary
medicine DNA taxonomy is useful and im-
portant for identification of disease agents,
quality control of meat products, ecological
research, species protection, law enforcement
and forensic cases.
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Odjel za veterinarsko javno zdravstvo

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

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

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

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

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

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

Laboratorij za mikrobiologiju hrane za Zivotinje od 1976. godine provodi analize ukljucene u probleme Zivotinja u vezi s
nepravilnom hranidbom, temeljem kojih se radi procjena podobnosti predmetne hrane za Zivotinje. Od 2008. godine analize
se provode standardiziranim metodama akreditiranim prema normi 17025. BakterioloSka pretraga hrane za Zivotinje koristi se
smjesa, te od saprofitskih bakterija i plijesni koje u pove¢anom broju mogu naskoditi zdravlju Zivotinja.

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

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

Laboratorij za analiticku kemiju

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

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

Analitika se namirnica Zivotinjskog podrijetla sastoji u ispitivanju pokazatelja kakvoce kao i zdravstvene ispravnosti kroz
odredivanje koli¢ine razlicitih aditiva u gotovim proizvodima.

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

Laboratorij za analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka

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

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

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

Irena Zarkovié, M. Andrisic, Ksenija Sandor,
Eleonora Perak i Svjetlana Terzi¢

Uvod
Pod kontrolom kvalitete veterinarsko-
medicinskih proizvoda (VMP)

podrazumijevasepostupakusporedivanja
sukladnosti kvalitete VMP-a s unaprijed
postavljenim  zahtjevima  kvalitete,
odnosno deklaracijom proizvodaca.
Kontrola kvalitete VMP-a moze biti:
redovita, posebna, izvanredna i u prometu.
Redovitoj kontroli kvalitete podlijeZe svaka
serija proizvedenog ili uvezenog VMP-a.
Posebnoj kontroli kvalitete podlijeze prva
serija svakog VMP-a nakon izdavanja
odobrenja za stavljanje u promet, te
svaka serija imunoloskog VMP-a i drugih
VMP-a koje odredi nadlezno tijelo, a
u nas je to Ministarstvo poljoprivrede,
ribarstva i ruralnog razvoja (MPRRR).
Izvanredna se kontrola kvalitete provodi
na zahtjev nadleZnog tijela u slucaju
sumnje u kvalitetu, a kontrola kvalitete
VMP-a iz prometa obavlja se u okviru
sluzbenih kontrola uzoraka uzetih od
ovlastene osobe (Zakon o veterinarsko-
medicinskim proizvodima (NN. 84./2008.)
i Pravilnik o naéinu provjere veterinarskog
lijeka, ljekovitog dodatka i veterinarsko-
medicinskog proizvoda, te o na¢inu njihova
¢uvanja i vodenja ocevidnika o provedenoj
provjeri kakvoce (NN. 148./1999.)).

Provjeru kvalitete VMP-a obavlja

Laboratorij za analizu veterinarsko-
medicinskih ~ pripravaka  Hrvatskog
veterinarskog instituta (HVI), a po

potrebi su ukljuceni i drugi laboratoriji
HVI-a (Laboratorij za op¢u bakteriologiju
i mikologiju, Laboratorij za bjesnocu
i opcéu virologiju i Laboratorij za
parazitologiju). U svrhu provjere
rezultata analiza i dobre laboratorijske
prakse Laboratorij za analizu VMP-a
se povezuje sa srodnim ustanovama u
Hrvatskoj (Hrvatska agencija za lijekove
i medicinske proizvode, HALMED)
i europskim laboratorijima (Official
Medicines Control Laboratories, OMCL).

Svrha ovog rada je analiza podataka
o kvaliteti, broju kontrola i broju analiza
VMP-a proizvedenih ili uvezenih u
Republiku Hrvatsku u razdoblju od 1996.
do 2010. godine.

Postupak kontrole

Kontrola  kvalitete ~VMP-a u
Hrvatskom  veterinarskom institutu
provodi se prema Europskoj farmakopeji,
postupku kontrole kvalitete proizvodaca
ili internim metodama, temeljenim na

Irena ZARKOVIC dr. med. vet., struéna suradnica, Ksenija SANDOR, dipl. inZ. kem., stru¢na suradnica,
Miroslav ANDRISIC dr. med. vet., strucni suradnk, Eleonora PERAK, mag. kem., stru¢na suradnica, dr.
sc. Svjetlana TERZIC, znanstvena savjetnica, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb
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znanstvenim spoznajama o VMP-u,
Europskoj i Hrvatskoj farmakopeji
ili drugim medunarodno priznatim
normama te rezultatima validacije
internih metoda.

Unutar Laboratorija za kontrolu
veterinarsko-medicinskih pripravaka
(Laboratorija) kontrola kvalitete VMP-a
trenutno uklju¢uje 110 standardnih
operativnih postupaka (SOP) i 520 radnih
uputa. Oprema koja se u Laboratoriju
koristi je umjerena i servisirana.

Osposobljenost Laboratorija prema
zahtjevima norme HRN EN ISO/IEC
17025:2007  (ISO/IEC  17025:2005+Cor.
1:2006;EN ISO/IEC 17025:2005+AC:2006)
broj 1150/80 potvrdena je 2008. godine od
strane Hrvatske akreditacijske agencije. U
Laboratoriju se akreditiranim metodama
odreduje sadrzaj amoksicilina metodom
tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (engl. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC),
enrofloksacin spektrofotometrijskom
metodom i benzilni alkohol metodom
plinske  kromatografije (engl. Gas
Chromatography, GC).

Postupak kontrole kvalitete zapocinje
zahtjevom proizvodaca ili uvoznika.
Podnositelj zahtjeva za kontrolu kvalitete
VMP-a  Hrvatskom  veterinarskom
institutu mora dostaviti:

1. certifikat analize gotovog VMP-a

izdan od proizvodaca,

2. najmanje tri uzorka VMP-a
(odnosno  dovoljnu  koli¢inu
VMP-a potrebnu za analizu) u
originalnom pakiranju s uputom
za primjenu (na hrvatskom jeziku)
koju je odobrilo nadlezno tijelo za
VMP-e prilikom postupka davanja
odobrenja za stavljanje u promet.

Zahtjevi za analizu i uzorci zaprimaju
se u Uredu za prijem i kontrolu uzoraka
HVI-a gdje se urudZzbiraju i dobivaju
jedinstveni urudzbeni broj, nakon cega
ih preuzima Laboratorij za analizu
veterinarsko-medicinskih ~ pripravaka.
Potom u Laboratoriju slijedi detaljna

provjera zahtjeva, certifikata i uzoraka,
odnosno njihove sukladnosti (serija, rok
valjanosti, opremljenost, uputa). Podatci
se unose u interni program HVI-a
(VetLab, program kojim je osigurano
pracenje svakog wuzorka od prijema
uzoraka do ispisa analitickog izvjesca),
odnosno Laboratorija te svaki uzorak uz
urudzbeni broj dobiva svoj jedinstveni
laboratorijski broj pod kojim se vodi
od pocetka do kraja postupka kontrole
kvalitete i pod kojim je kasnije arhiviran.
Uzorci se za analizu pohranjuju u
hladnjaku, zamrzivacu, u tekucem
dusiku ili pri sobnoj temperaturi, ovisno
o propisanom nacinu ¢uvanja VMP-a. Na
isti nacin ¢uvaju se i uzorci u originalnom
pakiranju do isteka roka valjanosti za
slucaj potrebe ponovne analize. Ostatci
uzoraka za analize, kemikalije i VMP-i
isteklog roka valjanosti neskodljivo se
uklanjaju u skladu sa Zakonom o otpadu.

Najces¢i fizikalno-kemijski parametri
koji se kontroliraju su: identifikacija
i sadrzaj aktivnih i pomo¢nih tvari,
izgled, bistrina, masa, gubitak suSenjem,
volumen, pH, topljivost, gustoca,
sadrzaj vode ili vlage i opremljenost.
Takoder se u krutim farmaceutskim
oblicima kontrolira i debljina, promjer
ili duzina, u nekima volumen pjene te
miris i boja (stupanj obojenja). Ako se
radi o imunoloskim VMP-ima uzorak
se Salje i u druge laboratorije HVI-a
na dodatne analize. Ovisno o vrsti
imunoloskog VMP (atenuirano cjepivo,
inaktivirano  cjepivo, = kombinirano
gepivo, dijagnosticko sredstvo, serum)
uzorak se Salje u Laboratorij za opcu
bakteriologiju i mikologiju, Laboratorij za
bjesnocu i opéu virologiju ili Laboratorij
za parazitologiju U svrhu kontrole nekih
imunoloskih VMP-a provodi se provjera
neskodljivosti i ucinkovitosti u skladu
sa zahtjevima Europske farmakopeje na
laboratorijskim Zivotinjama te na nekim
ciljnim vrstama.

Opseg kontrole odreduje se u
Laboratoriju te se za svaki VMP koji
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ima odobrenje za stavljanje u promet
izraduje radna uputa u kojoj su navedeni
svi parametri kontrole, specifikacije
proizvodaca i u kojoj su opisane metode
kontrole.

Kontrola kvalitete VMP-a prosjecno traje
sedam radnih dana. Trajanje analize ovisi o
vrsti uzorka, nacinu pripreme uzorka za
analizu, vrsti analize, sloZenosti metode,
zahtjevima akreditacije, broju analiza u
Laboratoriju i nizu drugih faktora. U slucaju
da kontrola zahtijeva uz fizikalno-kemijske
analize jos i virusolosku, bakteriolosku
pretragu ili pokus na Zivotinjama, postupak
moZe trajati i znatno duze (¢ak i do 90 dana).
Pocetak postupka kontrole kvalitete VMP-a
moze biti odgoden u slucaju nedostatka
ili neispravnosti zahtjeva, certifikata
proizvodaca, upute ili drugih podataka,
odnosno nedovoljnog broja uzoraka ili
nesukladnih uzoraka, certifikata i zahtjeva.
Tada se zahtjev ne obraduje do trenutka
dostave potrebnih priloga ili podataka.

Nakon obavljene kontrole kvalitete
VMP-a HVI izdaje ovjereno Izvjesc¢e o
rezultatima pretrazivanja koje sadrzava:
jedinstveni broj uzorka, podatke o kupcu,
vlasniku i proizvodacu, laboratorijski broj
uzorka, datum i sat pocetka i zavrSetka
pretraZivanja, naziv VMP-a, farmaceutski
oblik, opremljenost, rok valjanosti, seriju,
veli¢inu serije, broj izdanih ,markica”,
parametre pretrazivanja, oznake metode,
specifikacije i rezultate, tumacenja te
potpise ovlastenih osoba.

Uz svako Izvjes¢e podnositelju
zahtjeva dostavljaju se i tzv. “markice”
na kojima je otisnut jedinstveni broj koji
odgovara broju u analitickom izvjeSc¢u.
Podnositelj zahtjeva mora osigurati da se
,markica” nalazi na vanjskom pakiranju
svakog kontroliranog VMP-a. One su
ujedno znak da je taj VMP stavljen na
trziste legalno, a osiguravaju i sljedivost
svakog jedini¢nog pakiranja.

Rezultati i rasprava

Analiza provedenih kontrola
VMP-a (broj kontroliranih uzoraka i

broj primijenjenih metoda) temeljila
se na sluZzbenim podatcima Hrvatskog
veterinarskog instituta, odnosno na
podatcima iz zahtjeva uvoznika ili
proizvodaca. Svi zahtjevi evidentirani
su u HVI-u, a od 2008. godine zahtjevi
i rezultati obraduju se pomoc¢u VetLab
programa.

Podatci o broju kontrola i analitickih
metoda statisticki su obradeni u Excelu,
te graficki prikazani.

Analizirajudi podatke o zahtjevima za
kontrolu VMP-a prispjelim u razdoblju
1996. do 2010. godine mozZe se zakljuciti
kako se broj kontroliranih serija VMP-a
na hrvatskom trzistu iz godine u godinu
neprestano povecava. Medutim, u 2009.
godini na kontrolu je dostavljeno nesto
manje zahtjeva u odnosu na prethodne
godine (Slika 1.), ali je koli¢ina uvezenih
VMP-a porasla. To se mozZe tumaciti
uvozom vece koli¢ine VMP-a iste serije
ili izostankom zahtjeva za kontrolu od
strane uvoznika, $to se ne moze tvrditi
buduéi da HVI o tome nema sluzbenih
saznanja. Kako potraznja za lijekovima
raste, sve je veci broj novoodobrenih
VMP-a na hrvatskom trzistu pa je tako i
sve intenzivniji uvoz (Slika 2.). Posljedicno
s tim dolazi i do razvoja novih metoda
analiza aktivnih i pomo¢nih tvari.

U 2009. godini od ukupno 2551
zahtjeva, 2257 se odnosilo na kontrolu
kvalitete VMP-a, a u 2010. godini od
ukupno 3506 zahtjeva, 3299 (Slike 3.1 4).

U svakom wuzorku veterinarsko-
medicinskog proizvoda kontrolira se viSe
parametara, a na njihov broj utjece vrsta
VMP-a. Prosje¢no su po jednom VMP-u
kontroliranom samo u Laboratoriju za
analizu VMP-a u 2009. godini obavljene
4,3 analize, a u 2010. godini 4,1 analiza
(Slika 5.).

Tijekom analiziranog perioda najvedi
broj kontroliranih VMP-a (redovita
kontrola) bili su oni neposredno nakon
proizvodnje i samo je nekoliko njih bilo
upitne kvalitete te nisu dobili suglasnost

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 263-268, 2011.



IRENA ZARKOVIC, M. ANDRISIC, KSENIJA SANDOR, ELEONORA PERAK i SVJETLANA TERZIC

B ukupno zahtjeva O broj zahtjeva domacih proizvodaca

3500

3000

2500

20004

1500

10001

500

0+

1996. 1997. 1998. 1999. 2000. 2001. 2002. 2003. 2004. 2005. 2006. 2007. 2008. 2009. 2010.

Slika 1. Odnos ukupnog broja zahtjeva za kontrolu VMP-a i broja zahtjeva
domacih proizvodaca pristiglih u razdoblju od 1996. do 2010. godine.
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Slika 2. Broj uvezenih originalnih pakiranja VMP-a u razdoblju od 1996.
do 2010. godine.
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Slika 3. Odnos broja zahtjeva za kontrolu kvalitete VMP-a i broja zahtje-
va za izradu izvjes¢a za dobivanje odobrenja za stavljanje u promet,
produzenja i promjene u 2009. godini.

HVI-a za stavljanje
u promet. To su
VMP-i iz skupine
dijagnostickih
sredstava i neki
imunoloski VMP-i.
Izvanredna kontrola

provedena je
samo jednom
(prema zahtjevu

nadleznog tijela) i
to u 2010. godini.
Uzrok  izvanredne
kontrole  bio je
administrativne
prirode, a ne
sumnja u kvalitetu
VMP-a. Bila je to
ponovljena kontrola
(re-kontrola) tri
serije dijagnostickog
sredstva na kraju
roka valjanosti i
utvrdeno je da su
i tada kontrolirani
VMP-i  odgovarali
specifikaciji
proizvodaca.
Ovakvo stanje
kvalitete VMP-a
sigurno je posljedica
dobre kontrole od
strane proizvodaca.
Od 1996. godine
do 2010. godine, na
hrvatskom trzistu je
sve vise odobrenih
VMP-a. Sve je vedi
uvoz i sve je vise
prispjelih  zahtjeva
za kontrolu VMP-a.
Tako je od 1996.
godine do danas
broj zahtjeva za
kontrolu VMP-a
u HVI-u porastao
gotovo Cetiri puta
(3,9 puta), dok je
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Slika 4. Odnos broja zahtjeva za kontrolu kvalitete VMP-a i broja zahtje-
va za izradu izvjesca za dobivanje odobrenja za stavljanje u promet,

produzenja i promjene u 2010. godini.

porast broja analiza,
novih metoda
kontrole, novih radnih
uputa i standardnih
operativnih postupaka
te nabava nove opreme
i zaposljavanje novih
stru¢njaka u HVI-u.
Medutim, vazno
je mapomenuti da do-
biveni podatci o broju
uvezenih i proizvedenih
VMP-a na  trzistu
Republike Hrvatske
upucuju i na potrebu
stalnog nadzora nad
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Slika 5. Odnos broja zahtjeva za kontrolu kvalitete i broja analiza u

2009.i2010. godini

broj proizvedenih ili uvezenih jedini¢nih
pakovanja VMP-a povecan sedam (6,9
puta) puta.

Zakljucci

Na temelju prikazanih podatka
moze se zakljuciti da su u navedenom
razdoblju kontrolirani VMP-i odgovarali
specifikacijama proizvodaca Stoje osiguralo
primjenu kvalitetnih VMP-a na trzistu.

Takoder je razvidno da je dostupnost
i potro$nja VMP-a na trZiStu sve veca.

2010.

kontrolu ostataka
farmakoloski aktivnih
tvari u hrani.
Sazetak

Provjeru kvalitete

veterinarsko-medicinskih
proizvoda (VMP) domacih
i stranih  proizvodaca
obavlja Laboratorij za
analizu veterinarsko-
medicinskih  pripravaka
Hrvatskog veterinarskog
instituta (HVI), a po
potrebi su ukljuceni i
drugi laboratoriji HVI-a.
Pod kontrolom kvalitete
VMP-a podrazumijeva
se postupak usporedivanja sukladnosti
kvalitete VMP-a s unaprijed postavljenim
zahtjevima kvalitete, odnosno specifikacijama
proizvodaca. Kontrola moze biti redovita,
posebna, izvanredna i kontrola VMP-a iz
prometa. Kontrola kvalitete VMP-a temelji se
na 110 standardnih operativnih postupaka
i 520 radnih uputa uskladenoj s Europskom
farmakopejom, postupcima propisanim od
strane proizvodaca ili u skladu s internim
validiranim metodama. Analizirajuci podatke
o zahtjevima za kontrolu VMP-a prispjelim
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u razdoblju 1996. do 2010. godine moZe se
zakljuciti kako broj VMP-a na hrvatskom
trzistu neprestano raste, narocito posljednjih
godina.
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Quality control of veterinary medicinal products at the

Croatian Veterinary Institute

Irena ZAVRKOVIC’, DVM, Expert Associate, Ksenija éANDOR, BSc, Expert Associate, Miro-
slav ANDRISIC, DVM, Expert Associate, Eleonora PERAK, MSc, Expert Associate, Svjetlana
TERZIC, PhD, Scientific Advisor, Croatian Veterinary Institute, Zagreb

Quality control of veterinary medicinal
products (VMP) produced by national and
foreign manufacturers is carried out by the
VMP Laboratory of the Croatian Veterinary
Institute (CVI). Other laboratories of the CVI
are involved in the process of control, where
necessary. Quality control implies the proce-
dure for establishing compliance of the quality
of VMPs with predetermined quality require-
ments and the manufacturer specifications.
Quality control can be carried out on a regular
basis, in special cases, on an extraordinary ba-

sis and control from the market. Quality con-
trol of VMPs is based on 110 standard opera-
tive procedures and 520 working instructions
that are aligned with the European pharma-
copoeia, procedures appointed by the manu-
facturer or in accordance with the internal
validated methods. According to the number
of analytical reports during the period 1996
to 2010, it can be concluded that the number
of the VMPs on the Croatian market has been
continuously increasingly, particularly in re-
cent years.

/

Cijena mu je K 4,50.

KNJIZEVNOST

VETERINARSKI ZEPNI KALENDAR ZA GOD. 1911. Izdaje Hrv. slav. vet-
erinarsko drustvo, a uredjuju Jos. Haladi-Dietz, kr. kot. Veterinari. Tecaj deveti.

Ovaj kalendar nije samo za veterinare, nego je od velike vrijednosti i za
svakoga naobrazenijeg gospodara, jer sadrzaje osim mnogih inih potrebnih
uputa sveukupne veterinarske propise, zakone, naredbe, konvencije itd., te mu
sadrzaj na preko 250 stranica potpuno iscrpljuje sve, sto god se na veterinarstvo
proteZe. Stoga taj kalendar mozemo svakom gospodaru najtoplije preporuciti.

,Gospodar” (Osijek), 4, 43, 1911 (god. 35) (travanj 1911.).

~
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STRUCNA RASPRAVA

Otkrivanje i pracenje mastitisa

u goveda

T. Karadjole, G. Bacic, N. Macesi¢, M. Karadjole,

N. Prvanovié, 1. Folnozi¢ i M. Valentié

Uvod

Proizvodnja kvalitetnog i zdravstveno
ispravnog mlijeka obveza je svakog
proizvodaca mlijeka. Posljednjih smo
godina svjedoci promjena u strukturi
proizvodaca mlijeka pa tako i kod nas,
kao i u razvijenijim zemljama glavnu
ulogu proizvodaca mlijeka preuzimaju
velike specijalizirane farme. Isto tako ove
promjene za sobom povlace usmjeravanje
problemima u stadu, a sve manje
individualnom pristupu.

U otkrivanju i pradenju mastitisa u
goveda radi se pregled vimena, probna
muznja, evidencija mastitisa, BSS u
laktofrizu, Zagrebacki mastitis test, test
elektri¢cne provodljivosti, bakterioloska
pretraga te pracenje mastitisa. Nazalost,
idealan nacin otkrivanja i borbe protiv
mastitisane postoji pajenavedene metode
potrebno prilagodavati pojedina¢nim
farmama. Kvalitete koje se ocekuju da
ispunjavaju te metode su niska cijena,
brzina, pouzdanost i primjenjivost za
svaku farmu.

Pregled vimena

U Kklinickom pregledu vimena
koristimo se inspekcijom i manualnom

palpacijom, kojima se otkrivaju promjene
vimena u vidu boje i obujma od kojih su
najcesce crvenilo i otekline. 1z tog razloga
klini¢kim pregledom vimena moZemo
otkriti samo klinicke oblike mastitisa.
Tijekom svake muZnje pozornost treba
usmjeritinaprisutnostklinickih promjena.
Palpacijom praznog vimena neposredno
nakon muzZnje otkrivamo postojanje
apscesa uzrokovanih bakterijom S. aureus
te prisutnost oziljkastog tkiva (Godden i
sur., 2002.).

Probno izmuzivanje

Probno se izmuzivanje ili probna
muznja moZe provoditi prilikom svake
muznje i na svakoj Cetvrti vimena posebno.
Probna muznja je nacin otkrivanja
klinickog mastitisa prije nego Sto se pojave
vanjski znakovi mastitisa. Probna se
muznja obavlja na crnu podlogu plitice
ili posudice ¢ime je olakSano otkrivanje
krpica, mrvicaili niti u mlijeku. Pogresnoje
izmuzivati u dlan ruke ili na pod u lezistu
jer se time pogoduje Sirenju infekcije na
ostale krave u stadu. Probna muznja potice
kravu na bolje i brze otpustanje mlijeka
tijekom muznje. Izmuzeni mlazovi mlijeka

Dr. sc. Tugomir KARADJOLE, dr. med. vet., docent, dr. sc. Goran BACIC, dr. med. vet., redoviti profesor
dr. sc. Nino MACESIC, dr. med. vet., visi asistent, dr. sc. Martina KARADJOLE, dr. med. vet., vi$a asis-
tentica, dr. sc. Nikica PRVANOVIC, dr. med. vet., docentica, Ivan FOLNOZIC, dr. med. vet., znanstveni
novak, Veterinarski fakultet, Zagreb; Marko VALENTIC, dr. med. vet.
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sadrze velik broj bakterija i somatskih
stanica te ¢emo na taj nacin znatno podici
kakvocu mlijeka pojedinacno po kravi i
ukupno u laktofrizu. Ako probnu muznju
nije moguce izvoditi svaki dan na svakoj
kravi, tada bi trebalo provoditi probnu
muznju svake krave nakon porodaja dok
joj mlijeko ne postane pogodno za otkup.
Isto bi tako nakon svake muZznje trebalo
provjeravati mlijecne filtere. Ukoliko se
primjete krpice treba naknadno izmusti
sumnjive krave ili sve krave u sljedecoj
muznji.

Broj somatskih stanica (BSS)

u laktofrizu

U Republici Hrvatskoj pretraga staj-
skih uzoraka mlijeka na broj somatskih
stanica propisana je ,Pravilnikom o
kakvodi svjezeg sirovog mlijeka” i
obavlja se jednom mjesec¢no u Sredisnjem
laboratoriju za kontrolu mlijeka u
Krizevcima. Povecanje broja somatskih
stanica u laktofrizu moze posluZziti kao
upozorenje. BSS u laktofrizu pokazatel;
je kakvoce mlijeka te omogucava uvid
u prevalenciju subklinickih mastitisa
u stadu. BSS u laktofrizu nije toliko
pouzdan pokazatelj zdravstvenog stanja
stada kao 5to je to individualni BSS za
svaku kravu. BSS je varijabilan pa time
Sto je stado manje, varijacije iz mjeseca u
mjesec su vece. Razlog je tomu $to vedci
utjecaj na BSS ima pojava nove infekcije u
manjem stadu nego u vecem. Postupni ili
nagli porast BSS-a ukazuje na porast broja
inficiranih krava (Olde Riekerink i sur.,
2007.). U razvijenim zemljama, gdje je
mljekarska industrija na visokom nivou,
vrijednosti BSS-a su dostupne svaki put
kada se mlijeko odvozi pa se problem
moze uociti znatno ranije. Individualni
broj somatskih stanica najbolji je
pokazatelj za pracenje subklinickih
mastitisa. U tu se svrhu koriste uredaji za
brojenje somatskih stanica. Pouzdanijima
su se pokazali uredaji koji rade na
principu fluorooptoelektronske metode.

Zagrebacki mastitis test

Zagrebackimastitis testje orijentacijski
test za koritenje na terenu, a sluzi za
otkrivanje subklinickih mastitisa te za
procjenu BSS-a u mlijeku. Za izvedbu
ZMT-a koristi se Zagrebacki mastitis
reagens koji je vodena otopina povrsinski
aktivne tvari (alkilarilsulfonata) i
indikatora pH. Princip reakcije temelji se
na djelovanju povrsinski aktivnih tvari
koje uzrokuju pucanje opne leukocita
u mlijeku te oslobadanje DNK, koja se
polimerizira i stvara gel. Sto je infekcija
jaca u mlijeku je vedi broj leukocita te se
stvara veca i gusca koli¢ina gela. Njime
otkrivamo fizikalno-kemijske promjene
u sekretu vimena uzrokovane upalnim
procesom. Fizikalne promjene ocituju
se u konzistenciji mjeSavine mlijeka i
reagensa, a kemijske u boji mjesavine
zbog pH reakcije. Zbog utvrdivanja
etiologije zapazenih promjena Potrebno
je pozitivne i sumnjive uzorke sekreta
vimena poslati nalaboratorijsku pretragu.

Za izvodenje mastitis testa potrebna je
plitica sa cetiri odjeljka koji su oznaceni
rimskim brojevima I, II, III, IV i bocica s
reagensom.

Potrebno je izmusti mlijeko iz svake
Cetvrti u posebnu pliticu te ju ocijediti
naginjanjem u skoro okomit poloZaj tako
da dobijemo izjednacenu koli¢inu mlijeka
u pliticama koja iznosi otprilike 2 mL.
Zatim se mlijeku dodaje jednaka koli¢ina
reagensa i laganim kruZznim pokretima
testatora izaziva se reakcija. Mlijeko iz
zdravog vimena u svim cetvrtima ima
istu reakciju. Test nije uputno izvoditi u
pocetnoj fazi zasusivanja, u suhostaju i
prvih 14 dana nakon porodaja, buduci da
u tim slucajevima sekret fizioloski sadrzi
povecan broj leukocita. Povecan broj
leukocita u sekretu vimena moze biti i
posljedica upalnog procesa u organizmu
izvan mlije¢ne Zlijezde, opée obrambene
reakcije organizma na infekciju ili
cijepljenje, kada je broj leukocita u krvi
opcenito povisen. Ukoliko se mastitis

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 269-273,2011.



Otkrivanje i pracenje mastitisa u goveda

test izvodi u tim stanjima, rezultat se
reakcije prosuduje na osnovi razlike u
intenzitetu reakcije izmedu pojedinih
Cetvrti vimena jedne Zivotinje. S obzirom
na konzistenciju mjeSavine reakciju
prosudujemo kao negativnu, odnosno
zdravo vime gdje broj leukocita u 1 mL
mlijeka ne prelazi 300 000, a mjesavina
nakon dvije minute ostaje jednoli¢na ili s
tankim nitima. Ukoliko je reakcija slabo
pozitivna (+) govorimo o latentnom ili
skrivenom mastitisu gdje broj leukocita u
1 mL mlijeka iznosi od 300 000 do 500 000,
a unutar jedne minute nastaje mnostvo
krpicastih tvorbi bez stvaranja gel stanja.
Ukoliko je reakcija pozitivna (++) radi
se o latentnom ili skrivenom mastitisu,
s tim da je razlika u broju leukocita u 1
mL mlijeka te iznosi od 500 000 do 2 000
000, a nakon nekoliko sekundi nastaje
zgruSavanje poput bjelanjka koji se
daljnjim pokretanjem na mahovima kida.
Ako je reakcija jako pozitivna (+++) radi se
o vidljivom mastitisu gdje broj leukocita
u 1 mL iznosi od 2 000 000 do 15 000 000
te naglo nastaje zgrusavanje Zelatinoznog
karaktera koje daljnjim pokretanjem ne
nestaje.

S obzirom na boju mjeSavine
prosudujemo da se radi o normalnoj
sekreciji ukoliko je mjesavina sivkasto-
crvena s tragovima plavog te se tada
pH vrijednost krece od 6,4 do 6,8. Da
se radi o poremecenoj sekreciji govori
nam modro obojenje mjeSavine, a pH
vrijednost je tada 7,0 ili viSe. Ukoliko je
mjeSavina prljavo-zZuckasta do zuta znaci
da su u Cetvrti vimena prisutne bakterije
mlijecno-kiselog vrenja te je tada pH
vrijednost 6,2 ili niza (Baci¢, 2009.).

TEP (ECT) - test elektricne
provodljivosti (engl. electric

conductivity test)

Test elektricne provodljivosti je
indirektni test za otkrivanje mastitisa, a
temelji se na porastu koli¢ine klorida u

mlijeku prije pojave klini¢kih znakova.
Elektricna provodljivost uvjetovana je
stadijem laktacije, koli¢inom masti u
mlijeku, intervalima izmedu muZznji i
pasminskim svojstvima.

Postoji test na kravi i test u muznom
sistemu. Za test na kravi koriste se
prijenosni ruc¢ni instrumenti koji mjere
elektri¢nu provodljivost mlijeka pojedine
krave. Mana ovog testa je Sto ne postoji
standardna vrijednost koja bi ukazivala
na infekciju. Pouzdanost ovog testaje niza
od pouzdanosti mastitis testa. Testiraju
se prvi izmuzni mlazovi, a nakon svakog
mjerenja instrument je potrebno isprati.

Kod testa u muznom sistemu senzori
za elektricnu provodljivost postavljaju
se u mjera¢ protoka onolike koli¢ine
mlijeka koji mjeri prosje¢nu elektricnu
provodljivost svih cetvrti ili se senzori
ugraduju u muzne caske te svaku cetvrt
mjere posebno. Ovaj je test osobito
pogodan na farmama na kojima se za
otkrivanje mastitisa prije prave muZnje
ne izvodi probna muznja. Promjena u
elektricnoj provodljivosti moze otkriti
novu infekciju jednu do pet muznji ranije
nego probna muznja (Baci¢, 2009.).

Bakterioloska pretraga

Bakterioloska pretraga sluzi za
identifikaciju =~ uzro¢nika = mastitisa.
Uzorak mlijeka za pretragu moZemo
uzeti iz svake pojedine Cetvrti ili moZe biti
skupni uzorak iz svih cetvrti. [znimno je
vazno pravilo uzimanje uzoraka mlijeka
za bakterioloSku pretragu te se potrebno
pridrzavati  strogih nacela asepse.
Osobe koje uzimaju uzorke moraju biti
osposobljene za tu vrstu posla (veterinar,
veterinarski tehnicar ili netko drugi tko
je upoznat s procedurom uzorkovanja)
kako bi se izbjegle grjeSke koje mogu
dovesti do krivih rezultata nalaza.

Negativna joj je strana visoka
cijena izvodenja i vrijeme potrebno za
dobivanje nalaza. U naSim uvjetima
nalaze je potrebno cekati i do tjedan dana
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(najcesce 3 do 4 dana). Upravo iz ovih
razloga vlasnici, a esto i sami veterinari,
izbjegavaju uzimanje uzoraka mlijeka
za bakteriolosku pretragu. Premda se
lijecenju pristupa i prije nego rezultati
bakterioloske pretrage budu dostupni
njenu korist ne treba zanemariti. Situacije
u kojima se preporuca uzorkovanje
mlijeka su: kada se u stado uvodi nova
junica ili krava, prije lijeenja klinickog

mastitisa, kada postoji mogucnost
subklinickog mastitisa, rutinski nakon
porodaja, kod rjeSavanja odredenih

problema uzrokovanih kontagioznim
uzrocnicima i kod problema uzrokovanih
uvjetovanim uzrocnicima.

Rezultati se bakterioloske pretrage
mogu krivo tumaciti kao lazno pozitivni
rezultati i kao laZno negativni. Uzrok lazno
pozitivnog rezultata lezi u kontaminaciji
uzorka ili manipulacii u samom
laboratoriju. Kontaminacija nastaje zbog:
prljavih vrhova sisa, kontakta mlijeka i
ruku prilikom uzimanja uzoraka, kod
ulaska prljavstine u epruvetu ili dodirivanja
poklopca epruvete. Ukoliko se u uzorku
nade tri ili viSe patogenih uzrocnika tada
se radi o zagadenom uzorku i uzorak
je potrebno ponovno uzeti. Pri lazno
negativnom rezultatu govorimo onda
kada se ne uspiju otkriti uzrocnici infekcije,
a to se dogada prilikom nepravilnog
rukovanja uzorcima kad se moze smanjiti
broj mikroorganizama, kod prisutnosti
leukocita ili antibiotika u mlijeku, pri
koristenju neadekvatne podloge za rast
mikroorganizama, zatim kod mastitisa
uzrokovanih E. coli gdje u trenutku
uzorkovanja uzro¢nik moze nestati iz
mlijeka i pri nedostatnoj koli¢ini uzrocnika
za detektiranje (Bacic i sur., 2000.).

Uzorak treba uzeti prije redovite
muznje ili najmanje cetiri sata nakon
muznje. Tijekom trajanja klinickog oblika
mastitisa uzimaju se samo uzorci iz
pojedinih cetvrti.

Materijali potrebni za pravilno
uzimanje uzoraka mlijeka su sredstvo
za dezinfekciju sisa (na bazi joda ili

klora), jednokratni papirnati rucnici, veca
koli¢ina vate ili komadiéa gaze, 70%-
tni alkohol, sterilne plasticne epruvete
sa ¢epom na navoj, drZza¢ za epruvete,
marker za oznacavanje epruveta otporan
na alkohol i vodu te prijenosni hladnjak
napunjen ledom.

Pracenje i evidencija mastitisa

Parametri koji se najcesce prate
su pojavnost klinickih mastitisa, BSS
u laktofrizu, prevalencija infekcije ili
postotak krava s BSS-om iznad 200 000
te novi slucajevi subklinickih mastitisa
(Cergolj i sur, 2004.). Obrasci se za
evidenciju klinickih mastitisa razlikuju od
obrazaca za lijecenje utoliko Sto i klinicke
slucajeve koje ne lije¢imo upisujemo u
obrazac. Slucaj se mastitisa smatra novim
ako je proslo najmanje 8 dana od zadnjih
znakova klinickog mastitisa i potrebno ga
je evidentirati.

Nacini evidencije:

1. Evidencija pojedinacnih slucajeva
(svaki se slucaj biljezi na posebnu
karticu).

2. Dnevnik mastitisa i lijecenja.

3. Pojedinacni zdravstveni karton krave.

4. Racunalna evidencija.

Analiza podataka evidencije od kljucne
je vaznosti za lijeCenje i odredivanje
preventivnih mjera na farmi. Ukoliko
se mastitisi javljaju na pocetku laktacije
u krava koje nisu bile inficirane na kraju
prethodne laktacije, to upucuje na mogucu
infekciju  uvjetovanim  uzrocnicima
tijekom suhostaja. Kada se mastitis javi na
pocetku laktacije u krave koja u prethodnoj
laktaciji nije bila inficirana to govori
da se mogude inficirala uvjetovanim
uzrocnicima tijekom suhostaja. Ako se
mastitisi javljaju sve vrijeme laktacije u
krava s niskim brojem somatskih stanica to
upucuje na mogucu infekciju uvjetovanim
uzrocnicima tijekom laktacije. Ukoliko se
vedina mastitisa javlja u krava koje ve¢
imaju visok broj somatskih stanica moguci
uzrok infekcije su kontagiozni uzrocnici.
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Zakljucak

Postoji nekoliko razlic¢itih metoda
koje se koriste u otkrivanju i pracenju
mastitisa, ali idealna metoda ne postoji
pa se izbor najbolje metode temelji
na vlastitoj procjeni. Pravovremeno
otkrivanje mastitisa omogucava brze i
specificnije lijecenje, a gubitci mlijeka se
smanjuju. Bez vodenja tocne evidencije
mastitisa u stadu, lijecenje bolesti je
otezano, a pokoji put i nije moguce.

Sazetak

Otkrivanje inficiranih mlije¢nih Zzlijezda
krava temelji se na prepoznavanju ranih
znakova mastitisa te njihovog pracenja. Pri
otkrivanju i pracenju mastitisa koristi se
pregled vimena pri kojem se otkrivaju samo
klini¢ki mastitisi. Provodenje probne muznje
omogucava otkrivanje mastitisa u ranijoj
fazi. Pomoc¢u evidencije klinickih mastitisa
olaksava se borba protiv bolesti. Najcesce
koriStena metoda u dijagnostici mastitisa
je Zagrebacki mastitis test koji se koristi u
otkrivanju subklinickih oblika mastitisa.
Zbog identifikacije uzro¢nika koristi se
bakterioloska pretraga uzoraka mlijeka.
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Detection and monitoring of mastitis in cattle
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Assistant, Nikica PRVANOVIC, PhD, DVM, Assistant Professor, Ivan FOLNOZIC, DVM, Junior
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Detection of infected cows is based on rec-
ognizing the early signs of mastitis and their
monitoring. Udder examination is used for
detection and monitoring of clinical mastitis
only. Foremilk examination provide informa-
tion for detecting mastitis at early stage. Fight

against the disease is facilitated by using re-
cords of clinical mastitis. The most commonly
used method in the diagnosis of mastitis is
Zagreb mastitis test used in detection of sub-
clinical forms of mastitis. Bacteriology of milk
samples is used for identification of agents.

VETERINARSKA STANICA 42 (3), 269-273,2011.



Hrvaska, 3/2010, 2010-11702, NGZ/MP.

Za uporabu u veterinarskoj medicini

JEDNIM
POTEZOM U SUSTINU

(% Enroxil Max

enrofloksacin
Injekcijska otopina, 100 mg/ml

antibakterijski lijek za sustavne infekcije
fluorokinolon, enrofloksacin za goveda i svinje

Unaprijedeni tretman za MAXimalni ucinak

Sastav: Jedan ml otopine za injekciju Enroxil® Max sadrzava 100 mg enrofloksacina.

Indikacije: Govedo: Lijecenje infekcija didnih organa goveda (npr. kompleks enzootske bronhopneumonije teladi/junadi) koje uzrokuju: Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Histophilus somni i Mycoplasma spp., te lijecenje mastitisa krava uzrokovanih bakterijama Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae. Enroxil® Max primjenjuje se u goveda
kada klini¢ko iskustvo, po moguénosti potkrijepljeno nalazom antibiograma ukazuje da je enrofloksacin lijek izbora.

Svinja: Lije¢enje di3nih infekcija svinja koje uzrokuju bakterije Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis,
kada klini¢ko iskustvo, po mogucnosti potkrijepljeno nalazom antibiograma, ukazuje da je enrofloksacin lijek izbora.

Karencija: Meso i jestive iznutrice: Govedo: 14 dana. Svinja: 10 dana. Mlijeko krava: 48 sati.

Detaljnije informacije moZete dobiti od proizvodaca:
KRKA - FARMA d.o.0., Radnictka cesta 48/Il, p.p. 205, Zagreb 10002
www.krka-farma.hr




STRUCNA RASPRAVA

Mogucnosti primjene tkiva

omentuma u Kirurgiji

Ozren Smolec, Nika Brkljaca-Bottegaro i Josip Kos
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Uvod

Potreba osiguranja manjkave
strukture tkiva ili zamjena tkiva u svrhu
§to brzeg oporavka Cdcesta je pojava
tijekom kirurskog operacijskog rada. U
te svrhe se ve¢ od 19. stolje¢a koristio
omentum, odnosno poznato svojstvo
njegovih stanica da u postnatalnom
zivotu odrzavaju pluripotentna svojstva s
mogucnoséu metaplazije.

Omentum se prvi puta spominje
jos u spisima Celsusa u 1. stolje¢u prije
Krista. Postoji viSe teorija o podrijetlu
rije¢i omentum. Jedan od mogudih
korijena je u rijeci opertimentum kojom
su stari Latini nazivali tkaninu kojom
su pokrivali postelje, zatim u rijeci
opimus koja je znacila debelo te takoder
u latinskoj rije¢i omen kojom se nazivao
nacin proricanja vraceva koji su se
koristili iznutricama zZrtvovanih zivotinja
(McLachlin i Denton, 1973.). Evolucijski
se omentum razvio u primitivni organ
u nizih kraljeznjaka iz mezotelijalne
ovojnice podrijetlom iz Zumanjcane
vre¢e u osmom tjednu gestacije (Krist
i sur, 1997.). Omentum predstavlja
specificnu anatomsku strukturu koja se
sastoji od dvije mezotelijalne ovojnice
izmedu kojih su smjeStene masne
stanice, limfne kapilare, vezivno tkivo
te nakupine mononuklearnih stanica.
Omentum je bogat krvnim zilama i
brojnim  karakteristicnim  kapilarnim
pletezima koji se nazivaju omentalni

glomeruli, a moderna terminologija
ih definira kao ,mlije¢ne pjege” (Van
Vugt i sur.,, 1996.). Danas je poznato da
se one sastoje vedinom od makrofaga
koji su prisutni u raznim stupnjevima
diferencijacije, od B i T-limfocita te od
mastocita i stromanlih stanica. Njihova
je funkcija sudjelovanje u imunosnom
odgovoru, §to uz dobru vaskularizaciju,
potkrijepljuje vaznu ulogu omentuma
u cijeljenju rana (Beelen, 1991.). Endotel
kapilara omentuma, kao i mezotel koji
prekriva mlije¢ne pjege je Supljikav Sto
olaksava migraciju leukocita. Makrofazi
omentuma se diferenciraju iz monocita
prisutnih u mlijjeénim pjegama. Nakon
antigenskog  podrazaja  peritonealne
Supljine, broj limfocita prisutnih u
mlijeénim pjegama moZe narasti i do 40
puta (Platell i sur., 2000.).

Omentum se naziva i ,trbusnim
policajcem” zbog njegove dinamicne
prirode i osobitih biolosih te imunoloskih
potencijala. Kod pojedinih je zivotinjskih
vrsta omentum razli¢ito razvijen. Tako
se kod jednih moZe naéi da s ventralne
strane omentum prevlaci ¢itavo crijevo do
zdjelice (mesozderi, svinja); kod drugih
lezi s velikim naborom iznad debelog
crijeva (konj). Ta je specificna razlika
ovisna o polozaju velike Zelu¢ane krivine,
koja kod nekih zivotinja (mesozderi
i svinja) i covjeka dodiruje ventralnu
trbusnu stijenku te tako omentumu

Dr. sc. Ozren SMOLEC, dr. med. vet., znanstveni novak, dr. sc. Nika BRKL]ACA BOTTEGARO, dr. med.
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omogucuje slobodan rast, dok je u drugih
zivotinja ta krivina zbog razvoja velike
petlje debelog crijeva (konj) podignuta.
Kod prezivaca veliki omentum zbog
razvoja buraga ima posebno kompliciran
odnos. U psa je omentum velik, pruza
se od velike krivine Zeludca do ulaza
u zdjelicnu Supljinu i potpuno obavija
zavoje crijeva (Sisson, 1962.). U kunica,
veliki omentum se prihvaca cijelom
duzinom poprecnog kolona, pruzajudi se
od jedne fleksure kolona do druge. Masno
tkivo nalazimo nepravilno rasporedeno,
najcesée u ventralnom dijelu omentuma te
na kraju omentalne burze koja je smjeStena
u blizini velike krivine Zeludca. Glavnina
velikog omentuma u kuni¢a smjestena
je na desnoj strani trbusne Supljine. U
malom omentumu ne nalazimo nakupine
masnog tkiva osim u podrudju zucovoda
pokraj duodenuma (Perez i sur., 2005.).
Sve donedavna, omentum se smatrao
kao inertno tkivo bez znacajnije bioloske
vaznosti. No od pocetka proslog stoljeca
mnogobrojne znanstvene studije diljem
svijeta pokazale su da je omentum
jedinstveno, fizioloski dinamicno tkivo
s golemim terapeutskim potencijalom
sto je omogucilo da njegova uporaba
zazivi u svakodnevnoj kirurskoj praksi.
Omentum se ve¢ dugo koristi u kirurgiji
zbog svoje velike sposobnosti upijanja,
naglasSene angiogene aktivnosti koja moze
podrzavati ishemicna tkiva, urodene
imunoloske funkcije kao i zbog visoke
koncentracije tkivnih ¢imbenika koji
pospjeSuju hemostazu (Logmans i sur.,
1996.). Omentum potice rast novih krvnih
i limfnih Zila koje stavaraju anastomoze
s oStecenim tkivom te tako sudjeluje u
eliminiranju raspadnih produkata tkiva,
osigurava dovod svjeze krvi i na taj
nacin sprije¢ava ishemiju, odnosno smrt
tkiva. Revaskularizirano tkivo je tako
opskrbljeno snaznom grupom cimbenika
rasta (VEGF-vascular endothelial growth
factor i ostalim), zametnim stanicama (kao
Sto stanice pozitivne na CXCR-4, WT-1)
i kemotaktickim c¢imbenicima (npr. sdf-
1a), koji sudjeluju u privlacenju zametnih

stanica iz koStane srzi ¢ime se ubrzava
cijeljenje tkiva (Litbarg i sur., 2007.)
Novija su istrazivanja pokazala
da omentum moZze posluziti kao
izvor  razlic¢itih ¢imbenika rasta,
neurotransmitera, upalnih medijatora
te multipotentnih zametnih stanica koje
se mogu diferencirati u razlicite tipove
tkivnih stanica (Alagumuthu i sur,
2006.). Uzimajudi u obzir prije navedene
¢injenice, omentum postaje tkivo izbora
kod slozenijih kirurskih zahvata gdje
su moguce komplikacije u cijeljenju i
povecena mogucnost od infekcije. Tako
najc¢es¢u uporabu omentuma nalazimo
u kirurgiji abdomena gdje mnogi autori
obvezno preporucuju omentoplastiku
kod radikalnih ekscizija neoplazija
kardjje ili jednjaka (Thakur i sur., 2004.).
Madiba (2005.) navodi da je lijecenje
perforacije  ¢ira Zeludca uspjeSnije
primjenom omentalnog tkiva na mjestu
ekscizije istog, nego metodom djelomicne
gastrektomije. Omentalni se presadak
upotrebljava kod jakih  oStecanja
duodenuma (npr. perforirani ¢ir) gdje
potice  zaraStavanje = kombinacijom
procesa upale, granulacije, vaskularizacije
i stvaranjem vezivnog tkiva (Raj i
sur, 1997.). Stavljanje omentalnog
presadka na  mjesto  diseciranih
splanhni¢kih  krvnih  zila smanjuje
postoperacijsko  krvarenje i infekciju
nakon pankreatikoduoenektomije
(Maeda i sur, 2005.). Primjena tkiva
omentuma u neurokirurgiji opravdava
se Cinjenicom da je omentum najbolje
tkivo za uspostavljanje revaskularizacije
a, samim time i povecanjem protoka krvi
i kisika kroz Zivcéano tkivo. Omentalni
neurotransmiteri (dopamin, noradrenalin
i acetilkolin) kao i neurotrofi¢ni faktori
(faktor rasta Zivcanog tkiva i gangliozidi)
daju omentumu znacajnu ulogu u
regeneraciji Zivéanog tkiva (Rafael i sur.,
2002.). Garcia-Gomez i sur. (2005.) opisali
su slucaj uspjesne revaskularizacije
sréanog misica u covjeka nakon primjene
vaskulariziranog presadka omentuma
na ishemicni dio lijeve srcane Kklijetke.
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Njihovo je istrazivanje pokazalo da
su za novouspostavljenu cirkulaciju
odgovorni vaskularni endotelijalni faktor
rasta te populacija CD34+ stanica koje
nalazimo u ljudskom omentumu. Isto
se tako, presadak omentuma koristi i za
rekonstrukciju opseznih ostecenja stijenke
grudnog kosa i kao dodatna terapija
kod kroni¢nog empiema gdje se tkivo
omentuma postavlja u Supljinu sinusa
(Levashev i sur, 1999.). Zahvaljujuci
svojem bioloskom potencijalu omentum
se koristi i u kirurgiji urogenitalnog
sustava. Mokhort i Makarov (1990.)
navode omentovezikulopeksiju kao
jednostavnu tehniku koja pomaZe pri
reinervaciji i revaskularizaciji neuroloski
disfunkcionalnog mokra¢nog mjehura u
covjeka. Slobodni presadak omentuma
utjee na brZe zaraStavanje koStanog
defekta u kunié¢a (Kos i sur., 2006., Smolec
i sur, 2010.) te kao pomo¢ pri lijecenju
osteoradionekroze mandibule u ¢ovjeka
gdje potice stvaranje novih krvnih Zila
i sluzi kao izvor stanica za regeneraciju
ostecenog tkiva (Kobayashi i sur., 2000.).
Takoder, omentum potice epitelizaciju
koze nakon opseznih kirurSkih zahvata
i poslije radijacijskih opeklina. Iz svega
prije navedenog proizlazi da omentum
ima znacajnu ulogu u podrudju plasticne
i rekonstruktivne kirurgije, a sve njegove
klinicke potencijale i moguce aplikacije
valja istrazivati i u budu¢im vremenima.

Sazetak

Omentum je jedini organ koji posjeduje
naglaseno svojstvo fagocitoze, adhezije te re-
vaskularizacijeikao takav predstavljaizuzetno
ucinkovito orude u raznim granama kirurgije.
Omentum predstavlja specificnu anatom-
sku strukturu koja se sastoji od dvije mezo-
telijalne ovojnice izmedu kojih su smjestene
masne stanice, limfne kapilare, vezivno tkivo
te nakupine mononuklearnih stanica. Novija
istrazivanja pokazala su da omentum moze
posluziti kao izvor razlicitih ¢imbenika rasta,
neurotransmitera, upalnih medijatora te mul-
tipotentnih zametnih stanica. Uzimaju¢i u
obzir prije navedene ¢injenice, omentum post-
aje tkivo izbora kod sloZenijih kirurskih zah-
vata gdje su moguce komplikacije u cijeljenju i
povecena mogucnost od infekcije.
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Omentel tissue application in surgery

Ozren SMOLEC, PhD, DVM, Nika BRKL]ACA BOTTEGARO, PhD, DVM, Scientific Junior,
Josip KOS, PhD, DVM, Full Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

The omentum is an incredibly versatile
tool for the surgeon. The omentum is the
only organ that has phagocytic, adhesion,
revascularisation, and re-colonisation
properties. It is the major abdominal coelom-
associated lymphomyeloid tissue organ,
consisting of 2 mesothelial layers, and a central
connective tissue containing capillaries,
adipocytes, fibroblasts, and extracellular
matrix. Omentum also content different types
of “healing factors” (growth, angiogenesis,

and chemotactic factors and progenitor cells)
and all of which promote the healing and
regeneration of the injured tissue.

Because of these attributes, surgeons have
utilized the omentum in a variety of settings,
from reconstructing soft tissue defects, to
supporting tissues to promote healing.
At present, the mechanism whereby the
omentum prevents infections and promotes
healing of injured organs remainds poorly
understood.
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STRUCNA RASPRAVA

Selekcija radnih pasa

Vinko Markan, Mario Ostovié i Zeljko Paviéié¢

Uvod

Suzivot Covjeka i psa traje vec¢ vise od
10000 godina. Tijekom svih tih godina pas
se razvio u nekoliko stotina pasmina te,
danas, zahvaljujuéi svojim mnogobrojnim
sposobnostima  ima  brojne  uloge:
poletnog trkaca, budnog cuvara, hrabrog
spasioca i druzeljubivog kucnog ljubimca
(Anonymous, 2004.).

Stvaranje razlicitih pasmina pasa teklo
je ispocetka posve sporadicno. U pojedi-
nim geografski zatvorenim cjelinama-
biocenozama, u kojima se stotinama
godina razvijala civilizacija uskog kruga
ljudi bez utjecaja izvana, u kojima su se isto
tako razvijali i botanicki i zooloski entiteti-
endemi, razvijao se i jedan tip psa stalnim
parenjem u srodstvu uz pomo¢ covieka,
Ciste¢i tako svoju genetsku strukturu i
stvaraju¢i svoj ustaljeni oblik i osobine.
Povremenim velikim gibanjima naroda ti
su psi dolazili u doticaj sa stranim psima,
mijesali se s njima i opet dugo vremena,
po nekoliko stoljeca ostajali u vrlo uskom
krugu odsjeCeni od svijeta. Stalnim
uzgojem u srodstvu zadobili bi i ustalili
poneko novo nasljedno svojstvo i dalje
se razvijali pod selekcijskim utjecajem
Covjeka. Tek posljednjih 100 do 200
godina covjek s odredenom namjerom
i predumisljajem stvara posebne oblike
pasa za strogo odredene svrhe i to
empirijskom metodom kriZanja i genetske
selekcije (Bauer, 2000.), pri ¢emu su od
posebnog znacenja radne pasmine pasa.

Osjetila u psa

Pas se u obavljanju zadaca oslanja
na osjetila sluha, njuha i vida, pri ¢emu
njuh predstavlja najvaznije osjetilo koje
ga Cini tako korisnom zivotinjom. Putem
mirisa pas takoder procjenjuje i odredene
socioloske aspekte ljudi kao Sto su strah,
nervoza, opustenost, veselje i tuga.
Zvucni opseg kod psa je znatno Siri nego
kod covjeka. Naime, putem sluha, koji
obuhvaca i dio ultrazvucnog podrudja,
odredene zvukove i vibracije primjecuje
znatno prije ¢ovjeka. Osijetilo je vida kod
pasa manje razvijeno nego u ljudi. Psi ne
vide tako daleko kao ljudi, a od svega
razlikuju objekte u pokretu. Zbog toga
moramo naredbe koje dajemo rukom
istovremeno davati i govorom. Nocu
vide bolje i jasnije nego ljudi. Znacajno
za psedi vid je i Siroko vidno polje zbog
boc¢nog polozaja ociju. Pas moze vidjeti
pomicanje iza sebe, iako puno teze
nego ljudi odreduje udaljenosti (Klever,
1995., Grgi¢ i sur., 2007.). Osjetilo opipa
takoder igra vaznu ulogu u Zzivotu psa.
Pomocu tzv. opipnih dlaka, koje rastu
na bradi, gornjim usnicama i obrvama
pas preispituje neke znacajke ponudene
hrane (npr. temperaturu, tvrdocu) te
osjeca gibanje zraka (Anonymous, 2004.).

Sumiranjem svih podraZaja u mozgu
pas je sposoban upozoriti na opasnost ili
opreznost, a u pojedinim slucajevima i
tocno ih odrediti. Ukupno gledajudi, pas
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u mnogim slucajevima nadmasuje bilo
koju elektroni¢ku napravu (Grgic¢ i sur.,
2007.).

Razdoblja odrastanja pasa

Skolovanje pasa mora biti uskladeno
s razdobljima njihova odrastanja. Prvo,
razdoblje vegetativnog Zzivota zapocinje
po zavrSetku Stenjenja i obiljeZeno je
spavanjem, hranjenjem i cviljenjem
(Klever, 1995.).

Prijelazno razdoblje je kratak period
kojeg obiljezava otvaranje ociju, u periodu
od 10.-16. dana te pocetak otvaranja
vanjskog slusnog kanala (Rubin, 2007.).
Istovremeno pocinje djelovati i osjetilo
njuha koje postaje primarno osjetilo. Prvi
samostalni pokusaji kretanja pocinju s 21.
danom starosti. U prijelaznom razdoblju
mozemo zamijetiti pocetak igranja psa s
drugim Stencima u leglu, ¢ak i covjekom.
Obrambene reakcije se pokazuju tako
da Stene legne na leda i ponudi trbuh te
ostale poti¢e na daljnju igru, a kasnije
i napadanje. Pocinju prva rezanja, prvi
pokusaji lajanja i veselja (mahanje
repom). Prijelazno razdoblje zavrSava
oko 3. tjedna starosti, nakon cega slijedi
razdoblje utisnuca (Klever, 1995.).

Utisnu¢a su dogadaji pri kojima
dojmovi iz okoliSa (npr. glasnost, mirisi,
objekti iz zivog ili neZivog svijeta) imaju
u relativno kratkom, osobito osjetljivom
razdoblju jedinke posebno trajno znacenje
(Pavici¢, 2006.). Naime, izmedu 4.17. tjedna
starosti Stene uspostavlja svaki dan sve
viSe vezu s okolinom. Prepoznavanje se
vrsi sluhom, vidom i njuhom, a osjetila su
razvijena u potpunosti. Sposobnost ucenja
je u tim tjednima posebno izrazena i takve
»Pprijemljivosti” nece biti vise nikada ni u
jednom Zivotnom razdoblju (Klever, 1995.).

Razdoblje socijalizacije traje izmedu 8.
i 12. tjedna starosti. Radi se o razdoblju
u kojem Stene iz okoline koju ¢ine majka
i ostali Stenci iz legla, odlazi u covijedje
drustvo. To je najprimjerenija dob za
izdvajanje Stenadi iz legla, odnosno za

odvajanje od majke i ostalih Stenaca.
Stene je spremno prihvatiti novu okolinu
i novi nacin vladanja (Klever, 1995.).
Nakon socijalizacije krece se s odgojem,
vjezbama poslusnosti, a zatim, primjerice,
s vjezbama obrane ukoliko govorimo o
obrambenom psu (Harlow, 1995.).

Stupanj dominacije ili podredenosti
koji se razvija u psa ovisi i o genetskom
potencijalu i o njegovom iskustvu iz
mladosti. Stenci nauce znakove prijetnje
i prijateljstva u dobi od 12 tjedana. Otac
ima vrlo ogranic¢enu ulogu u ranom Zivotu
Stenaca, eventualno ¢e ih nauciti disciplini
ujedinjujudi Stence koji su odveé¢ Zivahni.
Za razliku od oca, majka uspostavlja strog
nadzor. Mlijecni zubi u Stenaca su ostri i
kad se igrajudi grickaju majku, ona reagira
grickajudi i njih, odnosno koreci. Takvom
radnjom pokazuje da postoje granice
njihova vladanja koje ne bi smijeli prijeci
(Fogle, 2005.).

Vrlo je bitno da Stene promatra
svoju majku te da od nje nauci koristiti
sposobnosti da bi se prilagodilo postojecim
okolnostima. Stene mora poceti uéiti rano
jer ucenje poboljSava koristenje njegovih
osjetila i sustava biopovratne sprege.
Sto su rana iskustva Sira, to ¢e pas biti
prilagodljiviji i pristupacniji kad odraste
(Fogle, 2005.).

Uloga igre u razvoju vladanja

Igra je aktivnost koja se obicno
povezuje s mladuncadi i upravo tada,

Slika 1. Njemacki ovcar
Izvor: http://dog-breeds-spot.com/wp-content/up-
loads/2009/01/german-shepherd.jpg

E
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u ranoj dobi, najvise vremena Stenci
provode u toj aktivnosti. Jedna od
najranijih teorija glede igre je ta da ona
omogucuje razvijanje motorickih vjestina
i koordinacija koje su neophodne za
preZivljavanje. Stenad za vrijeme igre
zapravo uci razlicite oblike vladanja
odraslih  pasa  poput  uhodenja,
zaskakivanja, izraza lica, borbe te
podloznih i dominantnih polozaja tijela.
Naime, igra pomaZe usavrSavanju
vladanja. Nebrojeni obrasci vladanja
koji se koriste u igri omogucuju vecu
fleksibilnost u buduc¢em spektru vladanja
odraslog psa. Fizicka je vjeZzba isto tako
jedan od razloga igre (Rubin, 2007.).

Selekcija pasmina

Njemacki ovcar (Deutscher
Schédferhund) izuzetno je pametan
pas (slike 1 i 2). Isijava mo¢, snagu,
inteligenciju i  pokretljivost  svojih
predaka. Pravokutnog je tjelesnog oblika,
jak, miSicav i dobro podnosi promjene
vremenskih uvjeta. Tijelo je gradeno
harmoni¢no, funkcionalno i skladno
(Klever, 1995.). Zahvaljujudi savrSenstvu
eksterijera i temperamenta, najomiljenija
je sluzbena pasmina u svijetu i zastitni
znak njemacke policije (Morgan, 2006.).
ViSenamjenski je radni pas. Vrlo osjecajan
u smislu prepoznavanja tona naredbe
svog vodica (Verhoef-Verhallen, 2002.).

Od svih belgijskih ovcara, belgijski je

Slika 2. Stenci njemackog ovéara
Izvor: http://www.germanshepherdfacts.com/images/
puppies3.jpg

(slika 3). Posjeduje izvanrednu spretnost,
sposobnost ucenja i trazi puno kretanja.
Potreban mu je dosljedan odgoj da bi
se agresivnost odrzala u normalnim
granicama. ViSenamjenski je radni pas
(Harlow, 1995., Verhoef-Verhallen, 2002.).

Doberman pin¢ (Doberman Pinscher)
je srednje velik pas, snazan i miSi¢av. Vrlo
inteligentan, aktivan, oprezan i uporan,
ali i vrlo agresivan. Tjelesno tvrd, ali
duSevno jako osjetljiv. Vrlo je privrzen
i izuzetno zastitnicki nastrojen prema
gospodaru. ViSenamjenski je radni pas
(Humphries i Walker, 1999.). Zahtijeva
vrlo pazljiv i dosljedan odgoj. U dresuri
treba postupati konkretno i potpuno,
nikada ga udarati i uznemiravati. Vrlo
stalozen vodi¢ s prirodnim autoritetom
najbolje ¢e uspjeti u dresuri (Verhoef-
Verhallen, 2002.).

Rotvajler (Rottweiler) ima velike
radne sposobnosti (slika 4). Vrloje snazan,
uporan te inteligentan pas s izuzetno
dobrim pamcenjem. Ve¢ sam njegov
izgled izaziva strahopostovanje. Nastoji
biti dominantan i opéenito je neustrasiv.
Naime, vrlo je agresivan, a kod vjezbe
se ne obazire na udarce. Koristi se kao
obrambeni pas, pri ¢emu mu je potreban
dosljedan odgoj i poseban nacin ophodnje
(Verhoef-Verhallen, 2002., Libby, 2006.).

Veliki gubicar (Giant Schnauzer)
nadasve je dobar ¢uvar, a izvanredna
sposobnostucenja olakSava odgojiskolova-
nje. Izuzetno je izdrzljiv i oprezan. Ne voli
promjenu vlasnika, kao ni izvrSavanje iste
naredbe viSe puta za redom. Najvise se
koristi kao obrambeni pas (Harlow, 1995.,
Verhoef-Verhallen, 2002.).

Bokser (Boxer) je tvrde tjelesne
konstitucije, temperamentan i unutrasnje
¢vrst. Vrlo je oprezan i agresivan. Potreban
mu je dosljedan odgoj, a koristi se kao
obrambeni pas (Klever, 1995.). Brzo uci ako
je vodi¢ konkretan i paZljiv u izdavanju
naredbi (Verhoef-Verhallen, 2002.).

Osim navedenih pasmina, kao radni psi,
koriste se i labradorski retriver, nizozemski
ovcar, flandrijski govedar, erdel terijer, a
po potrebi i druge pasmine (Anonymous,
2002., Verhoef-Verhallen, 2002.).
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Slika 3. Belgijski
| ovcar Malinois
Izvor: http://dogency-
|| clopedia.org/belgian_
1 malinois2.jpg

Selekcija spola

Hoce li se vodi¢ odluciti za muzjaka
ili Zenku osobna je odluka. Medutim,
treba imati na umu da svaki spol ima
svoje znacajke. Neki preferiraju Zenke
jer smatraju da Zenke imaju viSe osjecaja
za vodica te su pogodnije za dresuru.
Neovisnije su i pouzdanije. Sigurnije su i
pazljivije po prirodi i u radu. Napreduju u
udenjumnogo brze tj. imaju bolje pamcenije.
Cak i uz manje sposobnog vodica, rade s
viSe volje i pazljivije. Dobra Zenka moze
biti otra i okretna kao i muZzjak (Barwing
i Hilliard, 1991.). No, u vrijeme tjeranja
Zenka je nemirna i hiperaktivna te izlucuje
krvavi iscjedak (Klever, 1995.).

Neki opet smatraju da muZjaci
posjeduju  veéu samouvjerenost i
samostalnost pa tako, primjerice,
americko zrakoplovstvo u sluzbu prima
samo muZzjake (Barwing i Hilliard, 1991.).
Muzjaku je od rane mladosti potreban
dosljedan odgoj. Za njega je tipi¢no da
uvijek ispituje tko je voda copora. Ako
nanjusi Zenku u blizini koja se tjera,
pokusat ce joj pristupiti i , pokazati svoju
muskost” (Klever, 1995.).

Iskustva pokazuju da je lakse pronadci
muzjaka s odgovarajuéim karakterom
za dresuru, a jedan od razloga je taj da se
izuzetno dobre Zenke vrlo brzo prodaju
zbog velike potraznje (Barwing i Hilliard,
1991.).

Selekcija pasa za traganje,

spasavanje i obranu

Prilikom selekcije Stence je potrebno
pazljivo promatrati, prvo fizicki izgled
. da su disti, odgovarajude velicine i

[
L

Slika 4. Rotvajler
Izvor: http://www.finedogbreeds.com/rottweiler.jpg

pravilne grade. Zatim treba promatrati
njihove kretnje, vladanje prema drugim
Stencima te uzeti Stenca u narudje i
promatrati njegove reakcije (pokrete ociju
i Sapa, smirenost, agresivnost). Vazno
je uvjeriti se da nas Stenac dozivljava
(Morgan, 2006.).

Za ocjenu karaktera 6-8 tjedana starog
Stenca moZe se upotrijebiti Siri izbor
testova. Smatra se da Stenac mora pokazati
sljedece karakteristike: prepoznati
jedinstveni podrazaj (auditorniili vizualni),
prepoznati odnosno shvatiti izolaciju,
prepoznati osobe (poznanici i stranci) te
pokazati sklad psihe, kao i inteligentnost
u rjeSavanju problema (Barwing i Hilliard,
1991.).

Pas mora biti postojane prirode, a to
znaci da ¢e primjetiti svaku promjenu u
okolini, procijenit ¢e njezino znacenje i
reagirati prema potrebi. Reakcija ¢e biti
razumna i u nuZnim granicama. Pas
postojane prirode reagirat ¢e pozorno na
svaki podrazaj, npr. nece se povlaciti, ali
nece ni krenuti u napad tako dugo dok ne
bude doslovno ugroZen on sam, ili njegov
gospodar (vodic). Pri ispitivanju prirode
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pojedinih pasa uvijek treba uzeti u obzir
pasminsku pripadnost. Progcjenjivanje
prirode psa moZe se obavljati na razlicite
nadine, npr. pucnjem iz piStolja ili
iznenadnim pljeskom dlanova dime se
izaziva reakcija na zvucne senzacije,
odnosno zamahom ruke ili otvaranjem
kiSobrana uperenog u psa, ¢ime se dobiva
uvid u njegove vidne senzacije (Bauer,
1973.).

Ukoliko ¢e se pas koristiti u svrhu
traganja i spasavanja, neophodno je
selekcionirati Stenca sa svim mentalnim i
fizickim kvalitetama. Treba imati na umu
da se ne selekcionira samo pas za sluzbu,
nego i vjerni prijatelj koji vodica prati
dugi niz godina. Naime, preporucljivo
je da se wusporedi psiholoski profil
vodica i temperament psa, odnosno da
vodi¢ odabere pasminu koja mu najvise
odgovara. Americka organizacija za
traganje i spasavanje smatra da je za taj
posao, osim da je pas visoko inteligentan
i fizicki dobro graden, vazno da ima i
dokazanu sposobnost traganja te da je
vrlo Zivahan tj. pun Zivotne energije,
Sto pozitivno utjece i na samog vodica.
Postoje mnogi testovi kojima se otkrivaju
kvalitete psa za traganje i spaSavanje,
pri Cemu je najvaznije: da pas bude
prijatelj tj. naklonjen svom vodicu, da
je znatiZeljan, odnosno voli istraZivati
te da je cvrste vanjstine. Najbolji Stenac
za traganje je tzv. ,prosjeCan” Stenac
koji ne dominira leglom niti je plasljiv.
Idealni roditelji Stenca za traganje bit
¢e prijateljski nastrojeni, samouvjereni,
oprezni i stalozeni (Anonymous, 2002.).

Prilikom selekcije Stenca za sluzbeni
i sportski obrambeni posao moraju se
uzeti u obzir glavne znacajke spola i
krvne linije, medutim selekcija zapocinje
ve¢ odabirom odgovornog uzgajivaca.
Jedan od najboljih pokazatelja o psu
su njegovi roditelji, ali i dalji preci.
Premda nije potpuno razvijen sve do 18.
mjeseca zivota, temperament psa moZze
se uvidjeti u dobi od 8 tjedana. S vec¢om

sigurnoscu Stenac se moZe selekcionirati

tako da se koriste testovi dokazivanja

temperamenta. Postoje brojni testovi

za dokazivanje temperamenta, no u

uzgojno-selekcijskom programu vazno

je obratiti pozornost na sljedede: u

uzgoju koristiti pse samo s potvrdenim

radnim  sposobnostima te obaviti
primjerenu socijalizaciju i odgoj Stenaca
selekcioniranih za taj posao. Istrazivanja
su pokazala da su znacajke ili odlike
temperamenta nasljedne i s prilicnom
sigurnos¢u mogu biti ocijenjene kod

Stenaca u ranoj dobi. Isto je tako

potvrdeno da se Stenetu mora posvetiti

puno brige i paZnje da postane samo-
uvjereno tj. stabilna individua.
Odlike temperamenta psa za sluzbeni

i posao sportskog obrambenog psa, koje

vrijede i smatraju se obveznim u Njemackoj,

ali i drugim zemljama svijeta su:

* pas pokazuje interes za traZenje svog
gospodara (vodica), ali isto tako i
trazenje na naredbu

* pas pokazuje veliki interes u igri u
donoSenju predmeta koji mu vodic
baci (npr. loptica)

* pas ¢e biti smiren prilikom prilaza
prijateljski nastrojenog stranca i
odnosit e se prijateljski prema njemu;
kretat ¢e se odlu¢no prema strancu
koji mu prijeti, nastojeci stupiti s njim
u fizi¢ki kontakt da zastiti svog vodica

® pas ¢e ponekad biti preplasen, sto je
normalno, ali ¢e brzo zaboraviti incident

* pas ne smije pokazivati histericnu
agresivnost ili agresivnost izazvanu
strahom (Barwing i Hilliard, 1991.).
Treba uzeti u obzir da dio selekcije

¢ine socijalizacija i preddresura jer tek

tada u potpunosti dolaze do izrazaja
odredene osobine psa. Ako, primjerice,
pas u fazi treniranja obrane ne Zeli zastititi
svog vodica tj. ugristi napadaca, onda nije
pogodan za takav posao. Radni, odnosno
policijski pas mora biti izuzetno privrZen

gospodaru, poslusan, slijediti trag i

obraniti svog vodica. Iako je Schutzhund
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vrlo slican policijskom poslu psa, ipak
postoje razlike koje treba uzeti u obzir. To
su nacin dresure i postavka da sluzbeni
pas smije biti agresivan prema drugima,
ali ne i vodicu dok Schutzhund pas mora
biti socijaliziran. Sluzbeni pas je dresiran
na zastitno odijelo, a sportski obrambeni
pas na zastitni rukav (Harlow, 1995.).

Pas koji se koristi za traganje i
spasSavanje ne smije se bojati novih mjesta,
buke, vode i mnogih drugih stvari, Sto
se uvida tijekom njegove socijalizacije i
preddresure. Psi koji se koriste u forenzici,
u traZenju ljudskih dijelova tijela, moraju
biti izuzetno psihicki stabilni i uporni
jer taj posao iziskuje 12 sati rada na
dan, ponekad i u vrlo teskim uvjetima
(Anonymous, 2002.).

Schutzhund

SchutzhundjesportnastaouNjemackoj,
a cilj mu je vrednovati (selekcionirati) pse
obzirom na sposobnosti pracenja traga,
poslusnost i obranu (zastitu). Postoje
tri stupnja, Schutzhund I, II. i I, a po
medunarodnim pravilima Schutzhund je
radniispitza pse koji se oznacavasa znakom
IPO I, II. i IIl. U Njemackoj i mnogim
drugim zemljama Europe te SAD-a vrlo je
vazan element u svijetu njemackih ovcara,
odnosno to je sport dokazivanja njihova
temperamenta, tj. njihove urodene snage i
sposobnosti. Ujedno se izvodi u cast Max
von Stephanitzu, koji je uzgojio njemackog
ovcaraiusavrsio testove za taj sport. Schutz-
hund zahtijeva veliku izdrzljivost, ¢vrstinu
i inteligenciju, odnosno univerzalnost psa
(Barwing i Hilliard, 1991.).

Pasmine koje, uz njemackog ovcara,
zadovoljavaju uvjete za Schutzhund su
erdel terijer, belgijski ovcar (Malinois,
Groenandael i Tervuren), bokser,
flandrijski govedar, doberman pin¢, veliki

Selection of Working Dogs

gubicar i rotvajler (Barwing i Hilliard,
1991., Morgan, 2006.).

Sazetak

U radu su opisane najznacajnije pa-
smine radnih pasa, kao i uvjeti kojima psi
moraju udovoljavati pri selekciji za obavljanje
pojedinih radnji. Radni psi moraju imati
dosljedan odgoj i skolovanje, koje mora biti
uskladeno s razdobljima njihova odrastanja.
Tako ¢e posti¢i odgovarajuci odnos s vodicem,
odnosno obavit ¢e zadacu za koju su
selekcionirani.
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The most important working dog breeds,
as well as conditions dogs are required to
meet for selection for performing certain ser-
vices are described in this paper. Working
dogs have to be raised consistently and tra-

ining must be coordinated with their age. In
this way they will achieve a proper relation-
ship with their guide and accomplish the task
for which they have been selected.
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STRUCNA RASPRAVA

Fibropapilomatoza u srne obicne

Prikaz slucaja

V. Farkas, D. Konjevic, 7. Grabarevié, A. Slavica,

Branka Artukovié i Z. Janicki

Uvod

Tvorbe  uzrokovane papiloma-
virusima (PV) su ve¢ makroskopski
lako prepoznatljive novotvorine koZze ili
sluznica (Sundberg i sur., 2001.). Virus u
organizam prodire preko ozlijedene koze
te se umnaZza u epitelnom i vezivnom
tkivu (Cvetni¢, 2005.). PV uzrokuju lezije
na dva nacina, u jednom povedavajuci
aktivnost, mitozu i proliferaciju stanica,
dok u drugom dovode do distrofije i
propadanja stanica (Hargis i Ginn, 2008.).
Dobro¢udne novotvorine uzrokovane
ovim virusima razvrstavaju se na
papilome, fibropapilome i fibrome, prije
svega na temelju histoloskog izgleda,
odnosno omjera fibroznog vezivnog
tkiva i hiperplasticnog epitela. Rjede,
ovi virusi mogu uzrokovati i zlo¢udne
promjene. PV se uzrokovane novotvorine
Cesto javljaju u divljih Zivotinja, a
posebice u punorozaca (Crosgrove i Fay,
1981., Sundberg i Nielsen, 1981.). Tako
je fibromatoza opisana u bjelorepog
jelena (Odocoileus virginianus), crnorepog
jelena  (Odocoileus  hemionus), jelena
lopatara (Dama dama), jelena obi¢nog
(Cervus elaphus), srne obicne (Capreouls
capreouls), sika jelena (Cervus nippon), losa
(Alces alces) i karibua (Rangifer tarandus).
Fibropapilomatozu u srna uzrokuje srneci
papilomavirus (CcPV1) koji pripada
porodici prezivacima specificnih delta

papilomavirusa (Erdélyi i sur., 2008.). U
istu porodicu Bernard (2006.) svrstava jo$
i papilomaviruse europskog losa (EEPV),
soba (RPV), jelena (DPV), goveda (BPV1i
BPV2) te ovce (OvPV1i OvPV2).

Prema Salajpal i sur. (2006.)
fibropapilomatoza se u srna ¢ak navodi
kao endemska bolest karakteristicna za
pojedina podrudja Madarske, Austrije
i Hrvatske, slicna DPV infekcijama
sjevernoamerickih vrsta jelena i endemskoj
fibromatozi losova u Svedskoj (Takacs i
Nagy-Bozsoki, 1998., Kocsner, 2001.).

Makroskopski gledano, ove su pro-
mjene najces¢e tvrde i okrugle novo-
tvorine koze promjera do 1 cm (Shope,
1932., Richards, 1957., Fay, 1970.), ali
su zabiljezene i znatno vece, do cak 25
cm (Shope, 1932., Roscoe i sur., 1975.).
Mogu se pojaviti od pojedinacnih do
mnogobrojnih, dostizudi ¢ak i 226 zase-
bnih novotvorina po jednoj Zivotinji
(Hoover, 1937.). Nisu lokalno invazivni i
lakoihje kirurskiukloniti. Iako su po svojoj
biologiji dobro¢udni, valja napomenuti
da su u literaturi opisana i metastatska
ostecenja pluca u losa oboljelog od
kozne fibromatoze (Borg, 1975.). Kada
se zivotinja inficira s PV, promjene ostaju
do nekoliko mjeseci i zatim se u pravilu
njih 75-80% povuce, a zivotinja ostaje
imuna na buduce infekcije. Regresija se
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promjena javlja kao posljedica razvijanja
virus-neutraliziraju¢ih protutijela (Ghim i
sur., 2000.)

U ovom prikazu slucaja opisuje se
teski oblik fibropapilomatoze srme u
kojem se jedna od novotvorina svrstava
medu najvece do sada opisane u literaturi.
Iako prijavljivana u nas, ova se bolest
rijetko javljala u ovako izrazenom obliku.

Prikaz slucaja
U prosincu 2009. godine, u za-
jednickom  otvorenom lovistu  br.

XIV/126 Vladislavci, u predjelu lovista
zvanom ,Dombok” tijekom redovitog
osmatranja divlja¢i primije¢ena je srna
s novotvorinama po ekstremitetima
(slika 1). U skladu s lovnogospodarskom
osnovom te Pravilnikom o lovostaji
(Anonymus, 2005.), srna je odstrijeljena
21. prosinca 2009. u okviru redovitog
odstrjela.

Makroskopskim pregledom odstri-
jelijene srne, utvrdeno je sedam novo-
tvorina, od cega Sest na ekstremitetima
i jedna koja se nalazila neposredno iza
mlijecne Zlijezde. Tvorbe su bile okruglog
doovalnogoblika, velicineod 1,5do19 cm,
tvrdoelasti¢ne konzistencije i pomicne.
U tri slucaja povrsina promjena je bila
prekrivena intaktnom kozom s dlakama,
dok su preostale cetiri tvorbe imale
oroznjalu povrsinu tamnosmede do crne
boje, s bijelim podrudjima. Dvije najvece
tvorbe imale su djelomi¢no erozivnu
i ulceriranu povrSinu. Na presjeku su
tvorbe bile sivo-bijele boje, tvrdoelasticne
konzistencije te se na pritisak cijedila
vrlo mala koli¢ina bezbojne tekudine,
osim u najvece tvorbe (slika 2), kod
koje se cijedila i mala koli¢ina krvi.
Makroskopskim  pregledom tjelesnih
Supljina i organa nisu uocene metastaze.
Reprezentativni uzorci zamijecenih tvorbi
izdvojeni su u 70% alkohol te dostavljeni
na Veterinarski fakultet na histolosku
pretragu. Histoloskom je pretragom
ustvrdeno da veéim brojem promjena
preteZe dermalna komponenta gradena
od fibroblasta s jasno izrazenom jezgrom,

Slika 1. Srna u dolasku pred ceku, s jasno
vidljivim izraslinama na nogama

poredanih u snopove i neorganizirane
redove, razdvojenih vecom ili manjom
koli¢inom kolagena (slika 3), ovisno o
tvorbi. Ovakav je oblik karakteristican
za fibrome. Nalaz blizi papilomima
prikazuje slika 4 gdje hiperplasticni epitel
od fibroblasticnog sloja razdvaja sloj
kolagena i pojedinacnih fibrocita.

Rasprava

Problematiku u nazivlju promje-
na uzrokovanih PV predstavlja njihova
razli¢itost u makroskopskom i histoloskom
izgledu. Stoga u literaturi ove novotvorine
nemaju uvijek isti naziv. Tako Sundberg i
sur. (2001.) PV infekcije opisuju kao jednu
bolest, a nazive papilom, fibropapilom,
fibrom i druge, navode tijekom
spomenutog ¢lanka kao sinonime. Hargis
i Ginn (2008.) koZne PV infekcije dijele na
papilomei fibropapilome (sarkoide) koji se,
na temelju makroskopskog izgleda, dijele
na verukozne, fibroblasticne, mjeSovite i
skrivene. Salajpal i sur. (2006.) prilikom
opisivanja ovih novotvorina u Hrvatskoj
koriste naziv fibromi, do¢im Erdélyi i sur.
(2009.) opisuju endemicku infekciju PV
kao fibropapilomatozu.

Na temelju histoloSkog nalaza,
recentne literature i radova koji proucavaju
PV infekcije srna u ovom dijelu Europe
odlucili smo da je naziv fibropapilomatoza
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Slika 2. Izrazeni fibropapilomi na prednjoj lijevoj
nozi srne obicne

Slika 3. Naglasena dermalna komponenta
gradena od fibroblasta s jasno izrazenom jez-
grom, poredanih u snopove i neorganizirane re-
dove, razdvojenih vecom ili manjom koli¢inom
kolagena (HE, 4x]

najprikladniji i najtocniji u
predmetnih novotvorina.

PV infekcije divljih Zivotinja u Hrvat-
skoj su dugo poznate i opisivane u
literaturi. Tako Valentinc¢i¢ jos 1981.
navodi kako su tada u posljednjih 40
godina (od 1941.) od papilomatoze
obolijevale  uglavnom  divokoze i
kozorozi, a druge vrste divlja¢i znatno
rjede. U Hrvatskoj je fibropapilomatoza
srna, koja se posljednjih nekoliko
godina opisuje kao dio endemske
fibropapilomatoze srna koja zahvaca
populacije srna u zemljama takozvane
«Karpatske kotline” (Salajpal i sur., 2006.,
Erdélyi i sur., 2009.), u proslom desetlje¢u
najcesc¢e zabiljeZzena na podrudju Bjelo-
varsko-bilogorske Zupanije. U pravilu,
novotvorine ne smetaju oboljeloj jedinki,
ali kako rastu mogu posredno dovesti do

slucaju

e e 20w

Slika 4. NesSto izrazenija komponenta papiloma
(HE, 4x)

slabljenja Zivotinje. Dodatne komplikacije
ovise i o lokalizaciji procesa pa tako
tvorbe u blizini o¢iju mogu utjecati na
vid, dok one u neposrednoj blizini usne
Supljine ili u njoj samoj mogu ometati
ili c¢ak onemoguditi uzimanje hrane
(Sundberg i sur.,, 2001.). Patomorfoloski
i epidemioloski, CcPV1 infekcije srna su
vrlo slicne s DPV infekcijom bjelorepog
jelena i drugih vrsta sjevernoamerickih
jelena, s izuzetkom pluénih metastaza
koje u srna do sada nisu opisane (Erdélyi
i sur, 2008.). Sirenje bolesti, odnosno
virusa, je proucavano na primjeru DPV
i pri tome je ustanovljeno da je Sirenje
PV medu divljim punoroZcima mogude
izravnim kontaktom ili insektima koji se
hrane krvlju (Sundberg i Nielsen, 1981.).
Kontrolu i lije¢enje bolesti nije nuzno
provoditi u slobodnozivuée divljadi,
jer se vedina promjena uzrokovanih PV
infekcijama povlaci kroz nekoliko tjedana
do nekoliko mjeseci. Ukoliko je lijecenje
indicirano, primjerice prilikom prelaska
novotvorina u premaligni stadij, tvorbe
je nuzno kirurSki odstraniti, pri ¢emu
su opisani razli¢iti stupnjevi uspjeha.
Naravno da, s obzirom da je rijec o divljim
zivotinjama pristup srnama nije mogu¢
bez hvatanja i kemijske imobilizacije
oboljele jedinke (Konjevi¢ i sur., 2003.).
U suglasju s navedenim, ukoliko nije
rije¢ o iznimno vrijednom grlu ili grlu
u ogradenom prostoru, indicirana je
provedba sanitarnog odstrjela. Primjena
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cijepljenja u sprje¢avanju ove pojave, koja
se u razlicitim istraZivanjima pokazala
viSe ili manje uspjesna (Olson i sur., 1968.,
Barthold i sur., 1976., Bell i sur., 1994.,
Ghim i sur, 1995.), nailazi na znatna
ogranicenja u slucaju divljaci.

Sa stajaliSta javnog zdravstva, u
slucajevima slabije do srednje izraZene
fibropapilomatoze ukoliko se odstrane
novotvorine u obliku fibroma, papi-
loma ili kao u ovom slucaju fibropapi-
loma, meso je higijenski ispravno i ne
predstavlja opasnost po zdravlje ljudi.
U tezim slucajevima, uslijed mrSavosti
Zivotinje meso nije dobro za konzumaciju.

Prikaz ovog slucaja samo potvrduje
endemsku pojavu fibropapilomatoze
s karakteristicnim promjenama u na-
§im krajevima te otvara mogucnost
istrazivanja utjecaja gustoce naseljenosti
na pojavu ove bolesti, uzroke pretezitog
pojavljivanja u pojedinim distriktima te
mozebitnu gensku predispoziciju.

Sazetak

Novotvorine  uzrokovane  papiloma-
virusima u jelenske divlja¢i uglavnom
predstavljaju lako prepoznatljive tvorbe,

razli¢ite velicine i brojnosti. Na temelju
makroskopskog i histoloskog izgleda promjene
se mogu razvrstati na papilome, fibrome i
fibropapilome. U ovome radu prikazan je
tezak slucaj fibropapilomatoze srne obicne s
podrudja Slavonije. Ukupno je utvrdeno sedam
tvorbi, veli¢ine od 1,5 do 19 cm. Histoloskom
su pretragom utvrdeni elementi karakteristicni
i za fibrom i za papilom. Fibropapilomatoza
u vecini slucajeva predstavlja dobroc¢udnu
pojavu sklonu spontanoj regresiji. U slucaju
jac¢ih promjena koje ugrozavaju zivot jedinke
indiciran je sanitarni odstrjel ili kada je to
moguce kirurski zahvat.
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Roe deer fibropapillomatosis — a case report

Vladimir FARKAS, Student 6th year, Dean KONJEVIC, DVM, PhD, Junior Researcher, Dipl.
ECZM, Zeljko GRABAREVIC, DVM, PhD, Full Professor, Alen SLAVICA, DVM, PhD, Associate
Professor, Branka ARTUKOVIC, DVM, PhD, Associate Professor, Zdravko JANICKI, DVM, PhD,
Full Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb

Papillomavirus induced neoplasms in
deer species are usually easily recognized le-
sions that vary in size and number. According
to gross and microscopic appearance, they
can be differentiated as papillomas, fibromas
and fibropapillomas. In this article, a severe
case of roe deer fibropapillomatosis from the
Slavonija and Baranja region is presented. In
total, seven lesions were determined, ranging

in size from 1.5 to 19 cm. Histological analysis
revealed elements characteristic for both fibro-
mas and papillomas. In the majority of cases,
fibropapillomatosis represent a benign disease
known to regress spontaneously. In the case of
more pronounced and life-threatening lesions,
a prophylactic hunt or, when possible, surgi-
cal treatment is indicated.
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STRUCNA RASPRAVA

Prisilno klanje zivotinja

u legislativi i praksi

N. Zdolec, I. Peric, B. Miokovi¢, Vesna Dobranic i B. Njari

Uvod

Doktori veterinarske medicine imaju
vodecu ulogu u konceptu sigurnosti
hrane Zivotinjskog podrijetla ,od polja
do stola” (Zivkovi¢ i sur.,, 1996., Njari,
2001.). Primjenom tzv. ,higijenskog
paketa” — uredbi Europske Unije o
higijeni i sluzbenim kontrolama hrane
odgovornost za zdravstvenu ispravnost
preuzimaju ,subjekti u poslovanju s
hranom” (SPH). To ne umanjuje znacenje
veterinarskih inspektora, ve¢ donosi
preustroj nadzora kojim se nastoji
obuhvatiti cijeli lanac od primarne
proizvodnje. U proizvodnji mesa to se
odnosi na provodenje sluzbenih kontrola
u svezi hrane za Zivotinje, uvjeta drZzanja
na farmama, dobrobiti Zivotinja na
farmama i tijekom prijevoza tj. nadzor
preduvjeta za dobivanje zdravstveno
ispravnog i kvalitetnog mesa. Navedeno
ponovno ne umanjuje znacenje ante
i post mortem pregleda u klaonickim
objektima, ali se ti pregledi mogu modifi-
cirati prema postoje¢em riziku (tzv.
“risk based” inspekcija mesa). Propisi
EU predvidaju odredenu fleksibilnost
s obzirom na povjeravanje ante i post
mortem pregleda izvjesnim sluZzbenim
pomocnicima, no pozicija veterinarskog
inspektora u odredenim situacijama
ipak nece biti ugrozena (samo je pitanje
brojnosti inspektora i opsega/trajanja

pregleda u klaonickim objektima). S
tim u vezi cilj ovog rada je na primjeru
prisilnog klanja opisati ulogu veterinara
prakticara (nadlezni/ovlasteni veterinar)
i  sluzbenog/ovlastenog  veterinara
u klaonickom objektu u procjeni
upotrebljivosti mesa za prehranu ljudi.

Termin ,prisilno klanje“

U literaturi nalazimo razli¢ita tuma-
cenja s obzirom na stanja zivotinja koja
zavrSavaju prisilnim klanjem i obzirom
na prate¢u ulogu veterinara. Zivkovié
(2001.) navodi da se prisilno klanje (klanje
iz nuzde, nuzno klanje, ekonomsko)
obavlja bez prethodnog veterinarskog
(ante mortem) pregleda, a obuhvaca
samo po Zivot prijete¢e ozljede, nadam,
gusenja te udar elektricne struje i groma.
Pri tome je vazno da je Zzivotinja prije
nezgode bila zdrava. Takvo tumacenje
ima podlogu u Pravilniku o nacinu
obavljanja veterinarsko-sanitarnog
pregleda i kontrole Zivotinja prije klanja
i proizvoda zivotinjskog podrijetla (Sl
list, br. 68/1989., NN br. 53/1991.) koji
je jos na snazi u dijelu $to se odnosi
na prisilno klanje (Clanak 19 - 22). Taj
propis predvida evisceraciju i trbusnih
i prsnih organa, procjenu je li Zivotinja
iskrvarena i eviscerirana na vrijeme,

Dr. sc. Nevijo ZDOLEC, dr. med. vet., visi asistent-znanstveni novak, dr. sc. Branimir MIOKOVIC, dr.
med. vet., redoviti profesor, dr. sc. Vesna DOBRANIC, dr. med. vet., docentica, dr. sc. Bela NJARI, dr.
med. vet., redoviti profesor, Veterinarski fakultet, Zagreb; Ivica PERIC, dr. med. vet., Voditelj veterinarske
inspekcije pri PIK-u Vrbovec - mesna industrija, Veterinarska stanica Vrbovec
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obvezu slanja uputnice koja prati trup
i organe na obradu u klaonicki objekt
te potrebu obavljanja mikrobioloske i
drugih laboratorijskih pretraga (rezidue
i dr.) ako se post mortem pregledom ne
moze donijeti odluka o upotrebljivosti.
Buduéi da prisilno klanje ne zahtijeva
ante mortem pregled (a u vedini slucajeva
je to i teSko ocekivati zbog nagle nezgode
i posljedi¢no prijete¢eg uginuca), u praksi
se ta odredba nastojala zloupotrijebiti
pa se klanje bolesnih Zivotinja nastojalo
prikazati prisilnim.

Gracey i sur. (1999.) upozoravaju na
dva razlicita entiteta u anglosaksonskoj
terminologiji — ,emergency slaughter” i
,casualty slaughter” koji se neopravdano
koriste kao istoznacnice. , Emergency
slaughter” se odnosi na Zivotinje u stanju
akutne boli ili stanju u kojem bi odgoda
klanja bila oprecna pravilima zastite do-
brobiti, s time da meso nece ugroziti
zdravlje potrosaca. Uzroci takve akutne
boli mogu biti prijelomi, ozbiljne ozljede,
izvala maternice, krvarenja maternice
nakon porodaja. Prema toj definiciji
termin , emergency slaughter” odgovarao
bi nasem ,prisimom klanju”. Navodi
se da su najces¢i razlozi prisilnih klanja
prijelomi (24%), nespecificne ozljede (9%),
izvala/ruptura maternice (6,5%), artritis
(6%), oSte¢enja CNS-a (5%), hipomagnezija
krava (4,6%). ,,Casualty slaughter” Gracey
i sur. (1999.) tumace kao stanja u kojima
zivotinja ne osjeca akutnu bol niti joj je
»akutno” ugroZen Zivot, ve¢ se radi o
dugotrajnijim promjenama npr. paralizi
n. obturatorius, postporodajnoj paraplegiji
nakon hipokalcemije u krava. Uzroci
su takvih klanja u goveda (n=44704)
teski porodaji (8,84%), nadam (8,44%),
respiratorne  bolesti  (6,49%), bolesti
zglobova (5,78%), strano tijelo u kapuri
(5,16%), bolesti kardiovaskularnog sustava
(5,14%), upala crijeva (4,65%), prijelomi
nevezani uz porodaj (4,43%), leZanje
(paralize) (4,10%), interdigitalni dermatitis
(3,46%) i pobacaj (3,39%) (Gracey i sur.,
1999.). Prema Uredbi EC 853/2004. i nasem
Pravilniku o higijeni hrane Zivotinjskog
podrijetla (Prilog III, Poglavlje VI, NN br.

99/2007.) prisilno klanje izvan klaonickog
objekta podrazumijeva klanje zdravih
zivotinja (domacih papkara i kopitara)
koje su dozivjele nezgodu zbog koje
se nisu mogle dopremiti u klaonicki
objekt radi zastite njihove dobrobiti. U
suprotnosti s prijasnjim tumacenjem da
se prisilno klanje obavlja bez prethodnog
veterinarskog ~ pregleda, = spomenuti
Pravilnik nalaze da ,nadlezni veterinar
mora obaviti ante mortem pregled”.
Nacelno se moZe postaviti pitanje kako
postupiti u  slucajevima iznenadne
nezgode kojom je wugroZen Zivot i
dobrobit zivotinje, a nadlezni veterinar
po prirodi stvari (opsezno krvarenje,
asfiksija, guSenje Zivotinje) ne moze stici
obaviti pregled prije klanja. Misljenja
smo da izostanak ante mortem pregleda iz
navedenih opravdanih razlogane bi trebao
biti razlogom zapljene mesa, ve¢ njegovu
uporabljivost treba procjenjivati na temelju
post mortem pregleda i mikrobioloskih
pretraga.  Pravilnikom je  nadalje
propisano da prisilno zaklanu zivotinju
treba Sto prije dopremiti u klaonicki objekt
na obradu i post mortem pregled. Klaonicki
objekt kojeg odredi nadlezni/sluzbeni
veterinar duzan je primiti trup i organe
prisilno zaklanih Zivotinja (Zakon o ve-
terinarstvu, NN br. 41/07., 155/08.). Izvan
objekta na mjestu prisilnog klanja mogu
se pod nadzorom veterinara odstraniti
samo Zeludac i crijeva (istovremeno drugi
vazedi Pravilnik (Sluzbeni list, br. 68/1989.,
NN br. 53/1991.), propisuje kompletnu
evisceraciju) koji se oznacuju i dopremaju
u objekt s pripadajué¢im trupom. Posebno
vaznu ulogu kod procjene upotrebljivosti
mesa prisilno zaklanih zivotinja imaju
podatci o prehrambenom lancu, odnosno
skup evidencija o podrijetlu, drzanju,
hranidbi, lijeenju, zdravstvenom stanju
i dr. koje se vode na farmi. Pored toga,
nadlezni veterinar mora u klaonicki
objekt poslati izjavu o zadovoljavaju¢em/
urednom nalazu ante mortem pregleda,
vremenu i razlozima prisilnog klanja te
vrstama eventualnih lijecenja predmetne
Zivotinje.
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U kontekstu dobrobiti, Zakon o zastiti
zivotinja (NN br. 135/2006.) i Pravilnik o
zastiti zivotinja pri klanju i usmréivanju
(NN br. 39/2008.) propisuju da se klanje
izvan klaonickog objekta obavlja uz
odgovarajuce sputavanje, omamljivanje i
iskrvarenje. No, u slucaju prisilnih klanja,
ako nije moguce omamiti zivotinju, , klanje
se izvodi tako da se izbjegne nanoSenje
nepotrebne boli, patnje, ozljeda ili straha”.

Odluka o prisilnom klanju

Kako smo vec naveli, da bi se donijela
odluka o potrebi prisilnog klanja
zivotinje izvan klaonickog objekta mora
biti zadovoljeno viSe ¢imbenika koji se
odnose na zdravlje Zivotinje, ozljede,
dobrobit, prijevoz te pregled prije
klanja (dijjagram 1). Veterinari prakticari
moraju stoga strucno prosuditi jesu li
zadovoljeni svi javno-zdravstveni uvjeti
da se meso ozlijedene Zivotinje koristi za
prehranu ljudi (npr. veterinarski lijekovi
— karencija); je 1i Zivotinja (ne)sposobna
za prijevoz do klaonickog objekta (npr.
laminitis); hoce li meso prisilno zaklane
zivotinje izvan klaonickog objekta biti
prikladno za konzumaciju (zadovoljeni
su javno-zdravstveni uvjeti, ali prijevoz
do klaoni¢kog objekta ugrozava dobrobit
zivotinje);imalinastalanezgoda posljedicu
hitnog djelovanja; je li razlog prisilnom
klanju bila uistinu nezgoda (nepredvidljiv
dogadaj koji nanosi ozljede i ostecenja); je
li Zivotinja prethodno bila zdrava. Cini se
moZzda najteZze prosuditi hoce li prisilno
klanje izvan klaonickog objekta nanijeti
viSe Stete nego Sto ¢e Kkoristi donijeti
zabrana prijevoza do klaonickog objekta
zbog zastite dobrobiti ozlijedene Zivotinje
(ako nije neophodno hitno iskrvarenje).
Zamislimo prijelom kosti u goveda - je
li uputnije obaviti prisilno klanje ,na
livadi” zbog zastite dobrobiti (prijevoz
bi prouzrocio daljnju bol i patnju), ili
prevoziti do klaonickog objekta gdje ¢e
se obaviti obrada u higijenskim uvjetima
po pravilima struke. Nadalje, Pravilnik
o zatiti zivotinja tijekom prijevoza i
s prijevozom povezanih postupaka

(NN br. 7/2007.) ne predvida prisilno
klanje u prijevoznom sredstvu u slucaju
ozljedivanja zivotinja tijekom prijevoza.
U tim okolnostima potrebno se uputiti u
najblizu veterinarsku organizaciju radi
veterinarske pomoci ozljedenoj zivotinji,
ili u najblizi klaonicki objekt na prisilno
klanje uz uputnicu veterinara (Njari,
2002., 2007.).

U svakom slucaju post mortem
pregled prisilno zaklanih Zivotinja
obvezno obavlja sluzbeni veterinar (ili
veterinarski inspektor kontrolnog tijela),
a ne ,sluzbeni pomoc¢nici” ako postoje u
klaonickom objektu. Pri pregledu treba
uzeti u obzir sve relevantne podatke o
lancu prehrane te izjavu veterinara koji je
nadzirao prisilno klanje. U prosudivanju
upotrebljivosti takvog mesa za prehranu
ljudi mogu se koristiti i dodatne pretrage
poput mikrobioloske ili pretrage na
ostatke veterinarskih lijekova. Ako se
radi o govedima starijima od 24 mjeseca,
potrebno je obaviti testiranje na govedu
spongiformnu encefalopatiju. Preporuka
za meso prisilno zaklanih Zivotinja je
prerada u proizvode od usitnjenog mesa
koji se toplinski obraduju, uz uvjet da
su rezultati pregleda i dodatnih analiza
uredni.

Umjesto zakljucka

Meso prisilno zaklanih Zivotinja
ukoliko nisu zadovoljeni elementarni
¢imbenici poput pravovremenog
iskrvarenja, higijenskih uvjeta, pravilnog
transporta trupa i organa (hladenje ako
je potrebno) te post mortem pregleda
uz dodatne laboratorijske pretrage
predstavlja rizik za zdravlje ljudi. Odavno
je poznato da meso prisilno zaklanih
zivotinja najcesée dovodi do bakterijskih
otrovanja ljudi (salmonele). Pri post
mortem pregledu bitno je ustvrditi je li
zivotinja potpuno i na vrijeme iskrvarena
(boja misic¢ja i potkozja, punoca krvnih
zila, koli¢ina krvi u ko$tanoj srzi, srcu,
jetri i ostalim organima, hipostaza, izgled
ubodne rane) te postoje li drugi razlozi
zadrzavanja i neSkodljivog uklanjanja
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JE LI ZIVOTINJA PRIKLADNA ZA LJUDSKU KONZUMACIJU?
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JEL .ZIVOTINJA KONZULTIRATI VETERINARA
CISTA?

Voo
> I e |

\ll JELI ZIVOTINJA

PRAVILNO OZNACENA |
IMA LI SVU

IMA LI U ZIVOTINJI DOKUMENTACLJU?

OSTATAKA
LIJEKOVA? JE LI
PROSLO VRIJEME
KARENCIJE?

JELIZIVOTINJA JE LI ZIVOTINJA ZDRAVA ALI
SPOSOBNA ZA PRIJEVOZ JE DOZIVJELA NEZGODU
DO KLAONICKOG KOJA ONEMOGUCUJE
OBJEKTA? | PRIJEVOZ DO KLAONICKOG
OBJEKTA?

ZIVOTINJA SE MOZE

PREVOZITI U KLAONICKI - -
OBJEKT NA KLAONICKU ZIVOTINJA SE MOZE PRISILNO ZIVOTINJU USMRTITI NA

OBRADU UZ PRATECU KLATI NA FARMI, ATRUP, FARMI | NESKODILJIVO
BTG POTOM POSLATI U KLAONICKI UKLONITI
OBJEKT UZ PRATECU DOKUMENTACLU

Dijagram 1. Stablo odluke kod prisilnih klanja goveda [prema BCVA, 2010.)
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Prisilno klanje Zivotinja u legislativi i praksi

mesa. Prema svemu navedenome
najvaznijim se ipak ¢ini objektivno
procijeniti nanosi li prijevoz ozlijedene
zivotinje dodatnu bol i patnju u toj mjeri
da se prisilnim klanjem izvan klaonickog

objekta wugrozi higijenska dispozicija
trupa.
Sazetak

U ovom radu na primjeru prisilnog
klanja opisana je uloga veterinara prakticara
(nadlezni/ovlasteni veterinar) i sluzbenog/
ovlastenog veterinara u klaoni¢kom objektu u
procjeni uporabljivosti mesa za prehranu judi.
Prisilno klanje podrazumijeva klanje zdravih
zivotinja koje su doZzivjele nezgodu zbog koje
se nisu mogle dopremiti u klaonicki objekt radi
zastite njihove dobrobiti. Takvo se klanje obavlja
u specificnim okolnostima —izvan klaonickog
objekta u zateCenim higijenskim uvjetima,
najces¢e bez sputavanja i omamljivanja, na
Zivotinji kojoj je nezgodom ugroZen Zivot.
Razvidno je da za procjenu uporabljivosti
mesa takvih Zivotinja treba u obzir uzeti brojne
¢imbenike koji su u redovnoj klaonickoj obradi
zivotinja irelevantni.
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Emergency slaughter in legislation and practice

Nevijo ZDOLEC, PhD, DVM, Senior Assistant-Junior Researcher, Branimir MIOKOVIC,
PhD, DVM, Full Professor, Vesna DOBRANIC, PhD, DVM, Assistant Professor, Bela NJARI,
PhD, DVM, Full Professor, Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb, Ivica PERIC, DVM, Head
Veterinary Inspector at PIK Vrbovec meat industry, Veterinary Practice Vrbovec

This paper presents the role of the
veterinary practitioner (authorized/approved
vet) and official/approved veterinarian
regarding  decisions ~on  emergency
slaughtering and evaluation of meat for
human consumption. Emergency slaughter
refers to the slaughter of a healthy animal
that has suffered an accident preventing its
transport to the slaughterhouse for welfare

reasons. That slaughter is carried out in specific
conditions — outside the slaughterhouse in
existing hygienic conditions, often without
containment and stunning of injured animal.
It is obvious that assessment of the meat of
emergency slaughtered animals is dependent
on several specific factors, which are irrelevant
in the regular slaughtering process in
slaughterhouses.
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ZNANSTVENI SKUP

Sudjelovanje na ,,ANMVI International Week
2011*i,SIVAR kongresu u Cremoni o~

Drazen Durici¢ i Marko Samardzija

N = L - z 3
Slika 1. Sudionici ANMVI i SIVAR kongresa

Dvoclana delegacija iz Hrvatske
prof. dr. sc. Marko Samardzija i dr. sc.
Drazen Duric¢ié, viSi znanstveni surad-
nik sudjelovala je od 1. do 8. svibnja
2011. godine na ,,ANMVI International
2011 u Cremoni, Italija te posljednja dva
dana na SIVAR (Societa Italiana Veteri-
nari Animali da Reddito) kongresu. AN-
MVI je neprofitna i najveca organizacija,
federacija 19 talijanskih veterinarskih
udruzenja s oko 15 000 ¢lanova. Prvi dan
sudjelovanja sudionici, pozvani gosti iz
14 zemalja predstavili su ustroj veteri-
narskog sustava u svojoj domovini. Ove
godine sudjelovale su kolegice i kolege
iz Irske, Slovacke Republike, Ukrajine,
Letonije, Rumunjske, Rusije, Poljske, 1z-
raela, Palestine, Indije, Demokratske Re-
publike Kongo, Irana, Turske i Hrvatske
te zajedno proslavili 250 godina posto-
janja veterinarske struke.

Pozvana su se predavanja sastojala od
najnovijih spoznaja iz podrudja virusnih
bolesti goveda i konja (dr. Camilla Luz-
zago, SveuciliSte u Milanu i dr. Fabrizio

Passamonti, SveuciliSte u Perugi),
virologije i cijepljenja (dr. Gaetano
Donofrio, Sveudiliste u Parmi) te
posjeta ISZLER-u (,,Istituto Zoopro-
filattico Sperimentale della Lom-
bardia ed Emilia Romagna“) odsjek
u Parmi sa sjediStem u Breschi.

Vrlo je zanimljivo i kvalitetno
prezentirano predavanje o asisti-
ranoj reprodukciji u veterinar-
koj medicini odrzao jedan od
najvecih svjetskih struénjaka iz
tog podrudja dr. sc. Cesare Galli
pod nazivom , Introduction in Ge-
netic Lab”.

Nadalje, svi sudionici su pod

pokroviteljstvom talijanskog Mini-
starstva zdravlja, EFSA (European Food
Safety Authority) prisustvovali radionici u
Parmi.

U popodnevnim su satima prva tri
dana posje¢ivane velike farme mlije¢nih
krava pretezito holStajnske pasmine.
Postavljena su brojna pitanja od strane
sudionika kongresa upucene vlasnicima
i kolegama o menadzmentu, bolestima,
reprodukciji, poslovanju, troSkovima itd.

Osim nabrojenog organizaran je pos-
jet mini mljekari ,C’a de Stefani” u blizini
Cremone. Nakon obilaska pogona sudi-
onici su mogli degustirati razlicite tradicio-
nalne mlijene proizvode kao $to su sirevi
,,Grano Padano” i ,Provolone Valpadana“.

Idudi je dan organiziran i posjet svjet-
ski poznatoj Klinici za reprodukciju konja
pod voditeljstvom vrhunskog eksperta iz
tog podrudja dr. sc. Sandra Barbacinia.

Nakon povratka s Klinike, u upravnoj
zgradi provincijata dr. Piergiorgio Saba-
tini odrzao je zanimljivo predavanje i ra-
dionicu s naprednom tehnologijom pod

Dr. sc. DraZzen D[JRICVIC', dr. med. vet., vidi znanstveni suradnik, Veterinarska stanica Durdevac; dr. sc.
Marko SAMARDZIJA, dr. med. vet., izvanredni profesor, Veterinarski fakultet, Zagreb
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Sudjelovanje na “ANMVI International Week 2011” i “SIVAR” kongresu u Cremoni

Slika 4. Dr. sc. S. Barbacini

Buricicu
temom , Traceability in the sector of live-
stock production.”

Posljednja dva dana sudjelovanja u
sklopu ANMVI-a odrzan je medunarodni
SIVAR kongres u Cremoni, u raskosnoj
palaci Palazzo Trecchi iz 15-tog stoljeca
koja je u najmu regionalnog veterinar-
skog staleza gdje se vecina predavanja i
odrzavala.

Predavaci su na SIVAR-u bili vrhun-
ski talijanski strucnjaci, profesori s brojnih
talijanskih veterinarskih fakulteta (Milano,
Parma, Rim, Padova i Bologna) i brojnih
talijanskih instituta te pozvani predavaci iz
yelike Britanije, Frgncuske, Kanade, Irske,
Svicarske, Belgije, Spanjolske i Sjedinjenih
Americkih Drzava.

Certifikat o uspjeSnom sudjelovanju
predstavnika Hrvatske na navedenim
kongresima i radionicama dodjelio je
prof. dr. sc. Giancarlo Belluzzi (Talijansko
Ministarstvo zdravlja, Ured Parma; Ital-
ian support & coop.EFSA office i koor-
dinator ANMVI International) profesoru
dr. sc. Marku SamardZiji i dr. sc. Drazenu
Duricicu.

Slike 5. i 6. Dodjela certifikata ANMVI prof. Samardziji i dr. sc.

Zahvala prof. dr. sc. Giancar-
lu Belluzziu, dr. Paoli Gherardi,
DVM i tajnici ANMVI International
gdici Eriki Taravelli na pozivu za
sudjelovanje na ovim izuzetno ko-
risnim dogadanjima.

ANMVI International Week
2011 and SIVAR congress in
Cremona

ANMVI (National Association
of Italian Veterinarians) organized
a one week (2-7 May 2011) event in
Cremona. The SIVAR congress was
held during the last two days of this
event. The main goal of ANMVI is

ongoing education in veterinary med-
icine at an international level. This year’s work-
ing topic was “Viral diseases in the cow indus-
try”. Numerous lectures were held on viruses in
the cattle and horse sector, virology and vaccina-
tion topics, case reports presented by graduated
school students, and Introduction to the Genetic
Lab (Dr. Cesare Galli). A workshop was held by
the Italian Ministry of Health and EFSA Euro-
pean Food Safety Authority in Parma, “Trace-
ability in the sector of livestock production” (Dr.
Piergiorgio Sabatini) and visits were made to a
dairy factory, C'a de Stefani Dairy Factory (main
products “Grano Padano” and “Provolone Val-
padana” cheeses), cattle farms, a Horse Clinic
(Dr. Sandro Barbacini) and the Istituto Zoopro-
filattico section in Parma (ISZLER).

Among many colleagues from Ireland,
Slovak Republic, Ukraine, Latvia, Romania,
Russia, Poland, Israel, Palestine, India, Demo-
cratic Republic of Congo, Iran and Turkey,
two participants were from Croatia: Marko
Samardzija, DVM, PhD, Associate Professor,
Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb and
Drazen Duricié¢, PhD, Senior Scientific Associ-
ate, Veterinary Practice Purdevac.

Thank You ANMVI!

) &
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NASA FOTOGRAFIJA

Akreditacija Laboratorija u
Veterinarskom zavodu Vinkovci

Nakon dugotrajnih priprema za
akreditaciju metoda u laboratorijima
Hrvatskog veterinarskog instituta prema
normi HRN EN ISO/IEC 17025, ocjenitelji
Hrvatske akreditacijske agencije zapoceli
su s prvim ocjenjivanjem laboratorija

Hrvatskog veterinarskog instituta u
rujnu 2007. godine.

Ova fotografija snimljena je u
Vinkovcima 8. rujna 2007. godine, nakon
uspjesnog ocjenjivanja u Veterinarskom
zavodu Vinkovci.

S lijeva na desno: dr. sc. Mario Skrivanko, predstojnik Veterinarskog zavoda Vinkovci, dr. sc. Zdenko
Frani¢, vodeci ocjenitelj, dr. sc. Vojka Bole Hribovsek, tehnicka ocjeniteljica, dr. sc. Boris Habrun,
voditelj kvalitete Hrvatskog veterinarskog instituta i mr. sc. Davor Bali¢, voditelj kvalitete Veterinarskog
zavoda Vinkovci

Boris HABRUN
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NEKROLOG

In memoriam - Akademik Sergej Forenbacher

Akademik Sergej Forenbacher bio je
velik covjek, vrsni znanstvenik, neobicno
uspjeSan na svim znanstvenim podrudjima
kojima se bavio, a bilo ih je podosta, i
iznad svega pravi prijatelj koji je obogatio
i ispunio moj Zzivot, a sigurno i Zivote
mnogih drugih. Kao nitko u povijesti
hrvatske veterinarske medicine dao je
svoj obol njenom strucnom i znanstvenom
napretku. Sto se moZe jos redi o covjeku
¢ija je sentencija bila Kantova misao
,Iznad mene zvjezdano nebo, a u dusi
moralni zakon”. Iznad mene svemir, sve-
mir, a u meni mir zbog moralnog zakona i
ispravnosti djelovanja. To je bio njegov put,
to je bila snaga njegova Zivota.

Prije 29 god, kada se dogodio
na$ prvi susret bio sam oduSevljen
njegovim  predavanjima, njegovom
organiziranoséu. Na  predavanjima

kolegija Unutrasnje bolesti i Uvod u
znanstveni rad sve je bilo pedantno,
isplanirano, sve je bilo privlacno i uz
obilje znanja odusevljavao je svojom
ljubavlju za struku i znanost. Strpljivo je
privlacio i studente za to lijepo podrudje
ljudske djelatnosti.

Sjecam se iz tog ranog vremena
recenica ,Sve je ve¢ bilo. Sve se ve¢
jednom znalo.” §to je izviralo iz njegovog
dobrog poznavanja povijesti znanosti.
ViSe su me te recenice zainteresirale nego
Sto sam doista razumio Sto Zeli reéi. Danas
je moderna fizika na tom putu i pokazuje
koliko su neka tradicionalna znanja
poznavala istinu. Zanimljivo je koliko
je razvijao modernu znanost i po tome
bio poznat diljem svijeta, istovremeno
postujudi tradicionalna znanja.

Toliko se trudimo nauditi o zivotu,
a tu je akademik Forenbacher dao
svoj nemjerljiv doprinos. Nije bilo
dijela prirode kojeg nije na svoj nacin
doZivljavao i proucavao: vodu i riblji
svijet, planine, ljekovite i otrovne biljke,
zivotinje, ~komparativnu  medicinu...
sve zivo. I dok se trudimo sve nauciti o
zivotu, o smrti ¢esto ne Zelimo ni misliti.
To Sto nam je jedino izvjesno kao da ne
prihva¢amo. Je li moguce da s njom sve
prestaje?

Rastanci s dragim ljudima uvijek
stizu prerano, bez obzira na zivotnu dob
i ostvareno u zivotu. Mada smo svjesni
da u ovom materijalnom svijetu sve
ima svoj pocetak i kraj, pocetke volimo,
a rastanke teSko prihvacamo. Zivot je
¢udno putovanje, zavrSavamo tamo
gdje smo zapoceli. Koliko mogu suditi
gospodin Sergej Forenbacher nije imao
strah od smrti. MoZda zbog toga Sto je
u drugom svjetskom ratu u dva navrata
gledao smrti u o¢i.
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In memoriam - Akademik Sergej Forenbacher

On je bio covjek koji je zivio na kraju
duge, covjek pun zlata, ali onog cistog
duhovnog: znanja, dobrote, ljubavi i
dostojanstva, a moZda viSe od svega
jednostavnosti i  iskrenosti. Jedino
gdje nije bio skroman je ljubav prema
obitelji, prijateljima i poslu. Jedino gdje
je neizmjerno pretjerivao bio je broj
ispisanih recenica, stranica, znanstvenih
radova i knjiga. Da nije bilo toga mi i
buduce generacije ostali bismo zakinuti i
siromasniji u znanju koje je vrlo iscrpno
prikazivao. Bio je briljantan u pripremi i
pisanju knjiga i nikada nece biti prezaljeno
Sto nije docekao promociju, kako se
pokazalo, svoje posljednje knjige.

Izvanredno se sjecao svog djetinjstva i
mladosti kroz zivopisne pric¢e s mirisom
bajki. Isto tako je oslikavao Karlovac i
karlovacki kraj iz kojeg kao da nikada nije
otiSao. A Sto tek reci o njegovoj ljubavi
prema Velebitu i Zumberku!!?

,Iznad mene zvjezdano nebo i
moralni zakon u meni”.

Znao je savrSeno odvajati red od kaosa.
Besprijekorno. Na svim razinama. MoZzda
mu je to jedino iSlo malo teze sa mnom jer
on je uvijek bio red, a ja pocesto kaos.

Bez obzira Sto smrt nije kraj, ipak
ostaje praznina u srcima svih onih koji su
ga poznavali, jer postoji Zelja za njegovom
rjeju. Za susretom. Za osmjehom. I u
teSkim trenutcima zbog raznih bolesti
koje su se okomile na njega proteklih
godina, znao je za $alu i smijeh. Cinilo se
da je neunistiv. Jedino nije docekao stotu,

a takav je bio dogovor. Svojom osobnosc¢u
i svojim radom prezaduzio je akademsku
zajednicu kojoj ostaje moralni zakon da
ga se sjeca i da nikada ne dopusti da se
njegova djela zaborave, jer ona su sjeme
koje klija kroz nase aktivnosti.

Ne postoji ni rodenje niti smrt. Jedno
i drugo su privremene oznake pomocu
kojih se suocavamo s iluzijom da smo
svi mi tijela. Mozemo oznaciti nasa tijela
kao nesto Sto se rada i umire, ali ljubav u
nama nikada nece umrijeti.

I tako to zaista tece

I kada umpre nista ne nestaje zauvijek

Od svega ostane neki djeli¢

Spreman da opet proZivi

Da jos jednom procvate

Obozavao je velikog njemackog
pjesnika i esejistu Heinea,
primjerice njegove stihove:

Sjajne zvijezde u visini
Kazite dragoj u daljini
Da sam ja jos uvijek njen
Bolan blijed i zaljubljen

Gospodo Ivanka, gospodine Staso,
hvala vam sto ste danas s nama, a svi vam
mi Zelimo puno snage da nadvladate
prazninu odlaskom gospodina Sergeja
Forenbachera.

Dragi Sergej Forenbacher beskrajno
hvala!

Damir ZUBCIC
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IN MEMORIAM

IN MEMORIAM

Anica PERSIC rod. FIALA, rodena je
20. svibnja 1923. u Novom Slankamenu.
Gimnaziju je zavrsila 1944. godine u
Rumi, a 1952. godine Veterinarski fakultet
SveucdiliSta u Zagrebu. Od svibnja 1952.
do svibnja 1954. godine radila je u Vete-
rinarskom zavodu u Vinkovcima, a od
1. lipnja 1954. do 30. travnja 1959. u Vet-
erinarskoj stanici u Bjeljini. Od 1. svibnja
1959. do odlaska u invalidsku mirovinu
1967. godine radila je u Veterinarskoj
stanici u Vinkovcima kao inspektorica na
Klaonici. Udala se za kolegu veterinara
Matiju Persica koji je umro 2007. godine.
Anica Persi¢ umrla je 28. lipnja 2010. u
Zagrebu, a sahranjena je u Vinkovcima.

Darko KRZNARIC

Sergej FORENBACHER, roden je 24.
04. 1921. u Karlovcu. Diplomirao je 12.
04. 1946. i doktorirao 31. 03. 1948. (Per-
nazalno sondiranje Zeluca macke) na
Veterinarskom fakultetu Zagreb. Radio je
kao veterinar u Veterinarskom fakultetu
Zagreb i to kao asistent (1946. — 1953.),
kao docent (1953. — 1958.), kao izvanred-
ni (1958. — 1964.) i kao redoviti profesor
do odlaska u mirovinu (1964. — 1982.).
Bio je predstojnik Klinike za unutarnje
bolesti (od 1960.), dekan Veterinarskog
fakulteta (1968./69. i 1969./70.), dopisni
¢lan tadasnje Jugoslavenske akademije
znanosti i umjetnosti u Zagrebu (1960. —
1975.) i od 1975. redovni je clan iste Ju-
goslavenske akademije i kasnije Hrvatske
akademije znanosti i umjetnosti. Objavio
je vise od stotinu znanstvenih i nesto
manje struc¢nih rasprava (medu njima i
dvadesetak u ,Veterinarskoj stanici”). Uz
te je zapise objavio i nekoliko zapazenih
knjiga:

¢ Klinicka patologija probave i mi-
jene tvari domacih Zivotinja (u
viSegodisnjim razmacima nakon 1975.
godine) u 3 sveska;

Velebit i njegov biljni svijet (1990.);

e Zumberak. Kalendar flore
Zumberacke gore (1955.)

¢ Otrovne biljke i biljnja otrovanja
zivotinja (1998.)

* Iz velebitskog dnevnika. Zabiljeske i
sjecanja (2000.)

e Bolesti probavnog sustava domacih
zivotinja I (2010.).

Svojim stru¢nim zapisima sudjelovao
je u izdanjima Veterinarskog prirucnika
(1953., 1961. i 1976.), u izdanju Vademe-
cum ,Pliva” — Zagreb, u International en-
cyclopedia of veterinary medicine — Edin-
burgh - London (1966.), Nova dostignuca
u veterinarstvu i stocarstvu — Beograd
(1968. i 1970.) i Bolesti svinja — Beograd
(1970.).

Osim redovitim predavanjima na
Veterinarskom fakultetu sudjelovao je i
nizom predavanja na Poljoprivrednom
fakultetu Zagreb te Veterinarskom odd-
elku Biotehniske fakultete Ljubljana itd.
Posebno se isticu predavanja kojima
je sudjelovao na poziv u inozemnim
svudiliStima, veterinarskim fakultetima,
znanstvenim ustanovama i znanstvenim
drustvima te u struénim udruZenjima
veterinara u Hrvatskoj, Sloveniji, Srbiji i
Makedoniji.

Teme su njegovih znanstvenih zapisa:
istraZzivanje intermedijarnog metabo-
lizma ugljikohidrata, eksperimentalna i
klinickaistrazivanjana podrudju fiziologi-
je i patologije jetre, eksperimentalna i
klini¢ka istrazivanja odnosa izmedu
procesa probave u predZeludcima i mi-
jene tvari u goveda, eksperimentalna
istrazivanja neurohormonalne regu-
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lacije metabolizma u odnosu prema me-

hanizmu adaptacije i njegovu klinickom

znacenju, sustavne miopatije, ukljucivsi
miokardiopatije, eksperimentalna i kom-

parativna istrazivanja patologije jetre i

gusavosti itd.

Sa svojim predavanjima bio je cest
sudionik na mnogim inozemnim kon-
gresima, specijalistickim kongresima
pojedinih grana veterinarske medicine,
medunarodnim i domadim skupovima
veterinarske medicine, humane medi-
cine, komparativne fiziologije i biologije
itd.

Za sav taj rad primio je viSe nagrada
i priznanja:
¢ nagrada ,Podaubsky” Veterinarski

fakultet Zagreb (1952.1 1959.)
¢ Orden rada sa zlathim vijencem

(1961.)

* Republicka nagrada za zivotno djelo
(1984.)

* nagrada J. ]. Strossmayer za najbolje
znanstveno djelo s podrudja bioloskih
znanosti (1993.)

* nagrada J. J. Strossmayer za najbolje
djelo s podrudja medicinskih znanosti
(1994.)

* nagrada za Zivotno djelo u povodu
obiljeZavanje 90. Obljetnice Veterinar-
skog fakulteta Zagreb (2000.).

Suradujué¢i s mnogim ustanovama, or-

ganizacijama, druStvima i uredniStvima

¢asopisa biran je u drustva:

¢ World association for buiatrics

* Academic society for large animal
veterinary medicine

*  World association of veterinary phys-
iologists, pharmacologists and bio-
chemists

u strucne kolegije:
e Deutsche tierdrztliche Wochenschrift
¢ Veterinary Praxis

u urednicke odbore:
e Veterinarski arhiv

u pocasna clanstva:

* kao pocasni gradanin Hannovera
viSegodisnjim sudjelovanjima s pre-
davanjima o bolesti jetre konja u Vet-
erinarskoj visokoj Skoli Hannover
i uspostavljanjem i unaprjedenjem
znanstvene suradnje izmedu Veteri-
narskog fakulteta Zagreb i Veterinar-
ske visoke skole Hannover (1970.)

¢ kao pocasni ¢lan drustva Bergwacht
Hessen za zastitu i o¢uvanje prirode
(1982.)

* kao pocasni ¢lan Hrvatskog planinar-
skog saveza (1991.).

ZavrSavajuc¢i prikaz zivota i rada
akademika Sergeja FORENBACHERA
mogu jos samo dodati da sam akademika
Sergeja FORENBACHERA posebno up-
oznao kao visegodisnji urednik Casopisa
,Veterinarska stanica”, kad smo se poceli
relativno Cesto susretati u nekom od
gradskih kafiéa u Zagrebu ili u njego-
vom stanu, ¢emu je posebno pridnijelo
goransko podrijetlo nasih obitelji (nasi
su roditelji, djedovi i pradjedovi stari-
nom FuZinci), zatim veterinarska struka,
filatelija i planinarstvo. A ta se suradnja
pocela postupno prorijedivati posljednjih
godina njegova Zivota izazvana polag-
anim razvojem njegove bolesti. Umro je
26. 05. 2010. u Zagrebu.

Maks KARLOVIC
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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 traZzi suglasnost za
oglaSavanje izdana od nadleZznog
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). Zbomik 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. Casopis 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. L. (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:

Prof. 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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