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Uvod

Kontrola i iskorjenjivanje tuberkuloze
goveda u Republici Hrvatskoj
zapoCinje krajem 19. i pocetkom
20. stolje¢a. Naredbom Vlade, 1896.
godine odredeno je motrenje bolesti na
klaonicama i zivodernicama. Prva goveda
tuberkulinizirana su na farmi u BoZjakovini
kraj Zagreba 1899. godine, a prvi tuberkulin
je proizveden 1903. godine u Veterinarskom
zavodu u Krizevcima. Kasnije 1910. godine,
Vlada nareduje tuberkuliniziranje stoke u
svrhu otkrivanja tuberkuloze, i tada je u
nekim uzgojima utvrdeno i do 60% goveda
pozitivnih na tuberkulozu. Godine 1946.,
zapocinje provedba programa sustavnog
iskorjenjivanja tuberkuloze goveda. Do
1953. godine broj pozitivnih stada goveda
smanjen je s 28% mna 1,4%. Daljnjim
pretrazivanjem i izlucivanjem pozitivnih
zivotinja iz uzgoja, broj pozitivnih uzgoja
pao je ispod 1%. Dijagnostika tuberkuloze
goveda temelji se na tuberkulinizaciji
bovinim tuberkulinom (monotest) kao
rutinskoj pretrazi, s tim da se do kraja 2009.
godine u sumnjivih i pozitivnih reaktora
provodila i tuberkulinizacija avijarnim i
bovinim tuberkulinom (usporedni test) te
je temeljem rezultata usporednog testa uz

primjenu avijarnog i bovinog tuberkulina,
donesena odluka o konacnom statusu
tuberkuliniziranih goveda.

Odlukom Ministarstva poljoprivrede,
ribarstva i ruralnog razvoja, u listopadu
2009. godine zapocelo se s testiranjem
goveda na tuberkulozu u svrhu dodjele
i zadrzavanja statusa stada goveda
sluzbeno slobodnog od tuberkuloze
goveda, uskladuspostupcimaikriterijima
odredenim Pravilnikom o wveterinarskim
uvjetima za stavljanje u promet goveda i
svinja (,Narodne novine”, 154/08.). Od
pocetka 2010. godine, sva goveda koja su
dala pozitivhu reakciju na tuberkulozu
metodom monotesta izlucuju se iz uzgoja
i upuéuju na Kklanje. Prilikom klanja
obvezno je uzimanje uzoraka organa
i tkiva u svrhu bakterioloske potvrde
uzrocnika tuberkuloze.

Cilj je ovoga rada prikazati rezultate
bakterioloskih i molekularnih pretraga
uzoraka dobivenih od  pozitivnih
goveda, utvrditi prosirenost na podrudju
Republike Hrvatske u 2010. godini i
ukazati na probleme s kojima smo se
susretali u dijagnostici i iskorjenjivanju
tuberkuloze goveda.
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Materijal i metode

Tijekom 2010. godine u Laboratoriju
za bakterijske zoonoze i molekularnu
dijagnostiku bakterijskih bolesti
bakterioloski su pretraZeni uzorci organa
i tkiva 314 goveda iz 100 uzgoja koja
su reagirala pozitivno na tuberkulin
bilo monotestom ili komparativnom
metodom.

Bakterioloska pretraga

Materijal se u Laboratoriju nakon
usitnjavanja dekontaminirao sa 6-10
mL 5% oksalne kiseline uz povremeno
mijeSanje 10-15 minuta na sobnoj
temperaturi.  Nakon  koncentracije,
sediment je otopljen s 1,5 mL sterilne
destilirane vode i po 200 uL otopine
zasijano na 6 hranjivih podloga
(Lowenstein - Jensen bez glicerola,
Lowenstein - Jensen s glicerolom i
Stonebrink). Uzorci su inkubirani osam
tjiedana. Porast se mikobakterija prvi
put kontrolirao nakon 4-7 dana, a nakon
toga u jednotjednim razmacima. Ako
na hranjivoj podlozi ni nakon osam
tiedana nisu porasle kolonije pretraga
se zavrSavala. Mikroskopski razmazi iz
poraslih kolonija su obojeni metodom po
Ziehl-Neelsenu, pretrazeni na prisustvo
acidorezistentnih bacila (ARB) i ARB
pozitivni uzorci ponovo zasijavani na
nove hranjive podloge.

Identifikacija izolata

U identifikaciji izolata sumnjivih
kolonija koristen je molekularni test
GenoType MTBC (Hain, Germany) da
bi se dokazala pripadnost vrstama iz M.
tuberculosis kompleksa (M. africanum, M.
bovis ssp. BCG, M. bovis ssp. bovis, M. bovis
ssp. caprae, M. microti i M. tuberculosis
/M.  canettii). Konac¢na identifikacija
saprofitnih i potencijalno patogenih
vrsta bila je provedena primjenom
molekularnih testova GenoType CM Kita
da bi se identificirale vrste: M. avium ssp.,
M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M.
gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum,
M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense,

M. peregrinum, M. marinum/M. ulcerans,
M. tuberculosis kompleks, M. xenopi i
GenoType AS Kita (Hain, Germany) da
bi se identificirale vrste: M. simiae, M.
mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M.
smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M.
heckeshornense, M. szulgai/M.intermedium,
M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii,
M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum i M.
shimoide.

Za ostale izolate mikobakterija koji
se nisu mogli identificirati navedenim
tehnikama upotrijebljeni su klasi¢ni
biokemijski testovi u Laboratoriju za
dijagnostiku  tuberkuloze, Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo u Zagrebu.

Rezultati

BakterioloSkom pretragom od 314
obradenih uzoraka, mikobakterije su
izdvojene iz 129 (41,1%) uzoraka. M.
tuberculosis kompleksu (M. bovis, M.
caprae i M. tuberculosis) pripadali su
izolati izdvojeni iz materijala 117 goveda
(90,7%) iz 23 uzgoja (23%) u 7 zZupanija.
M. caprae je utvrden u 83 goveda (70,9%)
podrijetlom iz 9 uzgoja iz 4 Zupanije,
M. bovis u 33 goveda (28,2%) iz 14
uzgoja u 5 zupanija, a M. tuberculosis
u jednog goveda (0,85%). U jednom
uzgoju utvrdena je infekcija s M. caprae
i M. bovis. Saprofitske mikobakterije su
izdvojene iz 12 (10,3%) uzoraka goveda
dostavljenih iz 12 uzgoja (12%) u 6
zupanija. Identificirane su sljedece vrste
mikobakterija: M. terrae (4), M. gordonae
(1), M. peregrinum (1), M. chitae (1), M.
nonchromogenicum (1), M. parafortuitum
(1), M. vaccae (1), M. thermoresistibile (1)
i jedna neidentificirana vrsta (M. sp.)
Mikobakterije nisu izdvojene iz 185
(58,9%) wuzoraka materijala goveda,
odnosno u 65% uzgoja (Slika 1).

Rasprava

Tuberkuloza goveda u mnogim
zemljama  predstavlja  problem u
epidemioloskom i ekonomskom smislu,
a domace i divlje Zivotinje smatraju se
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Lizgaji u kojima su iz materijala goveda izdvojene mikobakterije
M. caprae M. bovis |M. tuberculosis| NTM
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[ Zagrebacka 4 2 1
1] Sisacko-moslavacka 2z 1
v Varazdinska 1
Wi Koprivmicko-krizevacka
Vil Bjelovarsko-bilogorska 3 5
Xl Poiesko-slavonska 1 1
XV Osjecko-baranjska 1 1
XV Sibensko-kninska 2
XX Medimurska 2
UKUPNG 9 14 1 12

Slika 1. Prikaz uzgoja goveda i Zupanija u Republici Hrvatskoj u kojima su izdvojene razlicite vrste
Mycobacterium sp.
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rezervoarima i vektorima za govedu
tuberkulozu (Biet i sur., 2005.). Izravan
kontakt medu zZivotinjama, kontaminirani
pasnjaci i kontakt s divljim Zivotinjama
dominantni su nacini prijenosa bolesti
(Nugent i Whitford, 2000., Delahay i sur.,
2001., Naranjo i sur., 2008.). Uzro¢nikom
tuberkuloze goveda smatraju se vrste
unutar M. tuberculosis kompleksa, a u
Europi i Hrvatskoj su to vrste M. bovis i M.
caprae (Prodingeri sur., 2002., Pavliki sur.,
2005., Cvetni¢ i sur., 2006.). U pojedinim
zemljama Afrike Ceste su infekcije ljudi i
nesto manje goveda vrstama M. africanum
I'i II (de Yong i sur., 2010.). Gotovo
primarni uzrocnik tuberkuloze u ljudi,
M. tuberculosis opisan je kao Cest uzro¢nik
tuberkuloze goveda u Kini (Chen i sur,,
2009., Du i sur, 2010.) dok se u zemljama
s niskom incidencijom tuberkuloze u
ljudi javlja iznimno (Ocepek i sur., 2005.,
Spici¢isur., 2011.). Vrste iz M. tuberculosis
kompleksa (M. bovis, M. caprae i M.
tuberculosis) su tijekom 2010. godine
izdvojene iz materijala 117 goveda
(90,7%) iz 23 uzgoja (23%) u 7 Zupanija.
M. caprae je utvrden u 83 goveda (70,9%)
podrijetlom iz 9 uzgoja iz 4 Zupanije, M.
bovis u 33 goveda (28,2%) iz 14 uzgoja
u 5 zupanija, a M. tuberculosis u jednog
goveda (0,85%).

Kazda i sur. (2009.) navode da
potencijalno  patogene i saprofitske
mikobakterije iz okoliSa mogu biti
uzrok promjena reakcija preosjetljivosti
zakasnjelog tipa te su stoga od velikog
znacenja za veterinarsku medicinu,
pogotovo kada se radi o programima
eradikacije govede tuberkuloze. Kao
najznacajnije autor navodi vrste M.
avium subsp. hominissuis, M. cookii i
M. hibernige koje kontaminiraju vodu,
okolno nisko raslinje (travu) i mahovinu,
a u proljece su jedina ispasa. Losieczka
K. (1960.) opisuje nalaz nespecifi¢nih
reakcija na bovini tuberkulin u preko
25% farmi slobodnih od tuberkuloze u
Poljskoj. Ove reakcije su obi¢no nestale
za 2-12 mijeseci, a autor sumnja da se
radilo o infestaciji s Fasciolom hepaticom ili

larvama Oesophagostomuma. Na problem
nespecifi¢nih reakcija na tuberkulin zbog
infekcije mikobakterijama iz okolisa u
Hrvatskoj su prvi ukazali Cvetni¢ i sur.
(1997.). U nasSem istrazivanju saprofitske
mikobakterije su izdvojene iz 12 uzoraka
goveda (10,3%) dostavljenih iz 12 uzgoja
(12%). Identificirane su sljedece vrste
mikobakterija: M. ferrae (4), M. gordonae
(1), M. peregrinum (1), M. chitae (1), M.
nonchromogenicum (1), M. parafortuitum
(1), M. vaccae (1), M. thermoresistibile (1)
i jedna neidentificirana vrsta (M. sp.)
Mikobakterije nisu izdvojene iz 185
(589%) uzoraka materijala goveda.
Bakterijska infekcija bilo kojom vrstom
mikobakterije nije utvrdena u 64 uzgoja
(64%), a u uzgojima s potvrdenim
uzrocnikom tuberkuloze goveda nisu iz
istog materijala goveda izdvojene ostale
vrste mikobakterija. Visoki postotak
uzgoja u kojima smo izdvojli saprofitske
vrste mikobakterija (12%) i visok postotak
uzgoja gdje je bakterioloSka pretraga
zavrsila s negativnim rezultatom (65%)
ukazuju na visoku osjetljivost i nisku
specificnost ~metode monotesta. U
buducnosti ovu bi ¢injenicu trebalo uzeti
u obzir prilikom suzbijanja tuberkuloze
u stadima u kojima nismo utvrdili
patognomonicne promjene na liniji
klanja i/ili laboratorijskim pretragama iz
materijala izdvojili uzrocnika tuberkuloze
goveda, u prvom redu vrste M. bovis
ili M. caprae. S druge strane, postoje
mnogi primjeri u kojima se politikom
,testiraj i zakolji” nije uspjelo iskorijeniti
laboratorijski potvrdenu tuberkulozu u
uzgoju, bilo zbog ogranicene osjetljivosti
i specificnosti tuberkulinskog  testa,
razli¢itih uzroka anergicnosti Zzivotinje
pa do mogucih tehnickih pogrjesaka
u provedbi testa. S epizootioloskog
i ekonomskog stajaliSta, trebalo bi
prihvatiti depopulaciju stada kao jedini
prihvatljiv nacin iskorjenjivanja bolesti
u stadima gdje je tuberkuloza etioloski

potvrdena.
Kako se sada ¢ini, ali i u doglednoj
buduc¢nosti, tuberkuloza goveda
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suzbijat ¢e se i nadalje na temelju
tuberkulinizacije, izdvajanja reaktora,
kontrolom na klaonicama prilikom
klanja, depopulacijom inficiranih stada
nakon  ponovljene  tuberkulinizacije
i etioloskog dokaza vrste uzroc¢nika,
kontrolom migracija da bi se sprijecilo
Sirenje bolesti i unistavanjem cijelih stada
u slucaju kada se ne moze utvrditi put
Sirenja i nacdin unosa uzro¢nika (de la
Rua-Domenech i sur., 2006.).

Sazetak

Tijekom prve godine programa certifikacije
stada goveda slobodnih od tuberkuloze
bakterioloski je u Laboratoriju za bakterijske
zoonoze i  molekularnu  dijagnostiku
bakterijskih bolesti bio pretrazen materijal
314 goveda iz 100 uzgoja koja su reagirala
pozitivno na tuberkulin bilo monotestom ili
komparativhom metodom. Mikobakterije su
izdvojene iz 129 (41,1%) uzoraka. Vrste iz M.
tuberculosis kompleksa (M. bovis, M. caprae i M.
tuberculosis) su tijekom 2010. godine izdvojene
iz materijala 117 goveda (90,7%) iz 23 uzgoja
(23%) u 7 zupanija. M. caprae je utvrden u 83
goveda (70,9%) iz 9 uzgoja iz 4 zupanije, M.
bovis u 33 goveda (28,2%) podrijetlom iz 14
uzgoja u 5 Zupanija, a M. tuberculosis u jednog
goveda (0,85%). Saprofitske mikobakterije
izdvojene su iz 12 uzoraka goveda (10,3%)
dostavljenih iz 12 uzgoja (12%). Identificirane
su sljedece vrste mikobakterija: M. terrae (4),
M. gordonae (1), M. peregrinum (1), M. chitae
(1), M. nonchromogenicum (1), M. parafortuitum
(1), M. vaccae (1), M. thermoresistibile (1) i jedna
neidentificirana vrsta (M. sp.) Mikobakterije
nisu izdvojene iz 185 (58,9%) uzoraka
materijala goveda. Veliki broj uzgoja u kojima
su izdvojene saprofitske vrste mikobakterija
(12), visok postotak bakterioloskih pretraga
koje nisu zavrsile s izdvajanjem Mycobacterium
sp. (589%) i 65% uzgoja s negativhom
bakterioloskom  pretragom ukazuje na
visoku osjetljivost i nisku specificnost
metode monotesta. Ovu cinjenicu trebalo
bi u buducnosti uzeti u obzir prilikom
suzbijanja tuberkuloze u stadima u kojima
nismo ustvrdili patognomonicne promjene

na liniji klanja i/ili laboratorijskim pretragama
iz materijala izdvojili uzro¢nika tuberkuloze
goveda.
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During 2010, which was the first year of
verifying officially tuberculosis free herds in
Croatia, total of 314 cattle samples (positive on
either monotest or comparative test) coming
from 100 breedings were bacteriologically exa-
mined in the Laboratory for bacteriological zo-
onoses and molecular identification of bacte-
rial diseases (CVI, Zagreb). Mycobacteria were
isolated from 129 (41.1%) samples, 117 (90.7%)
of which were identified as M. tuberculosis
complex species (M. bovis, M. caprae and M.
tuberculosis) and origined from 23 breedings
(23%) in 7 counties. M. caprae was determined
in 83 samples ( 70.9%) coming from 9 flocks in
4 counties while M. bovis isolates came from 33
(28.2%) samples (14 breedings in 5 counties).
M. tuberculosis was isolated from one sample
(0.85%). NTM isolates came from 12 samples

(10.3%) belonging to 12 flocks (12%) and were
identified as: M. terrae (4), M. gordonae (1), M.
peregrinum (1), M. chitae (1), M. nonchromoge-
nicum (1), M. parafortuitum (1), M. vaccae (1),
M. thermoresistibile (1) and one unindentified
species (M. sp.). Mycobacteria were not isola-
ted from 185 (58.9%) bovine samples. In con-
clusion, numerous NTM isolates (12%) as well
as high number of bacteriologically negative
Mycobacterium sp. tests (58.9%) and 65% bac-
teriologically negative herds indicate the high
sensitivity and low specificity of monotest.
These findings should be taken into conside-
ration when planning the eradication of tuber-
culosis in herds in which no pathognomonic
changes on slaughterhouses lines were found
and no bovine tuberculosis causative Mycobac-
teria were bacteriologically isolated.
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Uvod

Kokcidiostatici se koriste za prevenciju
i tretman kokcidioza, infektivnih bolesti
uzrokovanih protozoama roda Eimeria i
Isospora koje uglavnom zahvacaju mlade
zivotinje, posebno pri intenzivhom
uzgoju na velikim farmama. Koriste se
ponajprije kao dodatci hrane za perad
i nisu dopuSteni u hrani za kokosi
nesilice (EC, 2003., N.N. 9/2007.).
Nikarbazin, ne-ionoforni sinteticki
spoj sastavljen je od ekvimolarne
koli¢ine 4,4’-dinitrokarbanilida (DNC) i
2-hidroksi-4,6-dimetilpirimidina (HDP).
Koristi se kao kokcidiostatik, dodatak
hrani za tovne pilic¢e pri koncentracijama
od 40 do 50 mg nikarbazina/kg hrane te je
komercijalno dostupan kao aditiv hrane
za zivotinje Maxiban® u kombinaciji s
narazinom, isto tako u koncentraciji od
40 do 50 mg narazina/kg hrane (EFSA,
2010.). Kao marker ostataka nikarbazina
u hrani odreduje se dinitrokarbanilid
(FAO/WHO, 1999.).

Toksikoloske su studije pokazale
da hranidba piliéa hranom s koli¢inom
nikarbazina od 50 do 200 mg/kg, od
starosti 1 dana do 10 do 11 tjedana dopusta
dobar rast i pretvorbu hrane (Chapman,
1994.). Medutim, koncentracije od 400
i 600 mg nikarbazina/kg hrane utjecu
na smanjenje tjelesne tezine. Povecana
smrtnost pilica zabiljeZena je pri dozama
od 1500 i 2000 mg nikarbazina/kg hrane.

Primjena nikarbazina pri koncentraciji
od 50 i 100 mg/kg hrane kroz deset dana
u kokosi nesilica White Leghorn utjecala
je na smanjenje sposobnosti izlijeganja
i pigmentaciju ljuske jajeta, medutim
plodnost i proizvodnja jaja nisu bili
naruseni (Jones i sur.,, 1990.a). Medutim,
pri koncentraciji od 125 mg/kg zabiljezeni
su smanjenje proizvodnje i teZine jaja
(Jones i sur., 1990.b).

Unato¢  postavljenim  zahtjevima
pri proizvodnji hrane za Zivotinje u
koju se dodaje odredeni kokcidiostaik,
iskustveno je dokazano da odredeni
postotak smjese hrane zaostaje na
liniji mjeSaone te moZe kontaminirati
sljede¢u Sarzu hrane. To pospjeSuje i
elektrostaticko  svojstvo  nikarbazina
jer doprinosi otezanom cis¢enju linije
mjeSaona (Motier i sur.,, 2003.). Nastala
kontaminacija prenosi se tzv. kriznom
kontaminacijom u sljede¢u Sarzu hrane
te njena primjena moze uzrokovati
izlaganje tzv. ne-ciljnih Zivotinjskih vrsta
ostatcima kokcidiostatika u tkivima,
odnosno jajima peradi.

Utvrdeno je da prosjecna
kontaminacija proizvodnih linija nakon
proizvodnje iznosi od 3 do 10% koristene
koncentracije kokcidiostatika u sljedeé¢im
Sarzama (EFSA, 2008.). Testiranjem
kontaminacije nikarbazina u postrojenju
nakon proizvodnje hrane sa sadrzajem
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nikarbazina od 125 mg/kg, u prvoj toni
hrane nakon odredena je koncentracija
od 3,4 mg/kg (McEvoy i sur., 2003.).
Nakon toga, koncentracije u uzastopnim
serijama ¢iS¢enja mjeSaone stalno padaju.
Medutim, nakon peletiranja smjese
odredene su mnogo vece koncentracije
nikarbazina te je nakon Sto je proslo 8
tona smjese kroz mjeSaonu odredena
koncentracija od ¢ak 7,2 mg/kg.

Opisane kontaminacije nikarbazinom
predstavljaju  potencijalni  rizik  za
druge vrste zivotinja, odnosno ulaskom
u prehrambeni lanac na zdravstvenu
ispravnost hrane za ljude. Odredene
su najvece dopustene koncentracije
(NDK) nikarbazina u jajima od 100 ug/
kg (EC, 2009, N. N. 82/2010.) te jetri
pilica za tov 15 000 ug/kg (EC, 2010.).
Koncentracije nikarbazina odreduju se
primjenom razli¢itth metoda, odnosno
najces¢e tekucinskom kromatografijom
s UV detekcijom (Dusi i sur., 2000., Stahl
i Johnston, 2002, Cappuro i sur., 2005.,
Dowling i sur, 2005.) te primjenom
osjetljivihimunoenzimskih testova (Hagren
i sur., 2004., Daeseleire i sur., 2005., Huet i
sur., 2005.). Primjenom osjetljivih metoda
tekucinske kromatografije s masenom
detekcijom danas se poviSene koncentracije
utvrdene primjenom gore navedenih
orijentacijskih metoda potvrduju, odnosno
navedena tehnika omogucuje analizu vise
razli¢itih kokcidiostatika na vrlo niskim
granicama odredivanja (Dubois i sur,
2004., Heller i sur., 2004., Mortier i sur.,
2005., Dubreil-Chéneau i sur., 2009.).

U ovom su radu odredivane
koncentracije nikarbazina primjenom
validrane imunoenzimske metode u
uzorcima jaja kokosi nesilica i jetri tovnih
pili¢a uzorkovanih tijekom 2010. godine.

Materijali i metode

Uzorkovanje

Tijekom 2010. godine sakupljani su
uzorci jaja kokosi nesilica te jetre pilica za
tov sa svih podrucja Republike Hrvatske.
Uzorci su drzani na hladnom do dolaska
u Laboratorij, a zatim su homogenizirani
i zamrznuti na -18 °C do analize.

Kemikalije i uredaji

Za analizu nikarbazina ELISA
metodom koristen je test proizvodaca
Laboratory of Hormonology
E.E2. (Marloie, Belgija) opremljen
mikrotitarskom ploc¢icom (96 jaZica),
standardne otopine nikarbazina od 0,
0,5 1,2, 5,101 20 ng/mL, koncentriranim
konjugatom  (dinitrokarbanilid vezan
peroksidazom), liofiliziranim protutijelima
anti-nikarbazin, supstrat/kromogen
otopina  (peroksid/tetrametilbenzidin),
puferom za razrijedivanje (pH 7,4), stop
otopina (1,8 N H,SO,) i koncentriranim
puferom za ispiranje.

U analizama je koriStena ultracista
voda (18,2 MQ/cm) dobivena sustavom
NIRO VV UV UF 20 (Nirosta d.o.o. Water
Technologies, Osijek, R. Hrvatska).

Standard nikarbazina nabavljen je
od proizvodaca Sigma (St. Louis, SAD).
Metanol, acetonitril i heksan nabavljeni su
od Kemike (Zagreb, R. Hrvatska). Dusik
5,01 5,5 nabavljen je od SOL spa (Monza,
Italija). Otopine standarda nikarbazina
pripremane su tjedno otapanjem u
metanolu. Radne otopine standarda za
obogacivanje uzoraka jaja i jetre prije
svake analize pripremane su otapanjem u
metanolu na razli¢itim koncentracijama.

U pripremi uzoraka KkoriSteni su
sliede¢i uredaji: mjesalica IKA® Ultra-
Turrax® (IKA® -WERKE GMBH &
CO.KG, Njemacka), centrifuga Rotanta
460R (Hettich zentrifugen, Tuttlingen,
Njemacka), vodena kupelj GFL model
1083  (Gesellscaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel, Njemacka), pH metar
inoLAB WTW (Wiilheilm, Njemacka) i
upariva¢ dusSikom N-EVAP model 111
(Orgamonation Associates Inc., Berlin,
Njemacka).

Vrijednosti apsorbance ELISA metode
mjerene su mikrocitatem Tecan model
Sunrise (Tecan Austria GmbH, Austrija).

Priprema uzoraka za jajai jetre

Odvaze se 2 g homogeniziranih
uzoraka jaja i jetre i mijeSa s 8 mL
acetonitrila 1 minutu. Uzorci se zatim
stave u ultrasoni¢nu kupelj 5 minuta
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te centrifugiraju 10 minuta na 4000 x g.
Nadtalozi se prebace u epruvete od 10
mL i otpare do suha u struji dusika na
40 °C. Za uklanjanje masnoca doda se 1
mL heksana, dobro promijesa i doda 1
mL mjeSavine metanol/voda (3:1, v/v).
Nakon mijeSanja epruvete se ostave u
vodenu kupelj na 40 °C kroz 5 minuta te
se centrifugiraju 2000 x g kroz 5 minuta.
Ukloni se gornji heksaniski sloj i 1 mL
ekstrakta otpari do suha u struji dusika na
40 °C. Ostatci se otope u 100 pL metanola
i 1,9 mL pufera za razrijedivanje. Za test
se koristi 100 pL za uzorke jaja. Uzorci
tkiva se razrijeduju 10 puta s puferom za
razrijedivanje te se za test koristi 100 uL.

ELISA test

Prije analize sve se kemikalije
temperiraju 45 minuta na sobnoj
temeperaturi. Koncentrat se pufera za
ispiranje priprema prije uporabe (1 mL
koncentriranog pufera + 9 mL destilirane
vode). Koncentrat enzimskog konjugata
razrijedi se 100 x u puferu za razrjedivanje
(npr. 10 uL konjugata + 990 uL pufera za
razrjedivanje). Isto se tako, liofilizirano
protutijelo  rekonstituira dodavanjem
6 mL pufera za razrjedivanje te dobro
promijesa.

Postupak testa provodi se sljede¢im
redoslijedom dodavanja reagenasa u
jazice: doda se 50 pL otopina standarda
0d 0 do 20 ng/mL te 50 uL otopine uzoraka
u duplikatu, zatim se doda 100 pL
pripremljene otopine enzim-konjugata
u svaku jazicu i 100 uL pripremljene
otopine protutijela u svaku jazicu. Ploca
se dobro zatvori te snazno protrese (1
minutu) i inkubira u tami na 4 °C tijekom
2 sata, zatim se ukloni otopina iz ploce i
ispere tri puta s puferom za ispiranje (tri
puta po 300 uL). Nakon svakog istresanja
otopine za ispiranje na novi ¢isti upijajuci
papir do kraja se isprazne jazice lupkajuci
plo¢icom o njega. Doda se 150 uL
spremne  peroksid/tetrametilbenzidin
otopine u svaku jazicu i dobro promijesa.
Inkubira se 30 minuta u tami na sobnoj
temperaturi, a zatim doda 50 pL stop

otopine u svaku jazicu i dobro promucka.
Vrijednosti apsorbance ocitavaju se na
450 nm unutar 30 minuta.

Validacija ELISA metode

Validacija metoda provedena je
prema kriterijima direktive Europske
Unije 2002/657/CE za orijentacijske,
odnosno potvrdne metode (EC, 2002.).
Specificnost metoda  odredena je
analizom 20 negativnih uzoraka jaja i
uzoraka jetre. Sposobnost dokazivanja
CCB odredena je obogadivanjem 20
uzoraka jaja na koncentracuiju ispod MRL
(50 pg/kg), odnosno u jetri na 150 pg/kg
te je izracunata kao zbroj izracunate
vrijednosti  grani¢ne  koncentracije
CCa i standardne devijacije uzoraka
pomnozenes 1,64. Grani¢na koncentracija
CCa za ELISA metodu odredena je kao
zbroj srednje vrijednosti koncentracije
slijepih uzoraka i standardne devijacije
odgovora slijepih uzoraka pomnozene s

IskoriStenje i preciznost metode
odredena je obogadivanjem uzoraka
jaja i jetre nikarbazinom u tri serije na 3
koncentracijske razine 20, 50 i 100 pg/kg
za jaja te 50, 100 i 200 ug/kg za jetru po 6
ponavljanja.

Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je
programom Statistica® 6.1 (StatSoft®,
Inc.,, Tulsa, Sjedinjene Americke Drzave).
Koncentracije nikarbazina odredene u
jajima i jetri izrazavane su kao minimalna
i maksimalna odredena koncentracija,
srednja vrijednost + standardna devijacija.

Rezultati i rasprava

Ovaj rad prikazuje koncentracije
nikarbazina u uzorcima tkiva jetre pilica
za tov i jajima sakupljenih tijekom 2010.
godine. Rezultati iskorisStenja, odnosno
tocnosti metode prikazani su u tabeli
1. Validacijom metode utvrdeno je
ukupno iskoristenje metode od 75,3% za
uzorke jaja odnosno 76,7% za tkivo jetre.
Rasipanje rezultata metode nije znacajno
Sto pokazuju koeficijenti varijacije (CV
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Tabela 1. Rezultati iskoriStenja i preciznosti metode za odredivanje nikarbazina u jajima i jetri

Dodana lzmjerena
Vrsta " "
uzorka koncentracija koncentracija

(pg/kg) (pg/kg)

20 15,7
Jaja 50 32,6
100 63,6

Srednja vrijednost
50 43,9
Jetra 100 84,8
200 2091

Srednja vrijednost

Iskoristenje Standardna cv
(%) Devijacija (%)

75,2 20,8 27,7
63,8 7.1 11,2
62,9 7.5 12,0
673 16,9
60,9 59 9.7
713 13,1 18,4
97.8 213 21,8
76,7 16,6

Tabela 2. Koncentracije nikarbazina odredene u uzorcima jaja i jetre tijekom 2010. godine

Vrsta Broj e o
koncentracija
uzorka uzoraka
(pg/kg)
138

Jaja 0,77
Jetra 113 27,7

%) manji od 20% za obje vrste uzorka.
Granica odredivanja nikarbazina je
2,2 ug/kg za jaja odnosno 27,9 ug/kg
za tkivo jetre. Utvrdena je sposobnost
dokazivanja metode CCp za jaja 3,2 ug/
kg, odnosno za jetru 43,2 ug/kg. Za obje
vrste uzorka CCP vrijednosti su ispod
zadanih NDK vrijednosti, odnosno
utvrdena iskoriStenja su veca od 70%, sto
je u skladu sa zahtjevima za provodenje
analitickih metoda prema direktivi
2002/657 (EC, 2002.).

U tabeli 2. prikaze su koncentracije
nikarbazina u wuzorcima jaja i jetre.
Dobivene vrijednosti nisu vece od
NDK  vrijednosti. Najvisa je utvrdena
koncentracija u jajima iznosila 8,19 ug/kg,
a 71% uzoraka jaja imao je koncentracije
manje od 1 pg/kg, 15,2% od 1 do 2 pg/kg te
7% uzoraka od 2 do 5 pg/kg. Maksimalna
je koncentracija nikarbazina odredena
u jetri tovnih pilica iznosila 201,9 g/
kg. U 93,8% uzoraka jetre izmjerene
koncentracije kretale su se do 50 pg/kg, a
u 5,3% uzoraka od 100 do 200 pg/kg.

Rezultati kontrole nikarbazina u
zemljama Europske Unije u 2004. i 2005.
godini pokazali su nesukladne rezultate
u 133 uzorka jetre peradi od ukupno 4311

Minimalna Maksimalna Standardna
koncentracija koncentracija devijacija
(ug/kg) (ng/kg) (pg/kg)
0,059 8,19 1,104
1,99 201,9 38,7

uzorka te 23 jaja od ukupno 3314 uzorka
(EFSA, 2008.). U 2005. godini u Belgiji
je utvrdeno da je u 4,1% uzoraka jaja
koncentracija dinitrokarbanilida (DNC)
bila vec¢a od 10 ug/kg (Mortier i sur., 2005.).

Pra¢enjem koli¢ina nikarbazina u
Irskoj u vremenu od 2002. do 2004.
godine u manje od 2% uzoraka jaja
koli¢ine DNC kretale su se od 14 do 122
ug/kg. Medutim, u 12% uzoraka jetre
koncentracije DNC bile su viSe od 200
ug/kg (Danaher i sur., 2008.). Monitoring
ostataka kokcidiostatika proveden u
Francuskoj na ukupno 100 wuzoraka
jaja pokazao je ukupno 29 nesukladnih
uzoraka, od cega je 18 bilo pozitivnih
na nikarbazin (Dubreil-Chéneau i sur.,
2009.).

Kontaminacija hrane za Zivotinje s
10% nikarbazina u odnosu na najvecu
dopustenu kolicinu (50 mg/kg hrane),
uzrokuje unos nikarbazina od 0,25 mg/
kg tjelesne mase dnevno u Zivotinja
(EFSA, 2008.). Dobivena koncentracija
je daleko ispod najvece kolic¢ine rezidua
od 200 mg/kg tjelesne mase dnevno koja
uzrokuje nezeljene ucinke, dobivene na
temelju studija o kroni¢noj toksi¢nosti
u pasa i Stakora. CONTAM Panelom
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Tabela 3. Primjeri najvisih koncentracija nikarbazina s obzirom na vrstu proizvoda zabiljezeni RASAFF
sustavom od 2001. do 2011. godine.

Vrsta Utvrdena koncentracija
proizvoda nikarbazina (ug/kg)
Jaja kokosi 54,3
Jaja prepelica 95
Jetra kokosi 88
Meso kokosi 120
Jaja prepelica 276
Meso prsa kokosi 270
Kokosja jetrena pasteta 310
Kokosja jetrena pasteta 210
Pacja jetrena pasteta 140
Meso kokosi 10,25

(The Panel on Contaminants in the Food
Chain) je utvrdeno da se neZeljeni ucinak
na zdravlje ne-ciljnih Zivotinjskih vrsta
vjerojatno nece pojaviti kao rezultat krizne
kontaminacije hrane za Zivotinje sve do
hipotetske razine od 10% koncentracije od
najvece dopustene kolicine nikarbazina u
hrani za pilice (EFSA, 2008.).

Izlozenost ~ potroSaca  ostatcima
nikarbazina procijenjena je na temelju
podatka ostataka u jajima, jetri i
misi¢nom tkivu te rezultata kinetike u
tovnih pilica pri vremenu karencije blizu
nula. Procijenjena je izloZenost kolic¢ini
nikarbazina nastale konzumacijom jetre i
jaja kokosi ¢ija je hrana sadrzavala preko
10% nikarbazina (5 mg/kg) te je iznosila
1,4 pg/kg tjelesne mase dnevno za jetru
odnosno 1,8 ug/kg tjelesne mase dnevno
za jaja. Hipotetska dnevna kolicina
unosa za potroSaca pri konzumaciji 100
g kokosjih jaja, 100 g kokosje jetre i 300
g kokoSjeg miSicnog tkiva bila bi 843
ug nikarbazina, sto odgovara 14 ug/kg
tjelesne mase dnevno osobe tjelesne mase
od 60 kg, a to je priblizno 3,5 % dopustene
dnevne izlozenosti od 0,4 mg/kg tjelesne
mase (FAO/WHO, 1999.).

RASFF  sustavom  (engl.  Rapid
Alert System for Food and Feed) brzog
uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje
u Europskoj Uniji u zadnjem desetljecu

Zemlja podrijetla Godina

proizvoda nalaska
Cegka 2002.
Velika Britanija 2003.
Italija 2004.
Argentina 2005.
Francuska 2007.
Njemacka 2009.
Nizozemska 2009.
Belgija 2009.
Belgija 2009.
Brazil 2010.

prijavljeno je 24 slucaja povisenih
koncentracija nikarbazina u uzorcima:
mesu peradi 10, jetri peradi 3, jajima kokosi
2, jajima prepelica 6 i pastetama peradi 3.
U tabeli 3 prikazani su slucajevi s izrazito
visokim koncentracijama nikarbazina.
Najvise koncentracije nikarbazina bile su
276 ug/kg u jajima prepelica podrijetlom
iz Francuske 2007. godine i 310 ug/kg u
kokosjoj jetrenoj pasteti iz Nizozemske
2009. godine.

Prikazani  rezultati koncentracija
nikarbazina u jajima ijetri peradiu ovome
radu ukazuju na nisku stopu incidencija
kriznih kontaminacija hrane za perad
nikarbazinom, odnosno nepravilnog
koriStenja smjesa s dodatkom nikarbazina
na farmama za proizvodnju jaja u R.
Hrvatskoj u 2010. godini.

Sazetak

U ovome su radu odredivane koncentracije
kokcidiostatika nikarbazina u uzorcima jaja
kokosinesilica (n=138)ijetre tovnih pili¢a (n=113)
tijekom 2010. godine. Koncentracije nikarbazina
odredene su validiranom orijentacijskom ELISA
metodom sposobnosti dokazivanja CCP i
granica odredivanja od 2,2 i 3,2 ug/kg u jajima,
odnosno 27,9 143,2 ug/kg u jetri.

Rezultati odredivanja nisu pokazali
vrijednosti veée od najvisih dopustenih
koncentracija od 100 ug/kg za jaja i 15 000
ug/kg za jetru pilica. Utvrdene su srednje
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vrijednosti: 0,77 ug/kg za jaja i 27,7 ug/kg za
jetru. Najvisa utvrdena koncentracija u jajima
iznosila je 8,19 ug/kg, a u 71% uzoraka jaja
odredene su koncentracije manje od 1 ug/kg, u
15,2% uzoraka od 1 do 2 pg/kg te u 7% uzoraka
od 2 do 5 pg/kg. Maksimalna koncentracija
nikarbazina odredena u jetri tovnih pili¢a
iznosila je 201,9 ug/kg. U 93,8% uzoraka jetre
izmjerene koncentracije kretale su se do 50 pg/
kg, au 5,3% uzoraka od 100 do 200 ug/kg.

Rezultati kontrole nikarbazina u zemljama
Europske Unije, kao Sto su Irska, Belgija i
Francuska, pokazuju prisustvo povisenih
koncentracija u uzorcima jaja u postotcima
od 2, 4,1 i 18% na ukupan broj analiza. Isto
tako, RASFF sustavom zabiljeZene su najvise
koncentracije nikarbazina od 276 pg/kg u
jajima prepelica podrijetlom iz Francuske u
2007. godini i 310 pg/kg u kokosjoj jetrenoj
pasteti iz Nizozemske u 2009. godine.

Prikazani rezultati koncentracija
nikarbazina u jajima i jetri peradi ukazuju na
nisku stopu incidencija kriznih kontaminacija
hrane za perad nikarbazinom, odnosno
nepravilnog koriStenja smjesa s dodatkom
nikarbazina na farmama u Hrvatskoj u 2010.
godini.
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Monitoring the concentration of nicarbazin in poultry eggs

and liver

Nina BILANDZIC, BSc, PhD, Scientific Advisor, Ivana VARENINA, BSc, Durdica BOZIC, BSc, Bo-
zica SOLOMUN KOLANOVIC, BSc, Laboratory for Residue Control, Department for Veterinary
Public Health, Croatian Veterinary Institute, Zagreb

In this study, the concentrations of the
coccidiostatic nicarbazin were investigated
in samples of hen eggs (n=138) and liver
of chicks (n=113) during 2010. Nicarbazin
concentrations were determined using the
validated orientation ELISA method, which is
capable of detecting CC(3 with determination
limits of 2.2 and 3.2 ug/kg in eggs, or 27.9
and 43.2 ug/kg in liver. The determination
results did not indicate values greater than
the maximum permitted concentration of 100
ug/kg for eggs and 15 000 ug/kg for liver of
chicks. The mean values determined were 0.77
ug/kg for eggs and 27.7 pg/kg for liver. The
highest established concentration in eggs was
8.19 pg/kg, with concentrations of less than 1
ug/kg measured in 71% of egg samples, from
1 to 2 pg/kg in 15.2% of samples, and from 2
to 5 ug/kg in 7% of samples. The maximum
concentration of nicarbazin measured in chick

liver was 201.9 ug/kg. The concentrations
measured were less than 50 ug/kg in 93.8% of
liver samples, and ranged from 100 to 200 pg/
kg in 5.3% of samples. The results of nicarbazin
controls in European Union countries, such
as Ireland, Belgium and France, indicate the
presence of increased concentrations in egg
samples, in percentages from 2, 4.1 and 18%
of the total number of samples, respectively.
Also, the RASFF system recorded the highest
concentrations of nicarbazin from 276 pg/kg
in quail eggs originating from France in 2007
and 310 pg/kg in chicken liver paté from The
Netherlands in 2009.The results shown of the
concentrations of nicarbazin in poultry eggs
and liver indicate a low incidence of cross-
contamination of poultry feed with nicarbazin
and improper use of feed with nicarbazin
added at Croatian farms in 2010.
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Usporedba kumulacije
klenbuterola i salbutamola

u jetri razlicitih sojeva miseva

Ana Vuli¢, Jelka Pleadin, Ranko Stojkovic i Sinisa Ivankovic »

Uvod

Klenbuterol i  salbutamol su
spojevi koji pripadaju skupini £-
adrenergickih agonista. Koriste se u
humanoj i veterinarskoj medicini kao
bronhodilatatori i tokolitici jer njihovim
vezivanjem na f3 -adrenergicke receptore
dolazi do opustanja glatkih misi¢a (WHO,
1997.). Kako se £ -adrenergicki receptori
nalaze preteZito na stanicama glatkih
miSica diSnog sustava, vezivanjem f3 -
adrenergickih agonista na receptore
dolazi do niza reakcija koje za posljedicu
imaju opuStanje miSica, odnosno
bronhodilataciju. Do opustanja miSica
dolazi zbog smanjene raspoloZivosti
unutarstanicnog kalcija u ioniziranom
obliku, a nastaje kao posljedica reakcija
iniciranih pove¢anom koncentracijom
ciklickog adenozin monofosfata
(cAMP). Uslijed smanjene raspolozivosti
unutarstanicnog  kalcija dolazi do
inhibicije vezivanja aktina i miozina te
relaksacije glatkih misi¢a bronhija (Gad,
2005.). Preporucena doza klenbuterola
kao tokolitika u veterinarskoj medicini
iznosi 0,8 pg/kg tjelesne mase, dok
se u humanoj medicini za lijecenje
opstruktivnih pluénih bolesti koristi u
dozama od 10-20 ug dva puta dnevno
(EMEA, 2000.).

Uporaba £ -adrenergickih agonista
u dozama koje su 5-10 puta vece od
terapeutskih  rezultira  anabolickim
ucinkom koji ukljucuje povecanje misi¢ne

mase, smanjenje udjela masnog tkiva te
posljedi¢no i povecanje mase tretiranih
zivotinja (Kupier, 1998., Mersmann,
1998.). Navedeni ucinci 3,-adrenergickih
agonista  rezultirali su uporabom
tih spojeva u stocarskoj proizvodnji
za tretman zivotinja koje sluze za
proizvodnju mesa (Meyer i Rinke,
1991.). Medutim, tretman anabolickom
dozom moze dovesti do kumulacije
farmakoloski aktivnih ostataka koristenih
spojeva u mesu i tkivima Zivotinja koje se
prilikom termicke obrade hrane ne mogu
inaktivirati ili eliminirati (Rose, 1995.).
U posljednjih 20-ak godina zabiljeZeni
su brojni slucajevi akutnih intoksikacija,
uglavnom uzrokovanih zlouporabom
klenbuterola kod ljudi nakon
konzumacije mesa i organa tretiranih
zivotinja. Simptomi intoksikacije bili
su: drhtavica, glavobolja te tahikardija
(Martinez-Navarro, 1990., Brambilla i
sur., 1997., Ramos i sur., 2003.).

Zbog izrazitih toksi¢nih ucinaka na
ljude uporaba £3,-adrenergickih agonista
u anabolicke svrhe u Europskoj je Uniji
zabranjena Direktivom Vijeca 96/22/EC, a
godisnji program monitoringa, odnosno
nadzora ostataka tih tvari u bioloSkom
materijalu Zivotinja tijekom tova i nakon
klanja provode se u skladu s Direktivom
Vije¢a 96/23/EC. U Republici Hrvatskoj
na snazi su Pravilnik o farmakoloski
djelatnim tvarima i njihovoj klasifikaciji

Ana VULIC, dipl. ing. prehr. tehnol,, znanstvena novakinja, dr. sc. Jelka PLEADIN, dipl. ing. biotehnol., visa
znanstvena suradnica, docentica, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb; dr. sc. Ranko STOJKOVIC, dr. med. vet,,
znanstveni savjetnik, dr. sc. Sinisa IVANKOVIC, dr. med. vet,, stru¢ni savjetnik, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb
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u odnosu na najvece dopustene kolicine
rezidua u hrani zivotinjskog podrijetla
(Narodne novine 21/2011.) te Naredba
kojom se zabranjuje primjena na
farmskim Zivotinjama odredenih tvari
hormonskog i tireostatskog ucinka i
beta-agonista (Narodne novine 82/2010.).
Bududi da se klenbuterol moze koristiti
u terapeutske svrhe definirana je
maksimalno dopustena koli¢ina (MDK)
te tvari u pojedinim tkivima i organima,
koja u tkivu jetre i bubrega kod goveda
i kopitara iznosi 0,5 ng/g, a u misi¢cnom
tkivu 0,1 ng/g (Commisssion Regulation
No. 2391/2000./EC).

Kao matriksi koji sluze u svrhu
nadzora zlouporabe £ -adrenergickih
agonista koriste se urini tkivojetre. Urinje
matriks u kojem rezidue £ -adrenergickih
agonista perzistiraju kratak vremenski
period (Meyer i Rinke, 1991., Pleadin,
2006., Pleadin i sur., 2009.) te ih je moguce
detektirati priblizno tjedan dana nakon
zavrSetka tretmana. Predhodna su
istrazivanja pokazala da je jetra matriks
u kojem je moguce detektirati ostatke
3 -adrenergickih agonista kroz dulji
vremenski period u odnosu na urin.

Cilj je ovog istrazivanja bio nakon
primjene  visoke anabolicke doze
usporediti kumulaciju £,-adrenergickih
agonista u tkivu jetre dva soja miseva,
odredivanjem ostataka klenbuterola i
salbutamola uz uporabu ELISA metode.

Materijal i metode

Zivotinje i uzorci jetre

U istrazivanju su koriStena dva soja
muzjaka miseva, BALB/c (n=100) i C57/
BL/6 (n=100), starosti 8 tjedana. Tijekom
eksperimenta Zivotinje su imale slobodan
pristup hrani i vodi te su drzane u
standardnim uvjetima koji ukljucuju
12-h ciklus svjetlo/tama, temperaturu 22
°C te vlaZnost zraka 55%. IstraZivanje je
provedeno u skladu sa Zakonom o zastiti
zivotinja (N.N. 135/06.).

Tretirane  zivotinje  (n=160) su
nasumicno podijeljene u 4 skupine.

Jedna skupina C57/BL/6 miSeva (n=40)
te jedna skupina BALB/c miSeva (n=40)
tretirane su klenbuterolom u dozi od
2,5 mg/kg tjelesne mase, per 0s pomocu
sonde tijekom 28 dana. Druge dvije
skupine miSeva tretirane su na isti
nacin sa salbutamolom. Dvadeset C57/
BL/6 miSeva te dvadeset BALB/c miSeva
nije tretirano te su sluzili kao kontrolna
skupina. 1. 15. i 30. dan nakon zavrSetka
tretmana Zivotinje su Zrtvovane u
skupinama (1. dan zrtvovano je 14
zivotinja iz svake tretirane skupine, a 15.
i 30. dan po 13 Zivotinja iz svake tretirane
skupine). Nakon Zrtvovanja Zivotinjama
su odstranjene jetre te su pohranjene na
-20 °C do provodenja analiza.

Kemikalije i uredaji

Za pripremu standardnih otopina
potrebnih za tretman Zivotinja koristeni
su klenbuterol hidroklorid (Sigma-
Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka) i
salbutamol (Vetranal® Fluka, Steinheim,
Njemacka).

Za odredivanje koncentracije
klenbuterola i salbutamola koriSten je
ELISA kit ,f£-agonists” proizvodaca
R-Biopharm (Darmstadt, Njemacka).
Kit sadrzava mikrotitracijsku plocu s
96 jazica koje su obloZene protutijelima,
standardne otopine (0, 300, 900, 2700, 8100
i 25000 ng/mL), peroksidaza konjugirani
salbutamol, otopinu supstrat/kromogen,
stop otopinu, konjugat, protutijelo, pufer
za razrjedivanje te pufer za ispiranje.
Za prociS¢avanje uzoraka KkoriStene
su kolonice za kruto faznu ekstrakciju
RIDA C18 (100 mg, 3 mL) proizvodaca
Varian (Harbor City, SAD). Sve ostale
kemikalije bile su analiticke Ccistoce.
Imunoenzimska analiza  provedena
je pomocu automatskog kemijskog
analizatora ChemWell 2910 (Awareness
Technology, Inc., SAD).

Priprema i procis¢avanje uzoraka
Uzorci su jetre usitnjeni pomocu
homogenizatora Ultraturax DI 25 basic,
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Yellow line. Odvagano je po 1 g uzorka te
homogenizirano s 5 mL 50 mM kloridne
kiseline. Homogenizirani uzorci muckani
su na tresilici 90 minuta te nakon toga
centrifugirani 15 minuta pri 4000 okr/
min. Dobiveni nadtalog prenesen je u
drugu epruvetu te je dodano 60 uL 1 M
NaOH i ostavljeno 15 minuta na tresilici.
Zatim je dodano 80 uL 500 mM KH,PO,
(pH=3) te pohranjeno na 4 °C preko nod¢i.
Sljede¢i dan uzorci su centrifugirani 15
minuta pri 4000 okr/min, a dobiveni
nadtalog procis¢avan je kruto-faznom
ekstrakcijom.

Kolonice za kruto-faznu ekstrakciju
aktivirane su s 3 mL metanola (100%),
isprane s 2 mL 50 mM KH,PO, (pH=3)
te su naneseni nadtalozi dobiveni nakon
centrifugiranja. Kolonice su zatim
isprane s 2 mL 50 mM KH,PO, (pH=3)
te suSene strujanjem zraka tijekom dvije
minute. Eluiranje je provedeno s 1 mL
100%-tnog metanola. Eluat je otparen do
suha u struji dusika, a rezidue $-agonista
su otopljene u 1 mL ultraciste vode.

Analiza klenbuterola i salbutamola

Kompetitivna je ELISA metoda
provedena prema uputama proizvodaca
kita. Svi standardi i uzorci analizirani su
u duplikatu. Na dno svake jazice dodano
je 100 pL razrijedenog protutijela te je
mikrotitracijska ploca inkubirana na
sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta.
Nakon inkubacije jazice su tri puta isprane
s 250 uL pufera za ispiranje. U svaku je
jazicu zatim dodano 100 pL enzimskog
konjugata te prema odredenom rasporedu
na mikrotitracijskoj plocii20 uL standarda,
odnosno uzorka. Ploc¢a je inkubirana 30
minuta na sobnoj temperaturi nakon cega
su jazice tri puta isprane s 250 uL pufera za
ispiranje. Potom je dodano 100 pL otopine
supstrat/kromogen, ploca je inkubirana
tijekom 15 minuta, a za zaustavljanje
reakcije u svaku jazicu dodano je 100 pL
stop otopine. Apsorbancija je ocitana pri
450 nm.

Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka
koristen je program OriginPro® 7.0
(Copyright 1991-2002, OriginLab
Corporation, SAD). Statisticki znacajne
razlike izmedu pojedinih grupa odredene
su metodom analize varijance (ANOVA)
na razini znacajnosti 0,05. Za regresijsku
analizu koristen je program Statistica Ver.
7 software (StatSoft Inc. Tulsa, OK, 1984-
2004, SAD).

Rezultati i rasprava

U naSim se ranijim istraZivanjima
ispitivala kumulacija klenbuterola u
tkivu jetre svinja nakon tretmana nizom
anabolickom dozom, koja je iznosila
10 pg/kg tjelesne mase uz tretman
zivotinja 2 puta dnevno (Gojmerac i
sur., 2002., Gojmerac i sur.,, 2008.). U
ovom istrazivanju primijenjena je znatno
visa anabolicka doza dvaju B-agonista,
klenbuterola i salbutamola, na razini
NOAEL (No Observed Aduverse Effect
Level) vrijednosti koja iznosi 2,5 mg/kg
tjelesne mase (EMEA, 2000.). Cilj je ovog
istrazivanja bio odrediti te usporediti
kumulaciju klenbuterola i salbutamola
u tkivu jetre dva soja miSeva, nakon
primjene visoke anabolicke doze, u
periodu od 30 dana nakon zavrsetka
tretmana.

Rezultati odredivanja validacijskih
parametara limita detekcije metode
(LOD) i limita kvantifikacije metode
(LOQ), dobiveni analizom 20 kontrolnih
uzoraka jetre oba soja miseva, prikazani
su u Tabeli 1.

Kako na razini znacajnosti p<0,05 nije
utvrdena statisticki znacajna razlika za
LOD i LOQ vrijednosti izmedu BALB/c
i C757/BL/6 miSeva metoda se smatra
prikladnom za odredivanje koncentracije
klenbuterola i salbutamola u jetri oba soja
miSeva.

Koncentracija klenbuterola odredena
u jetri BALB/c miSeva (n=14) 1. dan
nakon zavrSetka tretmana iznosila je
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Tabela 2. LOD i LOQ vrijednosti u jetri BALB/c i C57/BL/6 miseva

BALB/c (n=20) 676,58 769,80
C57/BL/6 (n=20) 607,39 921,05

2658,00 + 484,79 ng/kg dok je u jetri C57/
BL/6 miSeva (n=14) isti dan odredena
statisticki znacajno veca koncentracija
koja je iznosila 4779,05 + 363,81 ng/kg.
U istrazivanju Gojmerac i sur. (2002.),
provedenom na svinjama tretiranim dva
puta dnevno dozom klenbuterola od
10 ug/kg tjelesne mase tijekom 25 dana
odredene su znacajno vise koncentracije
klenbuterola ujetri u rasponu od 32420 do
58300 ng/kg. Znacajno vise koncentracije
klenbuterola u tkivu jetre odredene su
i u istrazivanju Gojmerac i sur. (2008.).
IstraZivanje je provedeno na svinjama
tretiranim klenbuterolom dozom od
20 ug/kg tjelesne mase tijekom 28 dana
te je 0. dan nakon zavrSetka tretmana
odredena koncentracija klenbuterola od
25060+16720 ng/kg. Niske koncentracije
klenbuterola, unato¢ vecoj primijenjenoj
dozi, odredene u ovom istrazivanju u
jetri BALB/c i C57/BL/6 miSeva 1. dan
nakon zavrSetka tretmana mogu se
objasniti manjom masom zivotinje pa
time i manjom masom jetre. Kako je
masa jetre miSa iznosila pribliZzno 1 g ne
postoji dostatan kapacitet za kumulaciju
ve¢ih razina ostataka klenbuterola.
Koncentracija klenbuterola odredena
u jetri oba soja miSeva u danima nakon
zavrSetka tretmana prikazana je na slici 1.

Dobiveni rezultati ukazuju na
depleciju klenbuterola iz tkiva jetre
BALB/c i C57/BL/6 miSeva u danima
nakon zavrsetka tretmana. Koncentracija
klenbuterola u jetri C57/BL/6 miSeva 30.
dan nakon zavrSetka tretmana bila je
statisticki znacajno niZa od koncentracije
odredene 1. dan nakon zavrSetka
tretmana. Koncentracije odredene 1. dan
nakon zavrsetka tretmanai 15. dan nakon
zavrSetka tretmana nisu se statisticki
znacajno razlikovale Sto ukazuje da je

deplecija klenbuterola iz tkiva jetre C57/
BL/6 bila znacajnija izmedu 15. i 30. dana
nakon zavrSetka tretmana. U jetri BALB/c
miSeva  koncentracije  klenbuterola
odredene 15. i 30. dana nakon zavrsSetka
tretmana bile su statisticki znacajno nize
od koncentracije odredene 1. dan nakon
zavrsetka tretmana.

Koncentracije klenbuterola koje su
odredene u jetri BALB/c i C57/BL/6
miseva u istima danima nakon zavrsetka
tretmana statisticki su se znacajno
razlikovale,  odnosno  koncentracije
odredene u jetri C57/BL/6 miSeva bile su
znacajno vise. Usporedujuéi podatke o
kumulaciji i depleciji klenbuterola iz tkiva
jetre oba soja miSeva mozemo zakljuciti
da iako su Zivotinje tretirane istom dozom
deplecija u istom vremenskom razdoblju
varira ovisno o soju zivotinje. Medutim,
iako postoje razlike u kumulaciji i
depleciji ostatci klenbuterola detektirani
su u tkivu jetre oba soja miseva 30 dana
nakon zavrSetka tretmana. Rezultati ovog
istraZivanja u skladu su s istraZivanjem
Elliot i sur. (1993.) koje je provedeno
na ovcama, a Ciji su rezultati pokazali
da klenbuterol nakon promjene visih
anabolickih doza kumulira u tkivu jetre
do 56 dana nakon zavrSetka tretmana.
Za razliku od nasih ranijih istraZivanja u
kojima su ostatci klenbuterola detektirani
utkivujetre svega 14 dananakon zavrsetka
tretmana u ovom istrazivanju ostatci su
detektirani nakon duljeg vremenskog
razdoblja. Razlika u perzistentnosti
ostataka klenbuterola moZe se objasniti
znacajnom razlikom izmedu primijenjenih
doza, uslijed ¢ega su primjenom vise doze
ostatci klenbuterola mogli biti detektirani
kroz dulje vremensko razdoblje.

Koncentracija salbutamola odredena
u jetri BALB/c miSeva (n=14) 1. dan
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Slika 1. Koncentracija klenbuterola (ng/kg) u jetri BALB/C i C57/BL/é miSeva u danima nakon tretmana

nakon zavrSetka tretmana iznosila je
971,47 + 161,91 ng/kg dok je u jetri C57/
BL/6 miSseva (n=14) isti dan odredena
koncentracija od 2266,13 + 1386,71 ng/kg.
Za razliku od koncentracije klenbuterola
1. dan nakon zavrSetka tretmana, koja je
bila znacajno visa ujetri C/57/BL/6 miSeva,
koncentracija salbutamola 1. dan nakon
zavrSetka tretmana nije se statisticki
znacajno razlikovala s obzirom na soj
zivotinje.  Koncentracija salbutamola
odredena u jetri oba soja miSeva u danima
nakon tretmana prikazana je na slici 2.
Dosadasnja ispitivanja kumulacije
salbutamola u tkivu jetre provedena su
na piliéima i svinjama. Malucelli i sur.
(1994.) u svojem istrazivanju na pili¢ima
tretiranim putem hrane kojaje sadrzava 10
mg/kg salbutamola detektirali su ostatke

salbutamola u tkivu jetre uzorkovanih
do 14 dana nakon zavrSetka tretmana.
U istrazivanju koje je provedeno na
svinjama tretiranim salbutamolom putem
hrane (doza od 3 mg/kg hrane) ostatci
salbutamola mogli su biti detektirani u
tkivu jetre svega 4 dana nakon zavrSetka
tretmana. Nase istrazivanje, u kojem je
primijenjena visoka anabolicka doza od
2,5 mg/kg tjelesne mase, rezultiralo je
znacajno duzim vremenskim razdobljem
u kojem su ostatci salbutamola mogli
biti detektirani. Ostatci salbutamola
detektirani su u tkivu jetre oba soja miSeva
30 dana nakon zavrSetka tretmana, a
odredene koncentracije bile su na razini
limita detekcije metode.

Da bi se wusporedila kumulacija
klenbuterola i salbutamola u jetri BALB/c i
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C/57/BL/6 miSeva provedena je regresijska
analiza u svrhu dobivanja koeficijenata
korelacije. Na slikama 3 i 4 prikazana
je korelacija vrijednosti koncentracija
klenbuterola i salbutamola odredenih u
jetri oba soja miseva dobivena regresijskom
analizom.

Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem
ukazuju da postoji vrlo visoka povezanost
(r=0,861) koncentracije klenbuterola i
niska povezanost (r=0,345) koncentracije
salbutamola odredenih u jetri BALB/c i
C/57/BL/6miseva, govoreci da soj (pasmina)
zivotinja ipak ne utjece znacajno na
kumulaciju ostataka ovih tvari. IstraZivanje
je pokazalo da je i nakon primjene visoke
anabolicke doze ostatke klenbuterola i
salbutamola moguce detektirati u tkivu
jetre i 30 dana nakon zavrSetka tretmana.
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Sazetak

Klenbuterol i salbutamol su spojevi
koji ~pripadaju skupini 8,-adrenergickih
agonista, a koriste se u terapeutske svrhe
u humanoj i veterinarskoj medicini kao
bronhodilatatori i  tokolitici. =~ Uporaba
klenbuterola te drugih f,-adrenergickih
agonista u dozama koje su 5-10 puta vece od
terapeutskih rezultira anabolickim ucinkom,
Sto je dovelo do zlouporabe ovih spojeva
u stocarskoj proizvodnji. Zbog toksicnih
ucinaka na ljude uporaba f,-adrenergickih
agonista u anabolicke svrhe je zabranjena te
je potrebno provoditi nadzor ostataka ovih
tvari u bioloSkom materijalu Zivotinja tijekom
tova i nakon klanja. Cilj je ovog istrazivanja
bio usporediti kumulaciju klenbuterola i
salbutamola u tkivu jetre dvaju soja miseva

B BALE:
[l CSTBLS

Dian nakcon tretmana

Slika 2. Koncentracija salbutamola (ng/kg) u jetri BALB/C i C57/BL/6 mideva u danima nakon tretmana
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Slika 3. Regresijska analiza korelacije izmedu koncentracije salbutamola u jetri BALB/c i
C/57/BL/6 miseva
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BL/6 miseva

VETERINARSKA STANICA 42 (5), 415-423,2011. m



ANA VULIC, JELKA PLEADIN, RANKO STOJKOVIC i SINISA IVANKOVIC

kao jednom od matriksa za nadzor zlouporabe
83,-adrenergickih agonista.

U istrazivanju su koristena dva soja
muzjaka miSeva, BALB/c (n=100) i C57/BL/6
(n=100), starosti 8 tjedana. Jedna skupina C57/
BL/6 miseva (n=40) te jedna skupina BALB/c
miSeva (n=40) tretirane su klenbuterolom
u dozi od 2,5 mg/kg tjelesne tezine, per os
pomocu sonde tijekom 28 dana. Druge dvije
skupine miSeva tretirane su na isti nacin sa
salbutamolom.

Maksimalne vrijednosti  koncentracije
klenbuterola odredene su 1. dan nakon
zavrSetka tretmana i iznosile su 2658,00 +
484,79 ng/kg u jetri BALB/c miSeva te 4779,05
+ 363,81 ng/kg u jetri C57/BL/6 miSeva.
Koncentracije salbutamola odredene isti dan
bile su nize i iznosile su 971,47 + 161,91 ng/kg
u jetri BALB/c miSeva te 2266,13 + 1386,71 ng/
kg u jetri C57/BL/6 miSeva. Rezultati dobiveni
regresijskom analizom korelacije izmedu
koncentracija klenbuterola i salbutamola u
tkivu jetre, s obzirom na soj Zivotinje, ukazuju
na vrlo visoku povezanost koncentracija
klenbuterola te nizu povezanost koncentracija
salbutamola u jetri C/57/BL/6 i BALB/c miSeva,
govoreéi da soj zivotinja ipak znacajno ne
utjece na kumulaciju ostataka ovih tvari.

Literatura

1. BRAMBILLA, G, A. LOIZZO, L. FONTANA,
M. STROZZI, A. GUARINO and V. SOPRANO
(1997): Food poisoning following consumption of
clenbuterol-treated veal in Italy, J. Am. Med. Assoc.
278, 635.

2. Commission of the European Communities (1996):
Council Directive 96/22/EC on the prohibition of
the use of certain substances having a hormonal
and thyreostatic action and B-agonists in animal
husbandry. Off J. Eur. Commun. Legis. L 125.

3. Commission of the European Communities (1996):
Council Directive 96/23/EC on control measures for
certain substances in animals and products derived
from animals. Off J. Eur. Commun. Legis. L 125.

4. Commission Regulation No. 2391/2000/EC of 27
October 2000, Official Journal of the European
Communities, L276/5 (2000).

5. ELLIOTT, C.T, S.R. H. CROOKS, J. G. D. McEVOY,
W.]J.McCAUGHEY, S. A. HEWITT, D. PATTERSON
and D. KILPATRIK (1993): Observations on
the effects of long-term withdrawal on carcass
composition and residue concentrations in

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

clenbuterol-medicated cattle. Vet. Res. Commun.
17, 459-468.

European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products (EMEA) (2000): Clenbuterol- summary
report, 1-6.

GAD, S. (2005): Encyclopedia of Toxicology.
Amsterdam. Philip Wexler.

GOJMERAC, T, J. PLEADIN, M. ZURIC, M.
LOJKIC and S. CURIC (2002): Effects of repeated
growth-promoting doses of clenbuterol on the
hepatic function of female pigs. Vet. Human.
Toxicol. 44, 269-271.

GOJMERAC, T,, J. PLEADIN, I. BRATOS, A. VULIC
and N. VAHCIC (2008): Xenobiotic clenbuterol in
food producing male pigs: Various tissue residue
accumulation on days after withdrawal. Meat
Science 80, 879-884.

KUPIER, H. A, M. Y. NOORDAM, M. M. van
DOOREN-FLISPEN, R. SCHILT and A. H. ROOS
(1998): Illegall use of beta-adrenergic agonists:
European Community. J. Anim. Sci. 76, 195-207.
MALUCELLI, A., F. ELLENDORFF and H. H.
MEYER (1994): Tissue distribution and residues of
clenbuterol, salbutamol and tertbutaline in tissues
of treated broiler chickens. J. Anim. Sci. 72, 1555-
1560.

MARTINEZ-NAVARRO, J. FE  (1990): Food
poisoning related to consumption of ilitic beta-
agonist in liver. Lancet 336, 1311.

MERSMAN, H. J. (1998): Potential mechanisms for
repartitioning og growth by B-adrenergic agonists.
In: animal Growth Regulation (CAMPION, D. R.,
HAUSMAN, G. J., MARTIN, R. ], eds.), Plenum
Press, New York, 337-357.

MEYER, H. H. D. and L. M. RINKE (1991): The
pharmacokinetics and residues of clenbuterol in
veal calves. J. Anim. Sci. 69, 4538-4544.

PLEADIN, J. (2006): Perzistentnost ostataka
klenbuterola u tjelesnim tekucinama i tkivima
svinja nakon subkroni¢ne izloZenosti anabolickoj
dozi.  Disertacija. ~ Prehrambeno-biotehnoloski
fakultet SveuciliSta u Zagrebu.

PLEADIN, J.,, . GOJMERAC, 1. BRATOS, Z. LIPE],
D. NOVOSEL and A. VULIC (2009): Clenbuterol
residues in plasma and urine samples of food-
producing animals during and after subchronic
exposure to a growth-promoting dose. Food.
Technol. Biotechnol. 47, 67-74.

Pravilnik o farmakoloski djelatnim tvarima i
njihovoj klasifikaciji u odnosu na najvece dopustene
koli¢ine rezidua u hrani Zivotinjskog podrijetla,
Narodne Novine 21/2011.

Naredba kojom se zabranjuje primjena na
farmskim Zivotinjama odredenih tvari hormonskog
i tireostatskog ucinka i beta-agonista, Narodne
novine 82/2010.

RAMOS, FE, A. CRISTINO, P. CAROLLA, T.
ELOY, ]J. MANUEL SILVA, A. C. CASTILHO
and M. I. N. SILVEIRA (2003): Clenbuterol food
poisoning diagnosis by gas chromatography-mass

VETERINARSKA STANICA 42 (5), 415-423,2011.



Usporedba kumulacije klenbuterola i salbutamola u jetri razli¢itih sojeva miseva

spectrometric serum analysis. Anal. Chim. Acta
483, 207-213.

20. ROSE, M. (1995): The effect of cooking on veterinary
drug residues in food: 1. Clenbuterol. Food. Addit.
Contam. 12, 67-76.

21. WHO Food Additives Series 38 Clenbuterol.
Dostupno na:http://www.inchem.org/documents/
jecfa/jecmono/ve38je02.htm.

22. Zakon o zastiti zivotinja, Narodne Novine 135/2006.

Accumulation comparison of clenbuterol and salbutamol in
liver from different mouse strains

Ana VULIC, BSc, Junior Researcher, Jelka PLEADIN, BSc, PhD, Senipr Scientific Associate, Assistant
Professor, Croatian'Veterinary Institute, Zagreb; Ranko STOJKOVIC, DVM, PhD, Scientific Advisor,
Sinisa IVANKOVIC, DVM, PhD, Expert Advisor, Institute Ruder Boskovi¢, Zagreb

Clenbuterol and salbutamol are compounds
that belong to the f£,-adrenergic agonists.
These compounds are used in human and
veterinary medicine for therapeutic purposes
as bronchodilatators and tocolytics. The use of
clenbuterol and other 3 -adrenergic agonists in
doses 5-10 times higher than the therapeutic
dose results in anabolic effects, which have
resulted in the abuse of these compounds in
livestock production. Due to the toxic effects
on humans, the use of £3,-adrenergic agonists
for anabolic purposes is prohibited, and there
is a need to implement a residue monitoring
program of these substances in biological
material of animals during fattening and
after slaughter. The aim of this study was to
compare the accumulation of clenbuterol and
salbutamol in the liver tissue of two mouse
strains as a matrix for monitoring 3 -adrenergic
against abuse. The study included two strains
of male mice, BALB/c (n = 100) and C57/BL/6
(n=100), aged 8 weeks. One group of C57/BL/6
mice (n =40) and one group of BALB/c mice (n

= 40) were treated with clenbuterol in a dose
of 2.5 mg/kg body mass, per os with a probe
during 28 days. Two additional groups of mice
were treated with salbutamol in the same way.
Maximum clenbuterol concentrations were
determined on the first day after treatment
withdrawal and amounted to 2658.00 + 484.79
ng/kg in the liver of BALB/c mice and 4779.05
+ 363.81 ng/kg in the liver of C57/BL/6 mice.
Concentrations of salbutamol determined
the same day were lower, 971.47 + 161.91 ng/
kg in liver of BALB/c mice and 2266.13 +
1386.71 ng /kg in the liver of C57/BL/6 mice.
Results obtained by regression analysis of
the correlation between the concentration of
clenbuterol and salbutamol in liver tissue,
according to animal strain, indicated a very
high correlation between the concentrations
of clenbuterol and a lower correlation between
the concentrations of salbutamol in the liver of
C/57/BL/6 and BALB/c mice. This suggests that
animal strain does not significantly affect the
accumulation of these substances.
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Seroprevalencija spolnog osipa

konja u Republici Hrvatskoj

Lj. Barbi¢, Maja Mauric, V. Stevanovié, V. Staresina,

T. Bedekovié, Nina Lemo i J. Madi¢

Uvod

Spolni osip konja je akutna spolno
prenosiva virusna zarazna bolest konja
uzrokovana konjskim herpesvirusom 3
(EHV-3). Bolest se klinicki ocituje tvorbom
papula, vezikula, pustula, erozija i
ulceracija po vanjskim spolnim organima
konja (Barrandeguy i sur., 2010.a). Virusje
vrlo kontagiozan, a u inficiranih Zivotinja
uzokuje samo lokalnu infekciju i klinicko
oboljenje koje je relativno benigne naravi
(Barrandeguy i sur., 2010.b).

Infekcija virusom EHV-3 u pravilu ne
izaziva sistemsku bolest, niti neplodnost
ili pobacaje. Primarni negativan utjecaj
na uzgoje konja ocituje se kroz prisilno,
privremeno obustavljanje rasplodivanja.
Negativan gospodarski utjecaj bolest ima
i na djelatnost ustanova koje provode
umjetno osjemenjivanje i embriotransfer.
Financijski ~ gubitci nastaju  uslijed
provodenja mjera kontrole i suzbijanja
bolesti koje u zaraZenim uzgojima
obuhvacaju obustavljanje rasplodivanja i
nadzor kobila davateljica i primateljica te
pastuha (Barrandeguy i sur., 2010.b).

Najznacajniji izvor infekcije spolnog
osipa konja su latentno inficirane Zivotinje
koje su bioloski rezervoari virusa. Latentno
inficirane zivotinje mogu povremeno
izlu¢ivati virus vezano uz reaktivaciju
latentne faze bolesti. Primarni nacin

prijenosa virusa je izravnim dodirom
tijekom koitusa primjemljive i inficirane
zivotinje koja izlucuje virus. Virus se moze
prenijeti i kontaminiranim predmetima koji
se koriste kod umjetnog osjemenjivanja,
ginekoloske pretrage, rektalne pretrage ili
timarenja (Sekii sur.,, 2004., Samper i Tibary,
2006.). Izvijestaji o klinickim promjenama
koje odgovaraju infekciji EHV-3 na usnama
i nosnicama pojedinih, u pravilu mladih,
konja upucuju i na nekoitalni prijenos
infekcije  genito-nazalnim  kontaktom.
Isto se tako smatra da se uzro¢nik moZze
prenijeti i insektima (Allen i Umphenour,
2004., Lu i Morresey, 2007.).

Spolni osip konja je bolest prosirena
po cijelome svijetu s razli¢itom
seroprevalencijom u spolno zrelih
zivotinja koja po pojedinim uzgojima
varira od 18 do 53%.

U Republici Hrvatskoj posljednjih
nekoliko godina znatno se intenzivirao
uzgoj konja te je i broj konja znatno
porastao. ZabiljeZen je i trend promjene
u nacinu drzanja konja kao i njihovom
iskoriStavanju. Ranije je dominantan
nacin drzanja konja bio ekstenzivni,
a zivotinje su se koristile primarno
za rad, odnosno za meso. Opisani je
nacin drzanja i koriStenja konja i dalje
znatno zastupljen s najvedim udjelom
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terinarski fakultet, Zagreb Maja MAURIC, dr. med. vet.; Tomislav BEDEKOVIC, dr. med. vet., asistent,
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autohtone pasmine hrvatskog posavskog
konja, a broj jedinki se i povecava zbog
programa zastite autohtonih pasmina.
Ovaj nacin drzanja konja najprosireniji
je na podrudju Lonjskog polja. S druge
je strane posljednjih godina zabiljeZen
jos veéi porast u skupini sportsko-
rekreacijskih konja kao i povecanje
njihove pojedinacne ekonomske
vrijednosti. Stoga se sve vece znacenje
pridaje rasplodivanju Sto je dovelo
do sve ucestalije primjene umjetnog
osjemenjivanja kao i embriotransfera u
ovoj populaciji. Zbog navedene teznje za
ocuvanjem autohtone pasmine s jedne
strane te sve veceg broja gospodarski
vrijednih sportskih grla s druge strane
rasplodivanje postaje iznimno znacajno,
a svaki privremeni prekid rasplodivanja
zbog pojave spolnog osipa konja ima sve
vecde gospodarsko i uzgojno znacenje.

Usprkos navedenom u Republici
Hrvatskoj do sada nisu provedena
epizootioloska istraZivanja spolnog osipa
konja pa se sve dosadasnje procjene
njegove prosirenosti temelje na opazanju
klinickih ~ znakova koji odgovaraju
spolnom osipu konja.

Zbog svega je navedenog cilj ovog
istrazivanja bio seroloSkom pretragom
virus-neutralizacijskim testom (VN-test)
odrediti pojavnost i seroprevalenciju
infekcije  konjskim  herpesvirusom 3
pretragom uzoraka seruma konja iz dvije
skupine konja koje predstavljaju dva
znatno razlicita nacina uzgoja konja tipicna
za konjogojstvo u Republici Hrvatskoj.

Materijal i metode

U ovom istraZivanju pretraZzeno je
200 uzoraka seruma konja s podrudja
Republike Hrvatske odabranih metodom
slucajnog odabira. Pretrazeno je 100
uzoraka seruma sportsko-rekreacijskih
konja s podrudja grada Zagreba i 100
uzoraka seruma od ekstenzivno drzanih
konja s podrudja Lonjskog polja kao
tipicnih predstavnika skupina s razlicitom

pasminskom strukturom, nacinom drzanja
i gospodarenjem konjima.

Krv je uzorkovana punkcijom jugularne
vene vakumskom brizgalicom u epruvete
s aktivatorom grusanja. Po zaprimanju
uzoraka u laboratorij krv je centrifugirana
pri 1200 okretaja u minuti tijekom 10
minuta te je 1,5 mL seruma odvojeno u
eppendorf epruvete. Uzorci seruma
pohranjeni su na -20 °C do izvedbe
virus neutralizacijskog testa (VN-test).
Virus neutralizacijski test (VN-test) bio je
izveden prema ranije opisanom postupku
(Barrandeguy i sur, 2008.) s manjim
modifikacijama. Svaki uzorak je pretraZzen
u tri stupca mikrotitracijske plitice radi
vede pouzdanosti rezultata, a rezultati su
ocitavani nakon 72 sata te je titar specifiénih
protutijela  izracunat kao geometrijska
sredina rezultata u sva tri stupca. Seroloski
pozitivnim Zivotinjama smatrale su se one
u djim je uzorcima seruma VN-testom
dokazan titar specifiénih prototijela vedi
ili jednak 1:4. Statisticka obrada dobivenih
rezultata nacinjena je kako bi se ustanovila
znacajnost utjecaja nacina drzanja i
pasminske pripadnosti te kategorije i dobi
na seroprevalenciju spolnog osipa konja kao
i ucestalost titrova specificnih protutijela u
istraZivanim populacijama. Za statisticku
obradu podataka koristene su klasicne
metode deskriptivne statistike i metoda hi-
kvadrat test.

Rezultati

Od 200 pretrazenih uzoraka seruma
konja, 88 je bilo seroloski pozitivno na
EHV-3 od kojih 38 u skupini sportsko-
rekreacijskih  konja i 50 u skupini
ekstenzivno drzanih konja. U skupini
sportsko-rekreacijskih konja pretrazeno je
36 kobila od kojih je 28% bilo pozitivno, 19
pastuha od kojih je 42% bilo pozitivno te
45 kastrata od kojih je 44% bilo pozitivno
na EHV-3. U skupini ekstenzivno drzanih
konja pretraZeno je 88 kobila od kojih su
u 55% ustanovljena specificna serumska
protutijela na EHV-3, 10 pastuha od kojih
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Tabela 1. Seroprevalencija spolnog osipa konja ovisno o kategoriji pretrazivanih zivotinja

Broj pretrazenih
Zivotinja

Broj pozitivnih Zivotinja | Postotak pozitivnih (%)

Kobile

Kastrati 45 2 20
Pastusi 19 10 8
Ukupno 100 100 38

1 44 50
1 42 10
50 38 50

Tabela 2. Seroprevalencija spolnog osipa konja ovisno o spolnoj zrelosti pretrazivanih Zivotinja

Dob
(godine)

je samo 1 (10%) bio pozitivan te 2 kastrata
od kojih je 1 (50%) bio pozitivan (Tabela 1).

Vezano uz dob u skupini sportsko-
rekreacijskih konja u dobi do 5 godina
31% uzoraka je bilo pozitivno, a u dobi
od 5 i vise godina pozitivnih je bilo 40%.
U skupini ekstenzivno drZanih konja
u dobi do 5 godina ustanovljeno je 28%
pozitivnih uzoraka, a u dobi od 5 i viSe
godina protutijela su ustanovljena u 75%
uzoraka (Tabela 2).

Unutar obje istraZivane skupine konja
u pozitivnih Zzivotinja ustanovljene su
razlicite visine titra specificnih protutijela
za EHV-3 koje su varirale od 1:4 do 1:256
(Tabela 3). U sportsko-rekreacijskih
konja najveéi broj zivotinja imao je
titar specificnih protutijela 1:4, dok je
najucestaliji titar protutijela u ekstenzivno
drzanih konja bio od >1:16 do 1:64.

Statistickom analizom seroprevalencije
ustanovljene u pojedinoj istrazivanoj
skupini nije dokazana statisticki znacajna
razlika u proSirenosti zaraze izmedu
skupina.

Broj uzoraka prema dobi| Broj pozitivnih uzoraka

Postotak pozitivnih
uzoraka (%)

Utjecaj kategorije nije znacajno utjecao
na seroprevalenciju zaraze u sportsko-
rekreacijskih konja, dok za ekstenzivno
drzane konje nije bilo moguce naciniti
statisticku analizu zbog premalog broja
uzoraka u kategorijama pastuha i kastrata.

Seroprevalencija spolnog osipa konja
nije znacajno varirala ovisno o dobi
zivotinja u sportsko-rekreacijskih konja.
Za razliku od toga u ekstenzivno drzanih
konja ustanovljena je statisticki znacajno
viSa seroprevalencija u Zivotinja starijih
od 4 godine (p<0,01). Usporedujuci
seroprevalencije istih dobnih skupina
izmedu istrazivanih populacija
ustanovljeno je da seroprevalencija
bolesti u Zivotinja u dobi < 4 godine nema
statisticki znacajnu razliku. Nasuprot
tome u zivotinja starijih od 4 godine
ustanovljena seroprevalencija je znacajno
viSa u ekstenzivno drzanih konja (p<0,01).

Statistickom analizom vrijednosti
titrova u istrazivanim skupinama
ustanovljena je znacajna razlika izmedu
skupina. U sportsko-rekreacijskih konja

VETERINARSKA STANICA 42 (5), 425-430 2011.



LJ. BARBIC, MAJA MAURIC, V. STEVANOVIC, V. STARESINA, T. BEDEKOVIC, NINA LEMO i J. MADIC

Tabela 3. Ucestalost pojedinih titrova specificnih protutijela u pretrazivanim skupinama konja

Broj sportsko-rekreacijskih Broj ekstenzivno drzanih
Titar . .
konja konja

< 1:4
> 1:4-1:16
> 1:16 - 1:64
> 1:64 - 1:256

najucestaliji je titar 1:4 (p<0,05), dok je
u populaciji ekstenzivno drzanih konja
najucestaliji titar bio od >1:16 do 1:64
(p<0,05).

Razmatranje

Spolni osip konja je bolest prosirena po
cijelome svijetu sa seroprevalencijom od
18 do 53% u spolno zrelih Zivotinja (Allen
i Umphenour, 2004.). Rezultati nasSeg
istrazivanja dokazali su da je spolni osip
konja bolest prosirena u oba tipa uzgoja
konja u Republici Hrvatskoj s ukupnom
seroprevalencijom od 44%. Bolest je u
obje pretrazivane skupine dokazana s
relativno  visokom  seroprevalencijom
od 38, odnosno 50%. Ovaj je rezultat u
skladu s nepostojanjem mjera pracenja i
suzbijanja bolesti u Republici Hrvatskoj,
nerazvijenosti prakse koriStenja umjetnog
osjemenjivanja i embriotransfera, Sto je
sve omogucdilo nekontrolirano Sirenje
bolesti u obje istrazivane skupine konja.

Odredivanjem seroprevalencije
prema kategorijama  Zivotinja  nije
ustanovljena znacajna razlika izmedu
istrazivanih skupina niti unutar njih.
Ove rezultate treba uzeti s oprezom zbog
premalog broja uzoraka u kategorijama
pastuha i kastrata s podrucja Lonjskog
polja. Ujednacena se seroprevalencija po
kategorijama mozZe tumaciti razli¢itim
mogucnostima prijenosa uzrocnika koji
osim najucestalijeg koitalnog ukljucuje i
genito-nazalni kontakt te mogudi prijenos
insektima (Allen i Umphenour, 2004., Lu
i Morresey, 2007.). Dokaz nekoitalnog
prijenosa bolesti je i relativno visoka
seroprevalencija bolesti u kastrata.

7
7
20
16

Utjecaj dobi na seroprevalenciju
spolnog osipa konja pokazao se
znacajnim u ekstenzivno drzanih konja,
dok u sportsko-rekreacijskih konja isto
nije dokazano. Ta razlika proizlazi iz
znacajnihrazlikau zastupljenostiZivotinja
pojedine dobne skupine unutar skupina
kao i razli¢itog nacina rasplodivanja.
Naime, u skupini sportsko-rekreacijskih
konja u pravilu nema zivotinja mladih od
2 godine, a tu se takoder nalazi i znatan
udio kastrata. Za razliku od navedenog u
skupini ekstenzivno drzanih konja zbog
njihove drugacije namjene struktura
populacije je cjelovita i udio kastrata je
manji. Takoder, u ekstenzivno drzanih
konja rasplodivanje je slobodno, dok je u
sportsko-rekreacijskih ono kontrolirano.
U prilog ovoj tvrdnji ide i statisticki
znacajno veca seroprevalencija spolnog
osipa konja u spolno zrelih ekstenzivno
drzanih konja u odnosu na skupinu
sportsko-rekreacijskih konja.

Za spolni osip konja tipicno je da
se pojavljuje u enzootskom obliku
u inficiranim wuzgojima. Titar virus-
neutralizacijskih ~ protutijela perzistira
vise od godinu dana, a tijekom vremena
ujednaceno pada tako da bi u slucaju
epizootskog pojavljivanja bolesti
titar bio relativno ujednacen unutar
skupine. Rezultati ovog istraZivanja
pokazali su da titar protutijela unutar
obje skupine znacajno varira od 1:4 do
1:256. Ovaj rezultat dokazuje enzootsko
pojavljivanje bolesti u obje istrazivane
skupine konja. Statistickom analizom
znacajnosti pojedinih vrijednosti
titrova  unutar svake  populacije
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ustanovljeno je da je najzastupljeniji
titar u sportsko-rekreacijskih konja bio
1:4, dok je u ekstenzivno drzanih konja
najzastupljeniji titar bio od >1:16 do 1:64.
Generalno ucestaliji nizi, anamnesticki
titri u sportskih konja mogu se tumaciti
stalnijom strukturom populacije te veéim
brojem kastrata. Za razliku od toga znatno
visi titri ustanovljeni u ekstenzivno
drzanih konja mogu se dovesti u vezu
s koriStenjem svih Zivotinja za rasplod
i slobodnim pripustom tako da svake
godine u rasplodnoj sezoni dolazi do
veceg broja akutnih infekcija.

Rezultati epizootioloskog istrazivanja
spolnog osipa konja u Republici Hrvatskoj
dokazali su seroprevalenciju bolesti od
44%. Kroz istrazivanje dviju skupina
konja, tipi¢nih predstavnika, s razli¢itom
pasminskom  strukturom, nacinom
drzanja, koriStenja i rasplodivanja
nedvojbeno dokazuju da je bolest
prosirena u svim populacijama konja u
Republici Hrvatskoj. Seroprevalencija
je u skladu s istrazivanjima u drugim
drzavama svijeta. Ustanovljen je znacajan
utjecaj spolne zrelosti na proSirenost
bolesti u konja s podrucja Lonjskog polja
te enzootsko pojavljivanje bolesti u obje
skupine. Navedeni rezultati od iznimne
su vrijednosti jer predstavljaju prvi dokaz
i odredivanje seroprevalencije spolnog
osipa konja u Republici Hrvatskoj. Kako
u Republici Hrvatskoj ne postoje nikakve
propisane mjere niti praksa kontrole ove
bolesti prilikom rasplodivanja konja,
rezultati istrazivanja potvrduju nuznost
njihova uvodenja. Naime, bez obzira na
u pravilu benigni klinicki oblik bolesti,
gospodarski gubitci uslijed privremenog
onemogucavanja rasplodivanja mogu
biti znatni. Posebice je to vazno sagledati
s aspekta dva osnovna razloga drZanja
konja u Republici Hrvatskoj, a to je
ocuvanje izvornih pasmina konja,
odnosno rasplodivanje visoko vrijednih
sportskih ~ Zivotinja. Bez obzira na
relativno mali broj uzoraka rezultati ovog

istrazivanja mogu posluziti kao osnova
za uvodenje mjera kontrole bolesti
u Republici Hrvatskoj te kao osnova
buducih istrazivanja.

Sazetak

U ovom je radu po prvi put istraZzena
seroprevalencija spolnog osipa konja u
Republici Hrvatskoj u skupinama ekstenzivno
drzanih i sportsko-rekreacijskih konja. U tu
svrhu pretrazeno je 200 uzoraka seruma konja
od kojih je 100 bilo od sportsko-rekreacijskih
konja te 100 od ekstenzivno drzanih konja,
odabranih metodom slucajnog odabira. Ove
dvije skupine odabrane su zbog razliitog
nacina uzgoja, rasplodivanja i koristenja konja
koje predstavljaju dva smjera u konjogojstvu u
Republici Hrvatskoj. Uzorci seruma pretrazeni
su na prisutnost specificnih protutijela za
konjski herpesvirus 3 virus neutralizacijskim
testom (VN-test). Rezultati istrazivanja pokazali
su da je spolni osip konja bolest prosirena u
Republici Hrvatskoj u razli¢itim skupinama
konja s ukupnom seroprevalencijom od 44%.
Zaraza je prosirenija u ekstenzivno drzanih
konja sa seroprevalencijom od 50% u odnosu
na sportsko-rekreacijske konje u kojih je
ustanovljena seroprevalencija od 38%. Razlike
u seroprevalenciji izmedu skupina ustanovljene
su i ovisno o spolnoj zrelosti Zivotinja, a
najvjerojatnije  su  uvjetovane  razlicitim
nacinom uzgoja, rasplodivanja i koristenja
konja. Istrazivanjem je dokazano i enzootsko
pojavljivanje bolesti u obje istrazivane skupine.
Ovo je prvi dokaz prosirenosti spolnog osipa
konja u Republici Hrvatskoj, a s obzirom
na visoku seroprevalenciju i enzootsko
pojavljivanje u obje istrazivane skupine
rezultati istrazivanja ukazuju na nuznost
uvodenja sustavnih mjera kontrole i suzbijanja
spolnog osipa konja na drzavnoj razini.
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This paper presents the results of an
epidemiological study of the equine coital
exanthema in Croatia. A total of 200 horse
serum samples were tested, of which 100 were
randomly sampled from sport and leisure
horses and another 100 from free range
horses. These two groups were selected as
representative of the two typical horse groups
in Croatia with major differences in breeding
and keeping of animals. Sera samples were
tested for the presence of specific antibodies
against equine herpesvirus 3 with the virus
neutralization test (VN-test). The results
showed that equine coital exanthema is
present in Croatia in both typical groups of
horses with an overall seroprevalence of 44%.

The disease is confirmed in free range horses
with a seroprevalence of 50% and in sport
and leisure horses with a seroprevalence of
38%. Significant differences in seroprevalence
within the free range horse group and
between groups were confirmed depending
on sexual maturity. This is most likely caused
by the different methods of breeding and
keeping of animals. This is the first record of
the presence of equine coital exanthema in
Croatia. High seroprevalence and enzootic
occurrence of disease in both investigated
horse groups confirm the necessity of
introducing systematic measures to control
equine coital exanthema at the nationallevel.

[

GOSPODARSKE VIESTI

UGARSKO MINISTARSTVO odredilo je 18. p.m. u kovacnici kralj. veteri-
narskoga zavoda u Pesti podkivanje za takmenje. Smije se takmiti svaki izuceni
ugarski kovac. Raditi ¢e o tom, tko ¢e najbrze i najbolje dvie podkove skovati,
prilagoditi i pribiti. Prvom je nagradom 20 komada k.ug. dukata u francih,
drugom 10 kom., a tre¢om tri i jedna sprava za podkivanje.

, Gospodarski list” (Zagreb), 13, 108, 1876 (god. 24) (1. srpnja 1876).
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Imunomodulacijski ucinak
plemenite pecurke Agaricus

bisporus u tovnih pilica

G. Mrsié, D. §poljaric', H. Valpoti¢, Mirta Balenovi¢, Lidija Kozacinski,
L Spoljarié, I. Valpotié, V. Savié, S. Srecec i Maja Popovié

Uvod

Genetski i paragenetski Ccinitelji,
ukljucujuéi pasminu, nacin drzanja i
uzgoja, hranidbu, mikrookolis, ucestalost
izlaganja uzrocnicima bolesti, kao i
programima specificne i nespecifi¢ne
imunomodulacije utjecu na zdravlje
i proizvodnost domacih Zivotinja u
intenzivnom uzgoju. Napose hranidba
ima vrlo znacajnu ulogu u modulaciji
primljivosti domacih Zivotinja prema
infekcijskim  bolestima.  Interakcija
izmedu hranidbe i infekcijskih bolesti je
dvojaka. Hranidbene potrebe mogu biti
znatno promijenjene zbog prisutnosti
klinicke pa i neklinicke bolesti, a
hranidbeni status moze utjecati na
imunokompetenciju, a posljedi¢no tomu
i na otpornost domacih zivotinja prema
uzro¢nicima bolesti (Grimble, 2001.).
Imunosni sustav domacih Zivotinja
nije autonoman, ve¢ je pod stalnim
utjecajem ostalih fizioloskih sustava, ali
i pod utjecajem velikog broja okolisnih
Cinitelja pa tako i uobicajenih sastojaka
hrane i dodataka hrani, odnosno
nutrijenata i nutraceutika (Valpoti¢,
2009.). Shodno tomu nutritivni i
imunosni status domacdih Zivotinja

namijenjenih prehrani ljudi, uzgajanih
u intenzivnoj proizvodnji, izravno ovise
o recepturi hrane koja mora poticati
rast i odrzavati zdravlje, a ujedno biti i
gospodarski opravdana. Takvi obroci,
osim Sto moraju zadovoljiti nutritivne
potrebe ovisno o vrsti Zivotinje, i
o uzgojnoj Kkategoriji, moraju biti i
djelotvorni u moduliranju selekcije
vrsta/sojeva crijevnih mikrobiota, s time
da djeluju stabiliziraju¢e na komenzalne
mikroorganizme, a moraju stimulacijski
djelovati i na sastavnice imunosnog
sustava i time pojacavati otpornost
organizma na infekcijske bolesti. Danas
kada se napusta neklinicka uporaba
antibiotskih poticatelja rasta (APR) u
intenzivnom uzgoju domacih Zivotinja
namijenjenih prehrani ljudi, intenzivno
se istrazuju alternativne tvari (probiotici,
prebiotici i imunomodulatori)
kao dodatci hrani koji bi trebali
nadomjestiti APR (Gallois i sur., 2009.).
U podrudju biomedicine, posebno
u imunoprofilaksi/imunoterapiji
infekcijskih bolesti i u terapiji tumorskih
bolesti, raste interes za tvarima, prije
svega za polisaharidima {3-glukanima,
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iz razli¢itih vrsta gljiva (napose iz sitaka
i maitaka) kojima se pripisuju ljekoviti
ufinci za koje tradicijska kineska
medicina zna ve¢ od davnina (Aida i
sur., 2009.). Poznato je da gljive sadrze
brojne bioloski djelatne tvari (kao Sto
su: glukani, manani, lentinani, grifolani,
Sizofilani, skleroglukani) nedvojbenog
antibakterijskog, antivirusnog,
antitumorskog te imunostimulacijskog
ufinka pa su stoga zanimljive za
humanu medicinu, napose za onkologiju
(Borchers i sur., 2004.). Smatra se da su ti
udinci djelatnih iscrpaka gljiva u terapiji
tumora najvjerojatnije neizravni, i da
se ocituju kroz ucestalija prikazivanja
antigena  posredstvom  dendritickih
stanica, a da potom na tumorske stanice
izravno djeluju senzibilizirani citoliticki
T limfociti (Borchers i sur., 2008.). Njihova
ljekovita svojstva ocituju se i ucincima
na snizavanje koncentracije kolesterola,
reguliranje krvnog tlaka, reguliranje
razine Secera u krvi, reguliranje probave,
poboljsavanje rada diSnih organa te
stimuliranje ili smirivanje srediSnjeg
zivéanog sustava na modelu Stakora
(Jeong i sur, 2010.). Najtemeljitije
istrazivani sastojci gljiva s takvim
djelovanjem su: glukani, polisaharidne
makromolekule iz njihove stani¢ne
stijenke, koji imaju i protutumorskiucinak
(Fortes i sur., 2006.). Protuupalni ucinak
iscrpka plemenite pecurke dokazanje u in
vitro i in vivo uvjetima pokusno izazvane
upalne reakcije na miSjem modelu,
temeljem regulacije aktivnosti makrofaga
te pojacavanja izlu¢ivanja TNFa, IFN-y
i IL-1P i snizavanja izluc¢ivanja IL-10 (Yu
i sur,, 2009.). Medutim, gljive su i izvor
velikog broja antioksidansa, vitamina
A, C, D i E te minerala poput fosfora,
kalija i Zeljeza te stoga imaju i znacajno
nutritivno djelovanje.

Gljiva plemenita pecurka Agaricus
bisporus, poznatija kao Sampinjon, jedna
je od najcesée uzgajanih vrsta gljiva
u svijetu i sadrzi 552% suhe tvari u

kojoj se nalazi 59,44% proteina, 31,51%
ugljikohidrata i 6,32% pepela (Novak,
1997.). Dobre nutritivne karakteristike
plemenite pecurke, s niskim udjelom
masnoca i visokim udjelom proteina
te ugljikohidrata, medu kojima su
najzastupljenija dijetalna vlakna, cine
ih  vrlo prihvatljivom namirnicom
ne samo za covjeka, ve¢ i za domace
zivotinje namijenjene ljudskoj prehrani,
kao $to su svinje i perad. Medutim, 8-
glukani izdvojeni iz micelija plemenite
pecurke i njezinih srodnika (A. blazei, A.
sylvaticus) imaju, osim protutumorskog
djelovanja u laboratorijskih glodavaca i
imunostimulacijski uc¢inak na sustavnu
i lokalnu (crijevnu) imunost nekih vrsta
farmskih Zzivotinja (Barbisan i sur., 2002.,
Brown i Gordon, 2003., Shen i sur., 2007.).
Tako je, primjerice utvrdeno da pripravak
osuSene plemenite pecurke djeluje
povoljno na crijevnu histmorfologiju i
populaciju komenzalnih mikrobiota u
tovnih pilica (Giannenas i sur., 2010.a),
kao i na proizvodne pokazatelje i
antioksidativni status njihova mesa
(Giannenas i sur, 2010.b). Slijedom
ovih podataka istrazivali smo ucinak
osuSenog pripravka plemenite pecurke
A. bisporus dodanog u hrani tovnim
pili¢ima na njihov stani¢ni imunosni
status  tijekom uzgojnog razdoblja
od 38 dana u pokusnim uvjetima.
Pra¢enjem promjena u udjelu CD45*
limfoidnih ~ stanica  periferne  krvi
nastojali smo utvrditi imunomodulacijski
uéinak pripravka i temeljem kinetike
nespecificnog  stani¢nog  imunosnog
odgovora procijeniti njegovo znacenje
u uspostavljanju zastitne sustavne
imunosti u tovnih pilica.

Materijali i metode

Pripravak plemenite pecurke

U istrazivanjima smo uporabili svjezu
biomasu plemenite pecurke A. bisporus
iz komercijalnog uzgoja. Svjeze, netom
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ubrane plemenite pecurke susene su u
susari na 42 °C kroz 6 sati, a potom su
bile samljevene u prah. (Slika 1). Prah smo
umijeSali u standardnu komercijalnu hranu
za piliée u tovu (Pipo d.o.0, Cakovec,
Hrvatska) u koncentracijiama od 10 g/kg i
20 g/kg.

Slika 1. Cestice praha nativnog pripravka
osuSene biomase plemenite pecurke prikazane
elektronskim ~ mikroskopom  XL30 ESEM
TUNGSTEN, Philips, Nizozemska

Tovni pilici

Za istrazivanje smo uporabili 90
jednodnevnih piliéa (45 muskog i 45
zenskog spola) namijenjenih tovu (soja
ROSS 308)) podrijetlom iz komercijalnog
mati¢nog jata tvrtke PIPO d.c.0. iz
Cakoveca. Pilice smo drzali kroz 38 dana
u pokusnim prostorijama Zavoda za
prehranu i dijetetiku domacih Zivotinja
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Raspodjelili smo ih u 3 pokusne
skupine (K = kontrola; D1 i D2) s po 30
pilica (15 Zenskog i 15 muskog spola) u
svakoj. Skupine smo drzali u odvojenim
kavezima na dubokoj stelji u skladu s
tehnoloskim uvjetima intenzivnog uzgoja.

Plan pokusa

Pilice iz kontrolne skupine hranili
smo standardnom hranom namijenjenom
za tov pilica, i to: od 1. do 14. dana
zivota starterom, od 14. do 28. dana
zivota finiSerom I, a od 28. do 38. dana
finiSerom II. Pili¢ima iz skupina D1 i
D2 dodavali smo u hranu za tov pilica
praskasti pripravak plemenite pecurke u

koncentracijama od 10 g/kg (skupina D1)
ili 20 g/kg (skupina D2) tijekom cijelog
pokusnog razdoblja. Tijekom pokusa su
pili¢ima hrana i voda bili dostupni ad
libitum. Pri izvodenju pokusa s pili¢ima
smo postupali u skladu sa Zakonom o
zastiti zivotinja (Narodne novine 135/06.).

Protocna citometrija

Proto¢nim citometrom Coulter
EPICS-XL kvantificirali smo udjel CD45*
limfoidnih stanica u perifernoj krvi pilica
u tovu kao Sto smo ve¢ ranije opisali
(Popovi¢ i sur., 2007.). Uzorke periferne
krvi (1,5 mL) uzimali smo u staklene
epruvete s podtlakom (Beckton Dickinson,
Plymouth, Velika Britanija) i EDTA
(Sigma) antikoagulansom, i to 0. dana iz
srca, a 14., 28. i 38. dana pokusa iz krilne
vene pileta. Prilikom svakog uzimanja krvi
iz svake smo skupine nasumicno uzimali
krv od po 7 Zivotinja. Uzorke krvi (100 uL)
razrijedili smo u 1 x PBS radnoj otopini do
broja leukocita od 5,0 — 9,7 x 10°/L. Potom
smo u 100 pL razrijedene krvi dodali 50 pL.
monoklonskog protutijela protiv kokosjeg
CD45" antigena obiljezenog FITC-om
(Southern Biotechnology Associates, Inc.,
Birmingham, SAD) te kroz 20 minuta
inkubirali na sobnoj temperaturi. Po
inkubaciji uzorke smo isprali s 1 mL
Ix PBS-a i centrifugirali kroz 5 minuta
na 2000 okretaja/minuti. Nadtalog smo
odlili, a na talog dodali 0,5 mL lizirajuceg
amonijevog kloridnog pufera (NH,Cl; pH
7,3) da djeluje u mraku kroz 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Potom smo uzorke
isprali s 1 mL 1x PBS-a centrifugiranjem
kroz 5 minuta na 2000 okretaja/minuti. Po
odlijevanju nadtaloga na talog smo dodali 1
mL 1x PBS pufera te smo tako pripremljeni
uzorak citometrijski analizirali. Sve smo
uzorke pripremili u triplikatu i analizirali
po 10 000 stanica u svakom.

Statistika
Statisticku smo opravdanost razlika u
udjelu CD45" limfoidnih stanica izmedu
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(skupina D1) ili 20 g/kg (skupina D2) praskastog pripravka plemenite pecurke (A. bisporus) tijekom 38

dana pokusa

Tabela 1. Udjeli CD45* limfoidnih stanica u perifernoj krvi pili¢a u tovu hranjenih uz dodatak 10 g/kg
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triju skupina pilica u tova (K, D1 i D2),
po danima uzimanja uzoraka krvi (0., 14.,
28.1i 38. dana pokusa) proveli t-testom za
vezane uzorke. Vezu smo izmedu broja
dana hranjenja i promjene prosjecnog
udjela CD45' limfoidnih stanica u tri
skupine pili¢a ustanovili Spearmanovim
koeficijentom rangova (r). Statisticku
smo analizu podataka proveli uporabom
programskog paketa STATISTICA 8.0.

Rezultati

Tijekom 38 dana pokusa, prosjecni
udjel CD45" limfoidnih stanica povecava
se u sve tri skupine. Medutim, iako
vrijednosti Spearmanovog koeficijenta
rangova, u sve tri skupine, pokazuju
potpunu korelaciju izmedu broja dana
hranjenjaiudjela CD45* limfoidnih stanica
(r,=[0,97-1]), vjerojatnost pogrijeSke veca
je od 0,05, ¢ime se povecanje prosjecnog
udjela CD45" limfoidnih stanica ovisno
0 broju dana hranjenja zivotinja smatra
nesignifikantnim. (Tabela 1).

Medutim, t-testom smo utvrdili
statisticki znacajno vece razlike u
prosjecnom udjelu CD45" limfoidnih
stanica izmedu D1 i D2 skupine pilica i
kontrole, naravno osim za 0. dan zivota.
Skupine D1 i D2 imale su statisticki
znacajno vedi udjel CD45" limfoidnih
stanica (p<0,001) 14. 28. i 38. dana
pokusa u usporedbi s kontrolom. Tako
smo ve¢ 14. dana pokusa u skupinama
pilica hranjenih uz dodatak pripravka
plemenite pecurke zabiljezili od 6%
(skupina D2) do 13% (skupina D1) vedi
udjel CD45"limfoidnih stanica. Takoder,
usporedbom razlika u udjelu CD45
limfoidnih stanica izmedu D1 i D2
skupine, taj je udjel razvidno vedi 14. (za
5,6%), 28. (za 6,3%) i 38. (za 2,2%) dana
pokusa u D1 skupini. Sve su dobivene
vrijednosti bile statisticki znacajno vece,
s donjom granicom signifikantnosti od
p=0,05. (Tabela 1).

Rasprava

S obzirom da u dostupnoj literaturi
nema podataka o ucinku iscrpka
plemenite pecurke na kinetiku promjena
udjela  CD45* limfoidnih  stanica
periferne krvi pilica u tovu, nismo
mogli usporedivati nase podatke niti
u potpunosti vrjednovati objektivno
znacenje ovih, inace indikativnih rezultata
koji govore u prilog imunostimulacijskom
djelovanju pripravka plemenite pecurke
dodanog u hrani. Medutim, ovaj bi
se porast ukupnih limfoidnih stanica
u perifernoj krvi tovnih pilica mogao
objasniti poznatim mehanizmom
djelovanja gljive A. blazei na pojacavanje
APC-aktivnosti  dendritickih  stanica
(Borchers i sur., 2008.), Sto pak rezultira
poticanjem Thl ili Th2 odgovora
posredstvom antigenima senzibiliziranim
CD4" i/ili CD8" T stanicama. Nadalje,
dobiveni rezultati mogu posluziti kao
model za nespecificnu imunoprofilaksu
u intenzivnoj peradarskoj proizvodnji
uporabom tvari, poput pripravka
plemenite pecurke, koje imaju osobitosti
i nutraceuitika i imunomodulatora, a ti
bi rezultati mogli biti znacajni i u Sirem
kontekstu  preventivne  veterinarske
medicine i animalne proizvodnje.

Podatak o udjelu CD45" limfoidnih
stanica u pilica iz kontrolne skupine
bio je u suglasju s nasim rezultatima
dobivenima za kontrolne skupine u
pokusima s kopunima slicne dobi
(Popovi¢ i sur, 2008.), kao i s tovnim
pili¢ima cijepljenim Zivim ili mrtvim,
odnosno zivim ili inaktiviranim cjepivom
protiv Newcastleske bolesti (Balenovi¢ i
sur., 2010., Popovic¢i sur., 2010.). Medutim,
nismo nasli podatak o ucinku pripravaka
plemenite pecurke na stani¢nu imunost
u tovnih pilica pa stoga smatramo da
je utvrdeni imunostimulacijski ucinak
pripravka na udjel CD45" limfoidnih
stanica periferne krvi tovnih pilica prvi
takav podatak u nas, i vjerojatno jedan od
prvih podataka te vrste u svijetu. Daljnja
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istrazivanja trebala bi potvrditiili opovrgnuti
relevantnost nasih podataka, a za sada je
utvrdeni ucinak pripravka indikativan
pokazatelj opravdanosti umjeSavanja gljiva,
a time i njihovih djelatnih tvari 3-glukana,
u krmne smjese bez APR koje ¢e u bliskoj
buduc¢nosti biti u uporabi u intenzivnom
uzgoju tovnih pilica.

Ipak, ne nedostaju podatci slicnih
istrazivanja koji podupiru tezu nasih
istrazivanja o imunosnoj i nutritivnoj
modulaciji s pomocu prirodnih tvari,
potencijalnih alternativa APR, kao Sto
su gljive, biljke i njihove bioaktivne
molekule (posebice p-glukani, flavonoidi,
polifenoli, saponini) u intenzivnoj
peradarskoj (Ferket, 2004., Kidd, 2004.) i
svinjogojskoj proizvodnji (Gallois i sur.,
2009.). Tako su brojni autori uporabili
bioaktivne polisaharide iz gljiva i biljaka
ili pripravke osusSene plemenite pecurke
kao dodatke hrani pilicima u tovu i
utvrdili njihov blagotvorni ucinke na
zdravstvene i proizvodne pokazatelje
te na funkciju crijeva, sastav populacija
crijevnih  mikrobiota i antioksidativni
status (Guoisur., 2003., Willis i sur., 2007.,
Giannenas i sur., 2010.a, b, Wallace i sur.,
2010.). Posebice je zanimljiv nalaz Willisa i
sur. (2007.) koji pokazuje da iscrpak Sitake
gljiva (Lentinus edodes) u kombinaciji s
probiotikom (Primalac) umanjuje rast
tovnih pilica muskoga spola, a potice
rast tovnih pilica Zenskoga spola, dok
u jedinki obaju spolova povoljno utjece
na populaciju komenzalnih mikrobiota.
Naprotiv, Giannenas i sur. (2010.b) su
utvrdili da pripravak osuSene plemenite
pecurke djeluje poticajno na rast tovnih
pili¢a bez obzira na spol, i da povecava
razinu glutation peroksidaze, a smanjuje
razine glutationa i glutation reduktaze
u jetri i mesu te time proizvodni
zaStitni antioksidativni ucinak u tim
tkivima. Taj se antioksidacijski ucinak
plemenite pecurke moze protumaditi
visokim sadrzajem polifenolnih
spojeva, a- i p-tokoferola, karotenoida,

askorbinske kiseline te ergotioneina u
micelijima divljih i uzgojenih jestivih
gljiva (Dubost, 2007., Elmastas, 2007.).
Medutim, oskudni su podatci o u¢incima
plemenite pecurke ili njenih iscrpaka,
napose [-glukana, na imunosni sustav
tovnih  pilica. Naime, istrazivanja
imunomodulacijskog ucinka pripravaka
plemenite  pecurke uglavnom su
provedena nalaboratorijskim glodavcima
(Chang i Buswell, 1996.), ali i na vrstama
beskraljesnjaka i kraljesnjaka (ribama i
domadim sisavcima), ukljucujudi ovjeka
(Akramiene i sur., 2007., Soltanian i sur.,
2009.). Glavnina istrazivanja provedena
je u in vitro uvjetima pa je tako iscrpak
plemenite pecurke poticao makrofage
Stakora, odnosno miSa na izlucivanje
IFNy i TNFa, a koci izlucivanje IL-10,
signalnih i komunikacijskih molekula ¢ija
razina odreduje smjer i ishod imunosnog
odgovora, odnosno upalnog procesa
(Chang i Buswell, 1996., Yu i sur., 2009.).
Prema  dosadasnjim  istraZivanjima
imunomodulacijski se udinci gljiva
mogu ponajprije pripisati polisahardnim
molekulama (-glukana i a-manana,
a manje drugim polisaharidima i
lektinima, premda je utvrdeno da 100
g plemenite pecurke sadrzi samo oko
0,2% p-glukana (Brown i Gordon,
2003., Aida i sur., 2009.). Stoga ne cudi
¢injenica da iscrpak plemenite pecurke
ima jace imunomodulacijsko djelovanje
od djelovanja njegovih  pojedinih
molekularnih sastavnica (Guoisur., 2003.,
Yu i sur, 2009.). Mehanizmi djelovanja
bioaktivnih molekula gljiva donekle su
poznati, a temelje se na vezanju a-manana
za manozu na membrani limfoidnih i
mijeloidnih stanica (Tzianabos, 2000.),
dok se (-D-glukani vezu za receptore
na povrsini makrofaga, neutrofila,
NK-stanica, T-limfocita, dendritickih
stanica, fibroblasta i endotelnih stanica
i mijenjanju njihove imunosne i
metabolicke aktivnosti (Brown i Gordon,
2003., Herre i sur., 2004.). Zanimljiv je i
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mehanizam djelovanja lektina izdvojenog
iz plemenite pecurke (ABL-lektin), koji
se u in vitro uvjetima veZe za specifi¢ne
receptore na membrani misjih T limfocita
i potice aktivnost unutarstanicne protein
tirozin kinaze, enzima koji potom aktivira
CD25" i CD69* rane aktivacijske biljege T
limfocita (Ho i sur., 2004.).

Svi ovi podatci govore u prilog
opravdanosti  vrednovanja  nativnih
pripravaka ili bioaktivnih molekularnih
sastavnica micelija plemenite pecurke (ali
i drugih vrsta gljiva i biljaka koje sadrze
bioaktivne molekule) radi eventualne
primjene kao prirodnih tvari s nutritivnim
i imunomodulacijskim  osobitostima
pri sastavljanju receptura hrane bez
uobicajeno dodavanih APR. Alternativa
tomu je prirodno izbalansirana hranidba
koja se moze optimizirati uporabom
prirodnih dodataka hrani (prebiotika,
probiotika i imunomodulatora) koji
kao nutraceutici mogu u potpunosti
zamijeniti sinteticke dodatke pa i
APR, i zadovoljiti fizioloSke potrebe
zivotinja, nakon provjere u pokusima
u simuliranim uvjetima te u terenskim
(farmskim) pokusima, a bez posljedica
za konzumente i okoli$ (Chang i Buswell,
1996., Barrosisur., 2008., Aidaisur., 2009.,
Gallois i sur., 2009., Valpoti¢, 2009., Wani
i sur, 2010.). Stoga se danas intenzivna
proizvodnja  Zivotinja  namijenjenih
ljudskoj prehrani (napose svinja i peradi)
ne bi smjela odvijati bez nutraceutika i
imunomodulatora dodanih u hrani, koji
osim Sto time postaju sastojci hrane, imaju
ujedno i povoljan utjecaj na zdravlje,
kako u preventivi, tako i u terapiji bolesti.
Predmnijeva se da takve tvari podrijetlom
iz gljiva djeluju u peradi: kompetitivno
(prema Stetnim tvarima i/ili uzro¢nicima
probavnih infekcija), imunomodulacijski
(na stani¢ne i molekularne sastavnice
urodene i steCene crijevne i sustavne
imunosti) te da pospjeSuju probavljivosti
nutrijenata (Klasing, 2007., Barros i sur.,
2008., Wani i sur, 2010.).

Danas, kada je u zemljama ¢lanicama
EU zabranjena neklinicka uporaba APR
u uzgoju farmskih Zivotinja pa tako i u
uzgoju peradi, intenzivno se istrazuju
alternativne tvari za kontrolu i preventivu
gubitaka u intenzivnoj peradarskoj
proizvodnji (Ferket, 2004.). U te tvari
svakako treba ukljuditi pripravke gljiva
koji imaju optimalni imunostimulacijski
ucinak, tako da odrzavaju zdravlje,
da mogu umanjiti i nepovoljne ucinke
stresa i zaStititi perad od infekcija, a
time unaprijediti proizvodne rezultate
i dobrobit zivotinja u intenzivnoj
proizvodnji tovnih pilica (Kidd, 2004.).
Najucinkovitije u toj zastiti, a pri tome
neskodljivi za konzumente i okolis su
nutraceutici - bioaktivne sastavnice hrane
poput pripravaka plemenite pecurke
(iscrpka ili B-glukana), koje ujedno imaju
osobitosti imunomodulatora - tvari
kojima se moZe provesti farmakologijska
manipulacija imunosnim sustavom.

Zahvalnost:

Ovaj je rad sufinanciran iz sredstava
znanstvenog projekta Ministarstva znanosti,
obrazovanja i Sporta Hrvatske (broj: 053-
0532265-2255) i tvrtke Pipo d. o. 0. Cakovec,
Hrvatska.

Sazetak

Danas, kada se mnapusta neklinicka
uporaba antibiotskih poticatelja rasta (APR)
u  peradarskoj  proizvodnji, intenzivno
se traga za alternativnim strategijama za
kontrolu i preventivu gubitaka u tovnih
pilica. Najucinkovitiji u preventivi infekcija u
intenzivnom uzgoju, a pri tome neskodljive za
konzumente i okoli$ su imunomodulatori, tvari
koje pospjesuju funkcije imunosnog sustava
Imunomodulacijske  osobitosti  polisaharida
gljiva, napose {-glukana, pruzaju adekvatnu
alternativu  uporabi APR kao dodatka
krmivima. U ovom radu, u okviru istrazivanja
imunosnog odgovora tovnih pilica na
pripravak plemenite pecurke (Agaricus bisporus)
dodan u koncentracijama od 10 g/kg ili 20 g/kg
u komercijalnu krmnu smjesu, citometrijski je
utvrden imunostimulacijski uc¢inak pripravka
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na udjel CD45" limfoidnih stanica periferne
krvi tovnih pilica. Naime, tovni pili¢i koji
su bili hranjeni s dodatkom istrazivanih
koncentracija pripravka plemenite pecurke
imali su znatno vedi udjel CD45" limfoidnih
stanica (p<0,001) u perifernoj krvi 14., 28. i
38. dana pokusa u usporedbi s kontrolom.
Utvrdeni imunostimulacijski ucinak pripravka
indikativan  je  pokazatelj opravdanosti
umjeSavanja gljiva, a time i njihovih djelatnih
tvari p-glukana, u krmne smjese bez APR
koje ¢e u bliskoj buducénosti biti u uporabi u
intenzivnom uzgoju tovnih pilica.
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Immunomodulatory effects of white button Agaricus bisporus

supplementation in broiler chickens
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of Agriculture, Krizevci

Non-clinical use of antibiotic growth
promoters (AGP) is declining in poultry
production, and there is currently an intensive
search for alternative strategies to control
and prevent losses of broiler chickens.
Immunomodulator substances that stimulate
immune system function, but are harmless
to consumers and the environment, have
proven to be most efficient in the prevention
of infections in intensive production.
Immunomodulatory properties of mushroom
polysaccharides,  particularly  p-glucans,
may provide an adequate alternative to in-
feed AGP. In this paper, we evaluated the
immunomodulatory effect of a preparation
of the white button mushroom (Agaricus
bisporus) mixed in concentrations of 10 g/

kg or 20 g/kg into commercial feed by flow
cytometric analysis of the proportion of CD45+
lymphoid cells in the peripheral blood of
broiler chickens. Namely, broiler chickens fed
with either concentration of the white button
preparation in the diet had a significantly
higher proportion of CD45+ lymphoid cells
(p<0.001) in the peripheral blood at days 14, 28
and 38 of the experiment as compared to the
controls. The obtained immunostimulatory
effect of the preparation may be considered
an indicative parameter for the justification of
supplementation of mushrooms (along with
their bioactive components [-glucans) into
AGP-free diets intended for feeding of broilers
in intensive production in the near future.
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ORIGINALNI ZNANSTVENI RAD

Osnovni elementi krvne slike
kuja u laktaciji pastirskog psa

tornjaka

Bogoljub Novakovi¢, Darko Drobnjak, Dragutin Matarugic i

Milivoje Urosevi¢

Uvod

Krv je tekuce vezivno tkivo koje se
sastoji od krvne plazme i stalnih krvnih
elemenata. Odnos izmedu krvne plazme
i korpuskularnih elemenata naziva se
hematokritska vrijednost. Plazma se
sastoji od oko 90% vode, a ostalih 10%
¢ine organske i anorganske komponente.
U organske spadaju proteini (albumini,
globulini),  glukoza, lipidi, ureja,
hormoni, enzimi, vitamini. U anorganske
komponente spadaju: kalcij, natrij, fosfor,
magnezij, Zeljezo itd. Uloga krvne plazme
je snabdijevanje stanica hranjivim tvarima.
Stalni krvni elementi su uronjeni u plazmu
i to su: eritrociti, leukociti i trombociti.

Kod sisavaca su eritrociti stanice
ovalnog oblika bez jezgre. Nastaju u
procesu eritropoeze iz prekursora koji se
zove eritroblast. Cijeli proces traje 72 do
88 h. Najbitnija uloga eritrocita je prijenos
kisika i ugljicnog dioksida u organizmu.
Prosjecan Zivotni vijek eritrocita je oko
120 dana.

Leukociti ili bijela krvna zrnca su
stanice krvi koje se dijele na dvije grupe:
agranulocite i granulocite. U agranulocite
spadaju limfociti i monociti, a u granulocite
neutrofili, bazofili i eozinofili. Uloga
leukocita je mnogostruka pocevsi od

fagocitoze, sinteze protutijela, ucesca
u imunosnom odgovoru i alergijskim
reakcijama. Zivotni je vijek leukocita
razlicit i varira od nekoliko sati do nekoliko
godina.

Trombociti ili krvne plocice su
korpuskularni elementi krvi dija je
primarna uloga u hemostazi. Pored ove
trombociti imaju ulogu i u stvaranju
tromba, reparaciji ostecenog endotela, a
sudjeluju i u upalnim reakcijama.

U literaturi postoji dosta radova koji
se bave ovom temom. U vecini radova
predmet istrazivanja nisu bile pojedine
pasmine, ve¢ pas kao vrsta uopce, tako da
su ispitivanja radena na kriZancima. Tako
su Hasibovi¢ i sur. (2000.) utvrdili srednje
vrjednosti  hematoloskih ~ parametara
bez obzira na pasminu. Vrijednost je
za leukocite iznosila od 5,68 do 17,48
x 10° stanica/L, eritrocite 5,39 do 7,65 x
10" stanica/L, hematokrit 30 do 56%,
hemoglobin 8,5 do 15,8 g/dL, MCH 12,08
do 27,66 pg, MCHC 23,02 do 32,25%,
MCV od 46,9 do 116,8 fL.

Pasmina pastirskog psa slicna tornjaku
je Sarplaninac. Krvnu sliku Sarplaninca
ispitivali su Bauer i Tadi¢ (1983.). Oni
navode da je prosjecan broj leukocita

Bogoljub NOVAKOVIC, dipl. ing., kinoloski sudac, Banja Luka, BiH; mr. sc. Darko DROBNJAK, dr. med.
vet., Centar za oc¢uvanje autohtonih rasa, Beograd, Srbija; Dragutin MATARUGIC, redoviti profesor, Po-
ljoprivredni Fakultet Univerziteta u Banjoj Luci, BiH; dr. sc. Milivoje UROSEVIC, dr. med. vet., Centar za

oc¢uvanje autohtonih rasa, Beograd, Srbija
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bio 10,4 x 10° stanica/L s intervalom
varijacije od 9,79 do 11,19 x 10? stanica/L,
prosjecan broj eritrocita iznosio je 6,73 x
10" stanica/L s intervalom variranja od
5,85 do 7,75 x 10" stanica/L. Prosjecna je
vrijednost hemoglobina iznosila 16,9 g/
dL s intervalom variranja od 14,6 do 19,4
g/dL.

Na wuzorku od 95 pasa pasmine
hrvatski ovéar Zubéi¢ i sur. (2008.) su
utvrdili da je prosje¢an broj leukocita
14,12 x 10° stanica/L, eritrocita 6,76 x
10" stanica/L, a prosjecna vrijednost
hemoglobina 17,0 g/dL, prosjecna
vrijednost hematokrita 52,10%, MCV 79,5
fL.

Gracner i sur. (2007.) su istrazivali
krvnu sliku istarskog gonica. Prosjecan
broj leukocita iznosio je 13,33x10°
stanica/L, eritrocita 5,54 x 10" stanica/L.
Srednja vrijednost hemoglobina je 15,0 g/
dL, hematokrita 47,40%, MCV 79,0 fL.

Ispituju¢i hematoloske parametre
kod pasa nakon sudjelovanja u agiliti
natjecanju Rovira i sur. (2007.) izmedu
ostalogutvrdilisu da prosje¢navrijednost
za eritrocite iznosi 6,20 x 10'? stanica/L,
leukocite 7,87 x 10° stanica/L. Prosjecna
vrijednost hemoglobina iznosila je 16,1
g/dL s intervalom variranja od 11,9 do
18,4. Srednja vrijednost hematokrita
iznosila je 47,9%.

Materijali i metode

Ovim radom obuhvaceno je 25
kuja pasmine bosansko-hercegovacko-
hrvatskog psa tornjaka. Uzorci krvi
uzimani su tijekom 30-35. dana nakon
Stenjenja. Sve kuje su se nalazile na
teritoriji kinoloskih drustava u Gradisci i
Banja Luci. Krv je vadena u periodu od
ozujka do lipnja 2008. godine.

Krv je za analizu uzimana punkcijom
vene cephalicae antebrachii iglom promjera
0,9 mm. Uzorci su uzimani u EDTA
epruvete i transportirani do laboratorija.
Duzina transporta najduze je iznosila
jedan sat. Analize su obavljene

automatskim analizatorom marke Abacus
junior vet - Diatron, Austrija. Odredene
su srednje, minimalne i maksimalne
vrijednosti sljede¢ih parametara:
leukocita, limfocita, monocita, granulocita,
diferencijalna bijela krvna slika, eritrocita,
srednja vrijednost volumena eritrocita,
srednja  vrijednost hemoglobina u
eritrocitima, srednja vrijednost postotka
hemoglobina u eritrocitu, hematokrit,
hemoglobin, trombociti, srednja vrijednost
volumena trombocita. Sve su kuje vec
imale, najmanje po jedno leglo, u trenutku
uzimanja krvi bile su klini¢ki zdrave kao
i Stenad. Najmlada je Zenka imala 18
mjeseci dok je najstarija stara 8 godina.

Rezultati i rasprava

Analizom uzoraka krvi kuja tornjaka
u laktaciji utvrdeni su hematoloski
parametri cije su vrijednosti prikazane u
tabeli 1.

Dobiveni rezultati ukazuju o relativno
dobrom i stabilnom profilu krvne slike
promatranih kuja u laktaciji bosansko-
hercegovacko-hrvatskog pastirskog psa
tornjaka. Gotovo sve dobivene vrijednosti
nalaze se wu fizioloski dopustenim
granicama. Dobivene vrijednosti za
leukocite odgovaraju fizioloski referentnim
vrijednostima. Maksimalna  vrijednost
limfocita je nesSto visa od fizioloske, Sto
nam ukazuje na povisenu obrambenu
sposobnost organizma u  razdoblju
laktacije. ~ Vrijednosti za monocite i
granulocite su bile u fizioloskim granicama.
Vrijednost eritrocita se kretala u fizioloskim
granicama i sukladna je vrijednostima koje
su dobili Bauer i Tadi¢ (1983.) ispitujuci
krvnu = sliku  Sarplaninca.  Vrijednost
hemoglobina kretala se od 12,6 do 20,3 g/
dL. Nesto veca vrijednost hemoglobina
kod kuja u laktaciji mozZe se objasniti vecom
potrebom za kisikom u razdoblju laktacije.
Minimalna vrijednost za trombocite bila
je ispod fizioloske granice i iznosila je
140 x 10°/L dok je maksimalna vrijednost
bila u fizioloskom opsegu. Vrijednost
hematokrita kretala se od 38,0 do 43,9%.
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Tabela 1. Vrijednosti hematoloskih parametara kuja tornjaka u laktaciji

Srednja
58

1. Eritrociti 10'%/L

2. Leukociti 10%/L 13,0
3. Limfociti 10°/L 55
4. Monociti 107/L 2,1
5, Granulociti 107/ 6,3
6. MCV fL 66,1
7. Hct % 38,0
8. MCH pg 24,0
9. MCHC g/dL 37,8
1. Hgb g/dL 14,2
12. Trombociti 107/L 223,6
13. MPV fL 8.4

MCV - srednja vrijednost volumena eritrocita
Hct - hematokrit

Minimalna | Maksimalna Fizioloske
vrijednost vrijednost vrijednosti
5,0 =85
11,7 14,5 6,0-17.0
3,1 7,3 1,0-48
2,0 2,3 0,2-20
4,6 9.1 3,1 =125
63,4 69,7 60-74
33,4 43,9 37 =55
23,3 25,5 19,5-24,5
36,1 40,2 31-36
12,6 20,3 12-18
140 358 200 - 500
7,7 9,4 50-150

MCH - srednja vrijednost hemoglobina u eritrocitima
MCHC - srednja vrijednost postotka hemoglobina u eritrocitu

Hgb - hemoglobin
MPV - srednja vrijednost volumena trombocita

Tabela 2. Diferencijalna leukocitarna formula kuja u laktaciji pastirskog psa tornjaka

Srednja

Limfociti % 28,1
2. Monociti % 22,8
3. Granulociti % 49,0

Analizom zastupljenosti u postotcima
odredenih populacija leukocita u krvi
dobivene su vrijednosti prikazane u tabeli 2.

Zastupljenost u postotcima limfocita
kretala se od 28,1 do 40,1%. I u ovom
se slucaju primjecuje da je maksimalna
vrijednost limfocita nesto iznad fizioloske
granice. Vrijednost za monocite iznosila
je 22,8% s intervalom variranja od 12,7
do 26,2%, dok je za granulocite srednja
vrijednost iznosila 49,0% s intervalom
variranja od 32,8 do 70,4%.

Zakljucak

Moze se zakljuciti da dobiveni podatci
ne odstupaju znatnije od onih koje
priop¢uju autori proucavajudi vrijednosti

Minimalna WELSINEIRE Fizioloske
vrijednost vrijednost vrijednosti
40,1 12 - 30
12,7 26,2 3-14
32,8 70,4 62 -85

parametara krvne slike na drugim
pasminama pasa i u drugim fizioloskim
stanjima. To ukazuje da su promatrane
vrijednosti prilicno stalne kod pasa kao
vrste i da, vjerojatno, nisu podlozne
znatnijim variranjima u zavisnosti od
pasmine pasa. Ovim istraZivanjem
nije utvrdena povezanost starosti kuja
u laktaciji i zastupljenosti pojedinih
parametara u krvi.

Sazetak

Povrsinu  Balkana  velikim  dijelom
zauzimaju planinski masivi tako da je to
uvjetovalo vjekovno bavljenje stocarstvom,
a to je i bio poticajni uvjet za prisutnost
pastirskih pasa. Od najstarijih vremena na
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prostorima Balkana prisutni su i pastirski psi,
a jedan od njih je bosansko-hercegovacko-
hrvatski pastirski pas tornjak. Kinoloski mlada
pasmina, sluzbeno registrirana 2007. godine,
ali se njegova prisutnost na ovim prostorima
stolje¢ima mjeri.

Pored sluzbenog standarda, koji definira
eksterijerne parametre, da bi se bolje upoznala
neka pasmina nuzno je obaviti i citav niz
istrazivanja  fizioloskih i  biokemijskih
karakteristika kako bi se utvrdili odgovarajuci
parametri i formirale referentne jedinice za
pojedine parametre. Ovo istrazivanje ima za cilj
utvrditi osnovne fizioloske parametre u krvi kuja
tornjaka u laktaciji. Analizom je obuhvaceno 25
kuja tornjaka u laktaciji, pri ¢emu je analizirana
kompletna krvna slika. Utvrdene su minimalne,
maksimalne i srednje vrijednosti za sljedece
parametre: leukocite (13,0x10° stanica/L),
limfocite (5,5x10° stanica/L), monicite (2,1x10°
stanica/L), granulocite (6,3x10° stanica/L),
diferencijalna bijela krvna slika (Lym.-49,0 %;
Mon.-22,8 %; Gra.—28,1%), eritrocite (5,8 x 10"

stanica/L), MCV (66,1 fL), hematokrit (38,0
%), MCH (24,5 pg), MCHC (37,8 g/dL), RDW
(11,2%), hemoglobin (14,2 g/dL), trombociti
(223,6 x 10° stanica/L), MPV (8,4 fL).
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Basic elements of a blood screen of lactating Tornjak

shepherd dogs

Bogoljub Novakovi¢, BSc, Kinology Judge, Banja Luka, BiH; Darko Drobnjak, DVM, MSc, Center
for Preservation of Indigenous Breeds, Beograd, Serbia, Dragutin Matarugi¢, Full Professor,
Faculty of Agriculture, University of Banja Luka, BiH; Milivoje UroSevi¢, DVM, PhD, Center for
Preservation of Indigenous Breeds, Beograd, Serbia, Beograd, Serbia

A considerable part of the Balkan region is
occupied by mountain ranges and for centuries
has been suitable for raising cattle, giving rise
to the need for shepherd dogs. Shepherd dogs
have been used in the Balkans since the earliest
times, one of which is the Bosnia Herzegovina
and Croatian shepherd dog breed, Tornjak.
Kinologically speaking, this is a younger
breed, officially registered only in 2007, despite
its presence in the region over centuries. In
addition to the official standard, which defines
exterior parameters, in order to be more
familiar with some breeds, it is necessary to
perform a range of studies of physiological and
biochemical characteristics to determine the
appropriate parameters that form the reference

units for these parameters. This study aims to
establish the basic physiological parameters
in the blood of lactating Tornjak females.
The analysis involved conducting a complete
blood screen on 25 lactating Tornjak females.
Minimum, maximum and mean values were
determined for the following parameters:
leucocytes (13.0 x 109/L), lymphocytes (5.5 x
109/L), monocytes (2.1 x 109/L), granulocytes
(6.3 x 109/L), and differential leukocyte counts
(Lym. - 49.0%; Mon. - 22.8%; Gra. - 28.1%),
erythrocytes (5.8 x 1012/L), MCV (66, 1 fL),
hematocrit (38.0%), MCH (24.5 pg), MCHC
(37.8 g/dL), RDW (11.2%), haemoglobin (14.2
g/dL), platelets (223.6 x 109/L), MPV (8.4 {L).
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Pokazatelji kakvoce jogurta

tijekom pohrane

Vesna Dobranié, Zeljka Sapina, B. Njari, N. Zdolec i Ivana Filipovi¢

Uvod

Funkcionalnom hranom definirane
su namirnice koje pozitivno djeluju na
zdravlje te fizicko i mentalno stanje
pojedinca. Namirnice s takvom oznakom
pojavile su se na trziStu Japana, a
prihvacene suiu SAD-ui Europi. Najvise
upotrebljavan i  najprepoznatljiviji
oblik funkcionalne hrane je jogurt. To je
koagulirani mlijecni proizvod dobiven
djelovanjem bakterija mlijecne kiseline
Lactobacillus delbrueckeii subs. bulgaricus
i Streptococcus termophilus (Tamime i
Robinson, 1999.). Te vrste pripadaju
skupini termofilnih bakterija mlijecne
kiseline, a optimalna temperatura
za njihovo razmnozavanje je 37 do
45 °C. Navedene bakterije pripadaju
skupini homofermentativnih bakterija
mlijecne kiseline koje ferementiraju
laktozu i tada uglavnom proizvode
mlijecnu kiselinu (90%), malu koli¢inu
ostalih meduprodukata (diacetil,
octenu, masla¢nu propionsku, mravlju
kiselinu) i druge tvari koje utje¢u na
svojstvenu aromu. Upotrebljavaju se kao
monokulture ili najces¢e kao mjesovite
kulture u proizvodnji jogurta i sli¢nih
tipova fermentiranih mlije¢nih napitaka.

Jogurt je fermentirani proizvod koji je
okarakterizirana kontinuiranim padom
pH vrijednosti i povecanjem stupnja
kiselosti prema poznatim reakcijama koje
prate proces zakiseljavanja. Snizavanje pH
vrijednosti tijekom procesa fermentacije
pomocu mlijecno-kiselinskih bakterija
uzrokuje fizikalno-kemijske promjene

koje su posljedica nastanka koaguluma,
odnosno grusanja. Kao najbolji pokazatelj
brzine fermentacije je nastanak i
promjena udjela ukupne mlijecne
kiseline. Snizavanje naknadne kiselosti
odvija se u mlijecnim proizvodima koji
imaju dobar puferski kapacitet proteina,
kao i cinjenica da je puferski kapacitet
kazeina vedi od kapaciteta proteina
sirutke (Tratnik, 1998.).
Puferskikapacitet mlije¢nih proizvoda
je vazna fizikalno-kemijska karakteristika
koja predstavlja sposobnost proizvoda
u smislu da se alkira ili acidira. Kako bi
se utvrdio puferski kapacitet odredenog
uzorka potrebno je poznavati stupanj
kiselosti i pH vrijednost. Puferski je
kapacitet vazan za probavljivost hrane,
jer sto je on veéi i probavljivost je
veca. Tijekom fermentacije dolazi do
povecanja kiselosti, odnosno snizavanja
pH vrijednosti Sto doprinosi boljoj
topljivosti ~ koloidnog  kalcij-fosfata,
a wuslijed djelovanja mlije¢no-kiselih
bakterija dolazi do stvaranja grusa.
Zbog karakteristi¢ne trodimenzionalne
mreZzaste strukture kazeina s
dispergiranim masnim globulama i
otopljenim sastojcima u sirutki, jogurt
je od svih fermentiranih mlije¢nih
proizvoda s reoloskog glediSta najviSe
istrazivani proizvod. Bez obzira o kojem
tipu jogurta je rije¢, odnos konzistencije,
teksture, cvrstoce, svojstva tecenja i
kakvoce jogurta u uskoj su vezi. Izbor
i priprema starter kulture takoder je
jedan od bitnih ¢imbenika u proizvodnji

Dr. sc. Vesna DOBRANIC, dr. med. vet,, docentica, dr. sc. Bela NJARI, dr. med. vet,, redoviti profesor dr. sc. Nevi-
jo ZDOLEC, dr. med. vet., visi asistent-znanstveni novak, dr. sc. Ivana FILIPOVIC, dr. med. vet,, visa asistentica-
znanstvena novakinja, Veterinarski fakultet, Zagreb; dr. sc. Zeljka SAPINA, dr. med. vet,, drZavna inspektorica
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jogurta (Mercenier i sur., 2003.). Od
svih karakteristika kakvoce, mozda
je mnajznacnija kiselost jogurta, zbog
Sirokog raspona variranja u vremenu
¢uvanja i temperaturnog rezima kojima
je proizvedeni jogurt podvrgnut u lancu
distribucije i prodaje, a Cije povecanje
moze imati izrazito negativan utjecaj na
kakvoc¢u (Hamann i Marth, 1984., Bijeljac
isur., 2004.).

Ovim radom Zeljelo se utvrditi utjecaj
stupnja kiselosti na organolepticka svojstva
i odrzivost jogurta tijekom pohrane
u odredenim vremenskim periodima
tijekom preporucenog roka uporabe kao i
izvan tog roka (nakon deset dana). Nadalje,
htjelo se utvrditi povezanost djelovanja
bakterija mlijec¢ne, octene kiseline i ukupne
kiselosti na pokazatelje ukupne kakvoce i
odrzivosti jogurta.

Materijal i metode

Za potrebe istrazivanja uzeli smo
uzorke jogurta sedam proizvodnih jedinica.
Proizvodnja jedne SarZe iznosi petnaest
tona. Pretrazivanje smo obavili tijekom
jedne godine. U svrhu analize iz svake
proizvodne jedinice uzimali smo 35 caSica
jogurta Sto je ukupno bilo 245 uzoraka
jogurta. Analize su obavljene u Zavodu za
javno zdravstvo u Osijeku. Odredivanje pH
vrijednosti, stupanj kiselosti, koli¢ina octene
i mlijecne kiseline te broj bakterija mlijecne
kiseline, a organolepticke ocjene jogurta
tijekom pohrane su radene u laboratoriju
industrijskog objekta. Navedene analize
provodili smo 1., 10., 20., 30., 40., na dan
isteka roka uporabe te 55. dan od dana
proizvodnje. Nasumice uzeti uzorci (n=b)
za analizu iz jedne proizvodne Sarze (n=35)
bili su pohranjeni na odgovarajucem
temperaturnom rezimu u hladnjaku u
laboratoriju proizvodnog objekta kao i u
laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo, a
temperatura cuvanja prema specifikaciji
proizvoda od +4°C do+8°C.

U senzornoj ocjeni tijekom pohrane
jogurta u kontroliranim uvjetima kao
ocjenjiva¢i sudjelovali su djelatnici
laboratorija u industrijskom objektu.

Proizvode su ocijenjivali u unaprijed
odredenim vremenskim periodima u roku
valjanosti i nakon isteka roka valjanosti.
Svaki pokazatelj organoleptickih
svojstava se ocijenivao ocjenom od 1 do 5.
Ogjenjivali smo sljedece parametre: miris,
okus, izgled, konzistencija i boja.

Rezultati

Iz tabele 1 razvidna je prosjecna
vrijednost mlije¢ne kiseline u svih sedam
proizvodnih jedinica tijekom pohrane
od 1. do 55. dana. Najmanja koli¢ina bila
je u sedmoj (0,85%), a najveca u drugoj
proizvodnoj jedinici (0,99%). Prosjecne
vrijednosti za octenu kiselinu kretale su
se od 0,64% do 0,66%, a srednja vrijednost
iznosila je za svih sedam proizvodnih
jedinica 0,66%. Najmanja koli¢ina octene
kiseline bila je u tre¢oj proizvodnoj
jedinici 0,64% dok je najveca koli¢ina bila
u petoj proizvodnoj jedinici 0,67%.

Vrijednosti pH kretala se od 4,24
do 4,31, a srednja vrijednost iznosila
je 4,28. Najve¢i pH bio je u prvoj
proizvodnoj jedinici 4,31, a najmanji u
petoj proizvodnoj jedinici 4,24. Stupanj
kiselosti kretao se od 39,67 °SH do 43,57
°SH, a srednja vrijednost je iznosila 41,63
°SH. Najvisi stupanj kiselosti zabiljezen
je u drugoj proizvodnoj jedinici 43,57
°SH, a najmanji u Sestoj proizvodnoj
jedinici 40,83 °SH. Prosjecne vrijednosti
broja bakterija mlijecne kiseline kretale
su se od 6,96 log cfu/g do 7,45 log cfu/g,
a srednja vrijednost iznosila je 7,29 log
cfu/g. Najveca kolic¢ina zabiljeZena je u
drugoj 7,45 log cfu/g, a najmanja u Sestoj
proizvodnoj jedinici 39,67 log cfu/g.

Statisticki znacajne razlike izmedu
proizvodnih jedinica (P<0,05) zabiljezene
su kod pH vrijednosti, stupnja kiselosti,
koli¢ine mlijecne i octene kiseline dok
se broj bakterija mlijecne kiseline nije
znacajno razlikovao (P>0,05).

U tabeli 2 prikazani su rezultati
senzorskih pretraga jogurta. Prosjecna
ocjena za boju jogurta kretala se od 4,86
(1. proizvodna jedinica) dok je ona u
svim ostalim proizvodnim jedinicama
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Tabela 1. Srednje vrijednosti fizikalno-kemijskih pokazatelja i broja bakterlJa mlijecne kiseline u jogur-
tu u svih sedam proizvodnih jedinica tijekom pohrane (1. do 55. dana)

Mlijecna

vrijednost

kiselina % S L2
Octe
- 0,66 0,66 0,64 0,66 0,67 0,66 0,65 0,66
kiselina %
BT 4,29 43 4,25 4,24 4,27 4,27 4,28
B 25 357 3967 44 4167 4083 4139 41,63
Log cfu/g [IVMA 7,45 7,43 7.33 7,41 6,96 7,22 7,29
o R
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Slika 1. Srednje vrijednosti mlijecne kiseline u jogurtu u svih sedam
proizvodnih jedinica tijekom pohrane (1. do 55. dana)
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Slika 2. Srednje vrijednosti octene kiseline u jogurtu u svih sedam
proizvodnih jedinica tijekom pohrane (1. do 55. dana)
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Slika 3. Srednje vrijednosti pH u jogurtu svih sedam proizvodnih jedi-

nica tijekom pohrane (1. do 55. dana)

iznosila 5. Miris je prosjetno ocijenjen
od 4,86 (4.1 7. proizvodna jedinica) do 5
ostale proizvodne jedinice. Sto se, pak, tice
okusa u svih sedam proizvodnih jedinica
prosjecna ocjena iznosila je 4,86, dok je za
konzistenciju prosjecna ocjena bila 4,86.

Rasprava

Puferski je kapacitet vazan za
probavljivost hrane, jer sto je on vedi i
probavljivostje veca. Tijekom fermentacije
dolazi do povecanja kiselosti, odnosno
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Tabela 2. Srednje vrijednosti senzorske ocjene jogurta u svim proizvodnim jedinicama tijekom pohrane

(1. do 55.dana)

Pokazatelji

Opci izgled 4,86 4,86 4,86
Boja B 4,86 5
5 5 9

4,86 4,86 4,86

Konzistencija 4,86 4,86 4,86

4,86 4,86 4,86 4,86
5 5 5 5
4,86 5 5 4,86
4,86 4,86 4,86 4,86
4,86 4,86 4,86 4,86

aw
SH

B 1 prosrendes pnon
B proarvisdnn jednca
0 3. procrviode pedrca
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W5 pro e e
BE prorvads pdncs
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Slika 4. Srednje vrijednosti stupnja kiselosti u teku¢em jogurtu u svih
sedam proizvodnih jedinica tijekom pohrane (1. do 55. dana)
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Slika 5. Srednje vrijednosti bakterija mlijecne kiseline u jogurtu u svih
sedam proizvodnih jedinica tijekom pohrane (1. do 55. dana)

snizavanja pH vrijednosti $to doprinosi
boljoj topljivosti koloidnog kalcij-fosfata,
a uslijed djelovanja mlijecno-kiselih
bakterija dolazi do stvaranja grusa. U
nasem istrazivanju stupanj kiselosti
kretao se od 39,67 °SH do 43,60 °SH
kroz svih sedam skupina. Nesto niZe
vrijednosti zabiljezene su u drugim
istrazivanjima (Bijelajac i sur., 2004.) u
pretraZenim uzorcima jogurta u kojima
se stupanj kiselosti kretao od 37 °SH do
38,81 °SH. To se moze pripisati kakvodi
mlijeka, udjelu mlijene masti, udjelu
mineralnih tvari, uvjetima prethodne
toplinske obrade mlijeka, vrsti i aktivnosti
mikrobne starter kulture, uvjetima
inokulacije i inkubacije i dr.

U naSem istrazivanju pratili smo
pH vrijednost jogurta od prvog do

pedesetpetog dana tj. deset dana iza roka
trajanja. Prosjecne vrijednosti su se kretale
izmedu pH 427 do pH 4,31 tijekom
55 dana. Sli¢ni rezultati dobiveni su u
drugim istrazivanjima (Zamberlin i sur.,
2007.) u kojima se vrijednost pH jogurta
kretala od pH 4,2 do pH 4,5 tijekom 21
dana pohrane. U drugim istraZivanjima
o odrzivosti jogurta (Sokolinska i sur.,
2004.) tijekom 21 dana od proizvodnje
pH se kretao od 4,22 do 4,11 dok su se
naSe vrijednosti u tom periodu kretale
od pH 4,21 do pH 4,3. Dobiveni rezultati
su tipicni za jogurt ako se u njegovoj
proizvodnji koriste bakterije Lactobacillus
delbrueckii subs. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus u omjeru 1:1. Ako je taj omjer
3:2 pH je nesto nizi i kre¢e se od pH
4,11 do pH 3,97. U proizvodnji jogurta
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koristenog u ovom istrazivanju omjer
bakterija je bio 1:1.

Pad pH vrijednosti tijekom skladistenja
uzoraka u uvjetima hladnjaka posljedica
je mnaknadne aktivnosti uglavnom
bakterije Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Bozani¢, 2002.). Naknadna
kiselost u nasem istrazivanju javljala se
10., odnosno 20. dana od proizvodnje u
svim pretrazenim skupinama. Naknadna
kiselost proizvoda nastaje djelovanjem
kulture, a traje do zavrsne proizvodnje i
sve do potrosnje, a ovisi o pH vrijednosti
nakon vrenja, nac¢inu hladenja proizvoda,
temperaturi i vremenu cuvanja te
aktivnosti kulture. Odrzavanje visokog
stupnja kiselosti i niske pH vrijednosti
je omoguceno zbog dobrog puferskog
kapaciteta proteina mlijeka (posebice
kazeina), a to su optimalni uvjeti za rast
i razvoj fermentacijske kulture kao i za
proizvodnju mlije¢ne kiseline $to su u
svojim istrazivanjima pokazali (Dave i
Shah, 1997., 1998.).

Da bi jogurt imao pozitivan ucinak
na zdravlje ljudi mora imati odreden broj
zivih bakterija u proizvodu (Bottazzi i
sur.,, 1985., IDF, 1988.). Iz toga razloga u
nekim zemljama propisan je odreden broj
bakterija u jogurtu i ostalim fermentiranim
proizvodima za vrijeme roka trajanja.
Preporuka je da jogurt treba sadrzavati
6 log cfu/g bakterija u trenutku prodaje.
Prosjecna  koli¢ina bakterija mlijecne
kiseline u nasem istrazivanju kretala se
od 7,45 log cfu/g do 6,96 log od prvog
dana do 10. dana iza roka uporabe $to je u
suglasju s rezultatima drugih istrazivanja
(Canganellaisur., 1992., Birolloisur., 2000.).
U tim istraZivanjima prosje¢na koli¢ina
bakterija bila je od 7 log do 6,5 log kroz
isti vremenski period. Koli¢ina bakterija
mlijecne kiseline u nekim istrazivanjima
(Maragkoudakisa i sur., 2006.) kretala se
od 8,2 log cfu/g prvog dana do 7,6 log cfu/g
14. dana od proizvodnje.

Vrlo sli¢ne prosjecne vrijednosti dobili
smo u nasem istrazivanju u pogledu
broja bakterija mlijecne kiseline od prvog

do Cetrnaestog dana, a kretale su se od
8,62 log do 7,69 log. Damin i sur. (2007.)
u svom istrazivanju dobili su gotovo
identi¢ne rezultate nasim rezultatima, ali
samo do 35. dana proizvodnje kada su ti
rezultati bili u rasponu od 8,52 log cfu/g
do 6,6 log cfu/g.

Na osnovu rezultata nasih istrazivanja
odrzivosti jogurta tijekom pohrane moze
se slobodno ustvrditi da pokazatelji poput
koli¢ine mlijecne kiseline, octene kiseline,
vrijednosti pH, stupanj kiselosti i broj
bakterija mlije¢ne kiseline mogu posluziti
u ocjeni odrzivosti jogurta. Odrzavanje
visokog stupnja kiselosti i niske pH
vrijednosti jogurta najvjerojatnije je
omoguceno zbog dobrog puferskog
kapaciteta proteina mlijeka (posebice
kazeina). Sve su to, pak optimalni uvjeti
za rast i razvoj fermentacijske kulture i
tvorbu mlijecne i octene kiseline.

Iz rezultata nasih istrazivanja moze
se zakljuciti da su svi pokazatelji u
procesu proizvodnje bili ujednaceni
Sto ukazuje na dobru kontrolu i izbor
tehnologije. Slijedom svega spomenutog
mozemo biti zadovoljni, upotrebljenom
sirovinom, tehnologijom, provedbom
sustava HACCP u proizvodnom objektu
mljekare. Analiza rizika kao pokazatel;
prihvaljivosti proizvoda 10 dana nakon
isteka roka ukazuje da nema opasnosti
po zdravlje potrosaca, dok je utvrdivanje
komercijalne kakvoce jogurta nakon roka
uporabe bududi pravac istrazivanja.

Sazetak

Ovim radom Zeljelo se utvrditi utjecaj
stupnja kiselosti na organolepticka svojstva
i odrzivost jogurta tijekom pohrane u
odredenim vremenskim periodima tijekom
preporucenog roka uporabe kao i izvan tog
roka (nakon deset dana). Nadalje, htjelo
se utvrditi povezanost djelovanja bakterija
mlijecne, octene kiseline i ukupne kiselosti
na pokazatelje ukupne kakvoce i odrzivosti
proizvoda (jogurta).

Pretrazivani su uzorci tekuceg jogurta
s 2,8% mm iz sedam proizvodnih jedinica.
U svrhu analize iz svake poizvodne jedinice
nasumice je uzimano 35 uzoraka jogurta sto
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je ukupno bilo 245 uzoraka. Navedene analize
utvrdivane su prvog dana proizvodnje, zatim
desetog, dvadesetog, tridesetog i cetrdesetog
dan od proizvodnje te na dan isteka roka
uporabe (45. dan). Posljednja analiza obavljena
je deset dana iza roka uporabe odnosno 55.
dan od proizvodnje. Svi pretrazeni uzorci bili
su homogeni, ujednaceni bez grudica, glatke
povrsine i bez izdvojene sirutke, osim kod 1.
Sarze desetog dana isteka roka trajanja gdje
je bila vidljiva izdvojena sirutka. Pretrazeni
uzorci imali su postojanu bijelu boju, miris i
okus specifi¢an kiseo, osvjezavajuc i ugodan, a
konzistenciju kremastu.

Prosje¢na koli¢ina mlijecne kiseline u
svih sedam pretrazenih skupina kretala se od
0,85% do 0,99% od 1. dana do 55. dana nakon
proizvodnje. Koli¢ina octene kiseline bila je
od 0,64% do 0,67% u svih sedam pretrazenih
proizvodnih jedinica. Prosje¢na vrijednost
pH u istrazivanju iznosila je pH 4,24 do
pH 4,31 tijekom 55 dana. Stupanj kiselosti
kretao se od 39,67 °SH do 43,57 °SH kroz
svih sedam proizvodnih jedinica. Koli¢ina
bakterija mlijecne kiseline iznosila je 7,45
log cfu/g do 6,96 log cfu/g od prvog do 45.
dana od proizvodnje i 10. dana nakon roka
proizvodnje (55. dan). Na osnovu rezultata
nasih istrazivanja odrzivosti jogurta tijekom
pohrane moZe se slobodno ustvrditi da
pokazatelji poput kolicine mlijecne kiseline,
octene kiseline, vrijednosti pH, stupanj
kiselosti i broj bakterija mlijecne kiseline
mogu posluziti u ocjeni odrzivosti jogurta.
Odrzavanje visokog stupnja kiselosti i
niske pH vrijednosti jogurta najvjerojatnije
je omoguceno je zbog dobrog puferskog
kapaciteta  proteina  mlijeka  (posebice
kazeina). Sve su to, pak optimalni uvjeti za
rast i razvoj fermentacijske kulture i tvorbu
mlijecne i octene kiseline. Statisticki znacajne
razlike izmedu skupina (P<0,05) zabiljezene
su za pH vrijednost, stupanjkiselosti, kolicinu
mlijecne kiseline i octene kiseline. Statisticka
znacajnost nije zabiljeZena za broj bakterija
mlijecne kiseline izmedu skupina (P>0,05).

Iz rezultata nasih istrazivanja moze se
zakljuciti da su svi pokazatelji u procesu
proizvodnje bili ujednaceni Sto ukazuje na
dobru kontrolu i izbor tehnologije. Slijedom
svega spomenutog mozemo biti zadovoljni,
upotrebljenom  sirovinom, tehnologijom,
provedbom sustava HACCP u proizvodnom
objektu mljekare. Analiza rizika kao pokazatelj
prihvaljivosti proizvoda 10 dana nakon isteka
roka ukazuje da nema opasnosti po zdravlje
potrosaca, dok je utvrdivanje komercijalne
kakvoce jogurta nakon roka uporabe buduci
pravac istrazivanja.
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Quality indicators of yogurt during storage
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The aim of this paper was to determine
the influence of acidity levels on organolep-
tic characteristics and sustainability of yogurt
during storage over certain time periods prior
to the expiration date and after that date (up
to ten days). Furthermore, we wanted to deter-
mine the connection between the effects of bac-
teria on lactic, acetic acid and total acidity to
indicators of general quality and sustainabil-
ity of product (yogurt). The examined samples
were liquid yogurt with 2.8% milk fat, taken
from seven production units (“batches”). For
the purpose of analysis, we randomly took
35 yogurt samples from each batch, which
totalled 245 samples. Yogurt samples were
analyzed on the first day of production, on the
10th, 20th, 30th and 40th day after production
and on the expiration date (45th day). The fi-
nal analysis was performed ten days after the
expiration date, on the 55th day after produc-
tion. All analyzed samples were homogenous,
without lumps, with a smooth surface with-
out extracted whey, except the first batch on
the 10th day after the expiration date, when
extracted whey was visible. Analyzed samples
had solid white colour, smell and taste spe-
cifically acidic, refreshing and pleasant and a
creamy consistency.

The average amount of lactic acid in all
seven analysed groups ranged from 0.86%
to 0.99% from the 1st day until 55th day af-
ter production. The amount of acetic acid was
from 0.64% to 0.67% in all seven researched
production units. The average pH value in
the analysis was pH 4.27 to pH 4.31 during 55
days. The level of acidity was from 39.67 oSH
to 43.57 oSH in all seven batches. In the imple-
mented analysis there was no significant dif-

ference between the acidity levels of analyzed
yogurt samples during storage, while pH
values dropped simultaneously and almost
proportionally to the increase of the level of
acidity. The amount of bacteria of lactic acid
amounted to 7.45 log cfu/g to 6.96 log cfu/g
from the first to 45th day after production and
ten days after expiration date (55th day).

On the basis of results of our research on
the sustainability of yogurt during storage, it
can clearly be determined that indicators such
as the amount of lactic acid, acetic acid, pH
value, acidity level and number of bacteria of
lactic acid can be used in assessing the sustain-
ability of yogurt. Preservation of a high acidity
level and low pH value of yogurt is possible
due to the good buffer capacity of milk pro-
teins (especially casein). All these are optimal
conditions for the growth and development of
fermentation culture and creation of lactic and
acetic acid. Statistically significant discrepan-
cies between the groups (P<0.05) were noted
for pH value, acidity level, the amount of lactic
acid and acetic acid. No statistical significance
was noted for the level of bacteria of lactic acid
between the groups (P>0.05). Subsequently,
it can be concluded that all indicators in the
production process were harmonized, indicat-
ing good control and selection of technology.
Therefore, we can be satisfied with the raw
materials, technology, and implementation of
HACCP system in the production facility of
the dairy factory. Risk analysis as an indica-
tor of acceptability of the product 10 days after
the expiration date indicates that there is no
threat to consumer health, while determining
the commercial quality of yogurt after the ex-
piration date is the future aim of research.
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10000 Zagreb, Savska cesta 143
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Odjel za veterinarsko javno zdravstvo

Laboratorij za mikrobiologiju hrane biljeZi poéetak 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 uzroénicima bolesti koje se prenose hranom u svrhu zaStite zdravlja ljudi.

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

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

Laboratorij za odredivanje rezidua je zaduZen za kontrolu ostataka zabranjenih tvari, veterinarskih lijekova i kontaminanata
u hrani Zivotinjskog podrijetla te hrani za Zivotinje. U svome radu primijenjuje orijentacijske analize te potvrdne metode at-
omske apsorpcijske spektrometrije, tekuzinske 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 leukom
lahitno zelenilo) te vrstu mesa.

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

Laboratorij za mikrobiologiju hrane za Zivotinje od 1976. godine provodi analize ukljueene u probleme Zivotinja
nepravilnom hranidbom, temeljem kojih se radi procjena podobnosti predmetne hrane za Zivotinje. Od 2008. godin:
se provode standardiziranim metodama akreditiranim prema normi 17025. BakterioloSka pretraga hrane za Zivotinje
smjesa, te od saprofitskih bakterija i plijesni koje u povezanom broju mogu naskoditi zdravlju Zivotinja.
Pretraga na prisutnost tkiva toplokrvnih Zivotinja za dokazivanje prisutnosti animalnih proteina podrijetlom od pi
bom mikroskopske pretrage, te pretrage za detekciju mesno-kostanog brasna prezivaga, proizvoda koji potj
te govede DNA u krmivima i krmnim smjesama.

Hematoloske i biokemijske pretrage koje se obavljaju se u svrhu odredivanja metaboliékog statusa zivoti

Laboratorij za analitieku kemiju
Djelatnost Laboratorija za analitieku kemiju zasniva se na provedbi Sirokog spektra kemijskih analiz
itiranih standardnih i internih analitiekih metoda.

Analitika hrane za Zivotinje provodi se odredivanjem osnovnih kemijskih parametara te minel
krmnim smjesama i ostaloj hrani za Zivotinje. Pretrage ukljueuju i odredivanja mikotoksina
Analitika se namirnica Zivotinjskog podrijetla sastoji u ispitivanju pokazatelja kakvi
odredivanje kolieine razlieitih aditiva u gotovim proizvodima.
U Laboratoriju se provode i ispitivanja tvari s anaboliekim uéinkom (stilbeni, pri
agonisti i ostalo) u razlieitom bioloskom materijalu te interpretacija utvrdeni

Laboratorij za analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka
U Laboratorij za analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka ol
znanstveno-struena procjena dokumentacije 0 VMP-ima u s
VMP-a u promet.

Laboratorij je 2009.godine rekonstruiran, op
se od 2007. akreditiranim se met




PREGLEDNI CLANAK

Metabolicki ucinci

somatotropne osi

Natalija Filipovic i Zvonko Stojevi¢

Somatotropna os i somatomedini

Metabolizam je skup kemijskih i
fizikalnih procesa koji sudjeluju u do-
bivanju energije, sintezi i razgradnji
gradevnih i funkcionalnih  tkivnih
sastojaka i odstranjivanju otpadnih
tvari (Genuth, 1996.). Ovi procesi
regulirani su velikim dijelom od strane
endokrinog sustava. Jedan od najvaZnijih
mehanizama regulacije metabolizma
¢ini tzv. somatotropna os koja sudjeluje
u prilagodbi metabolizma razlicitih
tkiva i organa hranidbenom statusu
zivotinje, kao i razli¢itim fizioloskim
procesima. Somatotropnu os sacinja-
vaju hormon rasta (GH, prema engl.
growth hormone), somatomedini, njihovi
receptori i skupina specificnih vezucih
bjelancevina koji prenose ove ¢imbenike
u plazmi (Renaville i sur, 2002.). GH
je jednostruki peptid koji se sastoji od
191 aminokiseline s dva disulfidna
mosta, molekulske mase oko 22 kDa.
Proizvodi se u eozinifilnim stanicama
adenohipofize. Lucenje GH regulirano
je djelovanjem dvaju neuropeptida iz
hipotalamusa: oslobadaju¢eg hormona
hormona rasta (GHRH, prema engl
growth hormone releasing hormone), koji
potice lucenje GH, i somatostatina, koji
koci lucenje GH (Tuggle i Trenkle, 1996.).
GH u plazmi se prenosi u kompleksu s
vezucom bjelancevinom hormona rasta
(GHBP, prema engl. growth hormone
binding protein) (Baumann, 1994.).
GHBP gradom odgovara izvanstanic¢noj
domeni jetrenog tipa receptora za GH
(Baumann, 1994.). Specifi¢ni su receptori
za GH (GHR) izraZeni u najvecoj mjeri
na povrsini stanica jetre, ali i vecine

drugih tkiva (Chung i Etherton, 1986.,
Lee i sur., 1993.). GH u ciljnim stanicama
ima  proliferativne,  inhibitorne i
metabolic¢ke ucinke. Proliferativni ucinci
posredovani su fosforilacijom Janus
kinaze (JAK) i prijenosnicima signala i
aktivatorima transkripcije (STAT, prema
engl. signal transducers and activators
of trancription), koja preko sustava
mitogenima aktiviranih protein-kinaza
(MAPK) uzrokuje stimulaciju ¢imbenika
transkripcije, Sto u konacnici rezultira
linearnim rastom. Inhibitorni u¢inci GH
dijelom su posredovani supresorima
signalnih  puteva citokina (SOCS,
prema engl. suppresors of cytokine
signaling). Izravni metabolicki ucinci
GH posredovani su aktivacijom inzulin
receptor supstrata (IRS) i inozitol-3-
fosfat (PI-3) - kinaza (Mauras i Haymond,
2005.). Neki od ucinaka GH ostvaruju
se izravno, djelovanjem GH na ciljne
stanice, dok su neki uéinci posredovani
poticanjem tvorbe somatomedina ili
inzulinu sliénih ¢imbenika rasta (IGF,
prema engl. insulin-like growth factor) I
i II (D’Ercole i Calikoglu, 2001., Mauras
i Haymond, 2005.). IGF-I i IGF-II su
jednolancani  polipeptidi molekulske
mase oko 7,5 kDa, ¢iji aminokiselinski
slijied je oko 70%  homologan
medusobno te oko 50% homologan s
aminokiselinskim slijedom proinzulina
(Renaville i sur., 2002.). Aminokiselinski
slijed IGF-I visoko je ocuvan medu
vrstama, dok se IGF-II razlikuje medu
vrstama (Jones i Clemmons, 1995.). IGF-I
molekula sadrzi 70 aminokiselinskih
ostataka, a IGF-II 67 aminokiselinskih
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ostataka (Daughaday i Rotwein, 1989.).
Somatomedini se proizvode u jetri pod
djelovanjem GH, nakon cdega ulaze u
cirkulaciju i dospijevaju do ciljnih tkiva
te imaju endokrino djelovanje (McGuire
isur., 1992.a, D’Ercole i Calikoglu, 2001.).
mRNA za IGF-I izolirana je iz mnogih
tkiva, ali u znatno manjoj kolicini nego
u jetri (D’Ercole i sur., 1984. Lund i
sur., 1986., Murphy i sur.,, 1987., Han i
sur., 1988.). Smatra se da IGF-I i IGF-
II pored endokrinih imaju i autokrine/
parakrine uc¢inke (McGuire i sur., 1992.a).
Posredno se djelovanje GH tako ostvaruje
na dva nacdina: povecanjem tvorbe
IGF-I u jetri i posljedi¢nim povedanjem
koncentracije cirkulirajuceg IGF-1, ali i
izravnim poticanjem izrazaja mRNA za
IGF-I u nekim ciljnim tkivima (McGuire
i sur., 1992.a, D’Ercole i Calikoglu, 2001.,
Mauras i Haymond, 2005.) (Slika 1).
Nadalje, IGF-I mehanizmom povratne
sprege koci lucenje GH, djelujudi na razini
hipotalamusa i hipofize (Berelowitz i sur.,
1981., Tannenbaum i sur., 1983., Lamberts
i sur., 1989., Cheetham i sur., 1993., Holt
i sur., 2003., Mauras i Haymond, 2005.).
Utvrdeno je da u kulturi somatotropnih
stanica hipofize, IGF-I izravno koci lucenje
GH, sto je jos naglasenije u stanica koje
prekomjerno izrazavaju rekombinantne
IGF-Ireceptore (Yamasaki i sur., 1991.a, b).

Pokusima na transgeni¢nim miSe-
vima s ciljanom delecijom gena za IGF-I
u jetri dokazano je da oko 66-75% IGF-I

GHRH SOMATOSTATIN

Slika 1. Shematski prikaz somatotropne osi

prisutnog u cirkulaciji potjece iz jetre
(Sjorgen i sur., 1999., Yakar i sur.,, 1999.),
medutim nisu to¢nije poznati drugi izvori
IGF-I u cirkulaciji. Znacajnijim izvorom
plazmatskog IGF-I smatra se masno tkivo,
u kojem je izrazaj IGF-I takoder ovisan o
GH (Louveau i Gondret, 2004.a). 95-99%
IGF se u cirkulaciji prenosi vezano za
IGF - vezuce bjelancevine (IGFBP, prema
engl. insulin-like growth factor binding
protein); (Renaville i sur., 2002., Holt i sur.,
2003.). IGFBP su porodica od Sest peptida s
visokim afinitetom vezanja IGF — IGFBP-1
do IGFBP-6 (Jones i Clemmons, 1995.)
te IGFBP-7 i IGFBP-8, koji imaju niski
afinitet vezanja IGF (Kim i sur., 1997.).
IGFBP se sintetiziraju u vecini tkiva (Jones
i Clemmons, 1995., Louveau i Gondret,
2004.a). Funkcije IGFBP su produZivanje
poluzivota IGF u cirkulaciji, transport IGF
od krvnih zila do tkiva te lokaliziranje
IGF na specifi¢ne stanicne tipove i tkiva
(Mohan i sur., 1996., Holt i sur., 2003.).
IGFBP mogu potencirati ili kociti biolosku
aktivnost IGF (Jones i Clemmons, 1995.,
Mohan i sur, 1996., Cohick, 1998.), a
imaju i uc¢inke neovisne o IGF (Jones i sur.,
1993., Oh i sur., 1993., Louveau i Gondret,
2004.a). Od ukupne koncentracije IGFBP
1-6 u serumu, oko 50% otpada na IGFBP-3
(Mohan i sur., 1996.). Oko 75% IGF u
cirkulaciji odraslih jedinki je vezano u
ternarni kompleks, molekulske mase oko
150 kDa, koji se sastoji od IGF, IGFBP-3 i
podjedinice osjetljive na kiselinu (ALS,

prema engl. acid-labile subunit)

(Mohan i sur, 1996. Renaville i

HIPOTALAMUS sur., 2002.). IGFBP-1, -2, -4 i -6 vezu
ve¢inu preostalih IGF u binarni
HIPOFIZA kompleks mase oko 30-40 kDa,

a IGFBP-5 isto tako moZe vezati
IGF-I i ALS u ternarni kompleks
(Holt i sur, 2003.). Za tvorbu
ternarnog kompleksa IGF-I, IGFBP3
i ALS neophodan je GH, bududi
da se ovi kompleksi ne stvaraju
u hipofizektomiziranih Stakora, a
stvaraju se nakon aplikacije GH
istim Stakorima (Zapf i sur., 1989.).
Medudjelovanja izmedu IGF i
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IGFBP kontrolirana su djelovanjem dvaju
mehanizama:  proteoliticko  cijepanje
djelovanjem specifi¢nih serinskih
proteaza, koje smanjuje afinitet IGFBP za
vezanje IGF te vezanje na izvanstani¢ni
matriks, koje pospjeSuje djelovanje IGF
(Nakae i sur., 2001.).

Regulacija lucenja
somatomedina

GH je kljucni regulator koncentracije
IGF i IGFBP u cirkulaciji (Cohick i
Clemmons, 1993.). Hipofizektomizirani
Stakori ~ imaju  znatno  smanjenu
koncentraciju IGF-I u serumu i IGF-I
mRNA u jetri, Sto se moZe obnoviti
aplikacijom GH (Maiter i sur, 1992.).
Nakon porodaja u dobro hranjenih jedinki,
s normalnom reaktivnos¢u na GH, izrazaj
IGF-I mRNA u jetri i koncentracije IGF-I
u cirkulaciji povezane su s lu¢enjem GH
(Jones i Clemmons, 1995.). Aplikacija GH
povisuje koncentraciju IGF-I u cirkulaciji
(Vicini i sur., 1991., Cohick i sur., 1992.,
Pell i sur, 1993., Sharma i sur., 1994,
Combes i sur., 1997., Smith i sur., 1999.),
Sto je posljedica povecanog izrazaja IGF-1
mRNAujetri (Maiterisur.,, 1992., Renaville
i sur.,, 2002.). GH ima znatno manji utjecaj
na koncentraciju IGF-II u cirkulaciji
(Vicini i sur, 1991, McGuire i sur,
1995.). Apliciran hipofizektomiziranim
zivotinjama, GH povecava izrazaj IGF-1
mRNA u brojnim tkivima: jetri, gusteraci,
tkivui mozgu (Hynes i sur., 1987., Le Roith
i sur., 2001.). Medutim, u nekim tkivima, i
drugi ¢imbenici mogu utjecati na izrazaj
IGF-I mRNA. Tako izrazaj IGF-I poticu
u kostima paratireoidni hormon (PTH) i
estrogeni, u jajnicima folikulostimulirajuci
hormon (FSH), a u maternici isto tako i
estrogeni (Le Roith i sur., 2001.). Tijekom
fetalnog zivota, IGF-I i IGF-II izrazeni
su u vedini tkiva, a njihov izrazaj je
neovisan o GH (Jones i Clemmons, 1995.).
Koncentracija IGF-I u serumu fetusa niza
je od koncentracije IGF-I u serumu tijekom
postnatalnog Zzivota (Jones i Clemmons,
1995.).

Inzulin  potice tvorbu IGF-I u
hepatocitima, posredno — povecavajuci broj
GHR (Scott i Baxter, 1986.), ali i izravno,
povecavajudi stabilnost IGF-I mRNA (Goya
i sur, 2001.). Za regulaciju tvorbe IGF-I
u hepatocitima vazne su koncentracije
inzulina u portalnoj krvi, a ne koncentracije
inzulina u sistemskoj cirkulaciji (Maes i
sur., 1986., Scott i Baxter, 1986., Sonksen i
sur., 1993., Hanaire-Broutin i sur., 1996.).

Udinci glukokortikoida na lucenje
IGF su dvojbeni. Porast razine
IGF-I u cirkulaciji nakon aplikacije
deksametazona, utvrdili su Miell i sur.
(1993., 1994.) u ljudi, Carroll, (2001.) u
novorodene prasadi te Cartmill i sur.
(2003.) u konja. Nasuprot tome, Maciel
i sur. (2001.) utvrdili su da aplikacija
deksametazona smanjuje koncentraciju
IGF-I u plazmi krava, a Beauloye i sur.
(1999.) utvrdili su da aplikacija visokih
doza deksametazona Stakorima koci
izrazaj IGF-I mRNA u jetrenim stanicama
potaknut s GH, kao posljedica smanjenog
izrazaja GHR mRNA. Nadalje, Miura i
sur. (1992.) nisu utvrdili utjecaj aplikacije
deksametazona na izrazaj IGF-I mRNA
u primarnoj kulturi hepatocita Stakora.
Porast razine IGF-I u cirkulaciji, koji je
izazvan aplikacijom deksametazona, neki
autori objasnjavaju prethodnim porastom
koncentracije inzulina i glukoze (Bereket
i sur., 1999., Thrailkill, 2000., Cartmill
i sur., 2003.). Drugi autori ovaj porast
pripisuju smanjenom klirensu IGF-I,
zbog istodobnog porasta razine IGFBP3,
koji u plazmi produzuje poluvijek IGF-1.

Receptori somatomedina

Dva su tipa receptora za IGF-I i
IGF-II: tip I IGF-receptora (IGFR1) i
tip II IGF receptora (IGFR2). IGFR1
ima heterotetramernu strukturu
homolognu receptorima za inzulin i
visoki afinitet za IGF-I. IGFR1 veze
IGF-II s 2-15 puta manjim afinitetom
od vezanja IGF-I i inzulin, s 100-1000
puta manjim afinitetom nego IGF-L.
IGFR2 je monomerni receptor jednak
manoza-6-fosfat receptorima neovisnim
o kationima, za koje je poznato da su
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ukljuceniutransportlizosomalnih enzima
(Jones i Clemmons, 1995. Louveau i
Gondret, 2004.a). IGFR2 imaju oko 500
puta slabiji afinitet za vezanje IGF-I i
uopce ne vezu inzulin. Smatra se da je
uloga IGFR2 posredovanje internalizaciji
i razgradnji IGF-II te nisu poznate druge
bioloske uloge ovih receptora koje bi
bile posredovane vezanjem IGF (Jones
i Clemmons, 1995., Nakae i sur., 2001.).
Vecina bioloskih uloga IGF-I i IGF-II
posredovana je vezanjem na IGFRI.
Receptori za inzulin takoder mogu
vezati IGF, ali s niskim afinitetom pa
visoke razine IGF u cirkulaciji mogu
ostvarivati bioloske ucinke i vezanjem
na ove receptore (Jones i Clemmons,
1995.). Unutarstani¢ni prijenos signala
IGFR1, sli¢no kao i inzulinskih receptora,
ukljuc¢uje  autofosforilaciju receptora,
fosforilaciju tirozinskih mjesta IRS-1, koji
aktivira paralelno PI-3 puteve i aktivaciju
sustava MAPK (Jones i Clemmons, 1995.,
Di Cola i sur., 1997.).

Metabolic¢ki uéinci
somatomedina

Ucinci na metabolizam bjelancevina
IGF-I djeluje anabolicki na metabolizam
bjelancevina, slicno ucincima GH. Smatra
se da IGF-I posreduje djelovanju GH
na metabolizam bjelancevina (Mauras i
Haymond, 2005.). Aplikacija niskih doza
IGF-I zdravim ljudima potice sintezu
bjelancevina, a ne utjeCe na razgradnju
bjelancevina (Mauras i Beaufrere, 1995.),
dok visoke doze IGF-I koce razgradnju
bjelancevina, slicno wucincima inzulina
(Turkalj i sur.,, 1992.). Apliciran miSevima
i ljudima s nedostatkom GH, IGF-I
povecava sintezu bjelancevina, a ovi
udinci su usporedivi s ucincima aplikacije
GH (Pell i Bates, 1992., Hussain i sur.,
1994.). Anabolicki ucinci ocituju se ako
je IGF-I apliciran ljudima u energetski
uravnoteZenim uvjetima, kao i u uvjetima
energetske pothranjenosti (Clemmons i
sur, 1992, Kupfer i sur, 1993, Mauras,
1995.). Apliciran tijekom dijabetesa tipa I,
IGF-1 smanjuje razgradnju bjelancevina

(Carroll i sur, 2000.). Aplikacija GH i
IGF-I umanjuje katabolicke ucinke terapije
glukokortikoidima na bjelancevine, ali
GH doprinosi rezistenciji na inzulin
i hiperinzulinemiji, koju izazivaju i
glukokortikoidi (Horber i sur, 1991,
Tomas i sur., 1992.), dok IGF-I povecava
osjetljivost na inzulin i smanjuje njegovo
lucenje (Mauras i Beaufrere, 1995.).
Tijekom restrikcije bjelancevina u obrocima,
razvija se rezistencija na aktivnost IGF-I u
poticanju rasta te se smatra da je koli¢ina
bjelancevina u  obrocima  limitirajuci
¢imbenik anabolickog djelovanja IGF-I na
metabolizam bjelancevina (Thissen i sur.,
1991.).

Ucinci na metabolizam masti

Djelovanja IGF-I na metabolizam
masti nisu u potpunosti razjasnjena,
ali se smatra da ne posreduje ucincima
GH na metabolizam masti (Mauras i
Haymond, 2005.). Da podsjetimo, GH
povecava osjetljivost masnih stanica
na katekolamine, povecavaju¢i broj f3
adrenergi¢nih receptora (Beauville i
sur., 1992., Marcus i sur., 1994, Yang
i sur, 1996.); smanjuje koncentraciju
LDL-kolesterola i ukupnog kolesterola,
povecanjem broja receptora za LDL
na jetrenim stanicama (Rudling i sur,
1992.),  postranskripcijski ~ smanjuje
aktivnost lipoproteinske lipaze (LPL)
na masnim stanicama, time smanjujuci
ulazak slobodnih masnih kiselina (SMK)
u masne stanice, povecava aktivnost
LPL na skeletnim miSi¢nim stanicama,
povecavajudi tako ulazak SMK u misi¢ne
stanice i njihovu oksidaciju (Oscarsson
i sur, 1999, Wang i sur, 1999.);
smanjuje  osjetljivost ~ abdominalnih
i subskapularnih masnih stanica na
antilipoliticko ~ djelovanje  inzulina
(Rosenbaum i sur., 1989., Wang i sur.,
1999.) te se suprotstavlja stimulatornom
djelovanju inzulina na izrazaj gena
sintaze masnih kiselina (FAS, prema engl.
fatty acid syntnase) (Louveau i Gondret,
2004.b).

O postojanju IGFIR na diferenciranim
adipocitima se jo$ uvijek raspravlja. Neka
istrazivanja idu u prilog postojanja IGF1IR
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na adipocitima (Kern i sur., 1989., Sinha i
sur., 1989., Louveau i Gondret, 2004.a), dok
ga neki istrazivaci nisu uspjeli dokazati
(DiGirolamo i sur., 1986., Bolinder i sur.,
1987., Richardson i sur, 1994.). Smatra
se da je IGFIR izrazen u vecoj mjeri u
stanicama pretecama adipocita te da IGF-I
u masnom tkivu prije svega potice klonsku
proliferaciju  preadipocita, a zajednicki
s GH djeluje na diferencijaciju adipocita
(Bliiher i sur., 2005.). Unatoc¢ nesuglasju o
postojanju IGFIR na masnim stanicama,
pokusima in vivo i in vitro utvrdeni su
udinci IGF-Iu masnom tkivu. Tako su Kern
i sur. (1989.) utvrdili da IGF-I povecava
aktivnost LPL u izoliranim adipocitima
ljudi, a Hussain i sur. (1993.) utvrdili su da
IGF-I stimulira oksidaciju lipida u ljudi.
Medutim, Jacob i sur. (1989.) i Mauras i
sur. (1992.) nisu uspjeli utvrditi promjene
koncentracija SMK u cirkulaciji Stakora i
ljudi nakon aplikacije IGF-I.

Uc¢inci na metabolizam ugljikohidrata

Uc¢inci IGF-I na metabolizam glukoze
razlikuju se od ucinka GH. GH potice
glukoneogenezu i glikogenolizu u jetri te
smanjuje utilizaciju glukoze u perifernim
tkivima, koce¢i glikogenezu (na razini
glikogenske sintaze) i glikolizu (Holt i
sur., 2003.). Povecanjem opsega lipolitickih
procesa GH posredno, djelovanjem
SMK, povecava otpustanje glukoze iz
jetre te smanjuje perifernu oksidaciju
glukoze (Holt i sur., 2003.). Kod kronicne
aplikacije, GH izaziva neosjetljivost na
inzulin i posljedicnu kompenzatornu
hiperinzulinemiju (Saenger i sur., 1998,
Smith i sur, 1999. Mauras i sur.,, 2000.)
te smanjenu oksidaciju i povecanu
proizvodnju glukoze, koje su vijerojatno
sekundarne pojave neosjetljivosti na inzulin
(Mauras i sur, 2000.). U transgeni¢nih
miSeva koji prekomjerno izrazavaju
gen za GH utvrdeni su hiperglikemija,
hiperinzulinemija, rezistencija na inzulin,
za 50% smanjeni broj receptora za inzulin,
iako njihova aktivnost i afinitet nisu bili
smanjeni (Holt i sur, 2003.). Nasuprot
djelovanju GH, ucinci IGF-I slicni su
ucincima inzulina. U skeletnim miSi¢nim
stanicama Stakora in vitro, IGF-I je poticao

ulazak glukoze u stanice, sintezu glikogena
i glikolizu na razini 6-fosfofruktokinaze,
ali za razliku od inzulina, nije poticao
razgradnju  glukoze  (Dimitriadis i
sur, 1992.). Aplikacija IGF-I uzrokuje
hipoglikemiju, iako djeluje supresivno na
lucenje inzulina te je istodobno smanjena
razina inzulina u plazmi (Boulware i sur,
1992., Turkalj i sur., 1992., Zenobi i sur.,
1992.). Apliciran intravenozno Stakorima,
IGF-I povecavao je ulazak glukoze u
perifernatkiva, glikolizuisintezu glikogena,
s posljedi¢cnom hipoglikemijom (Jacob i
sur., 1989., Rossetti i sur., 1991.), IGF-I koci
otpustanje glukoze iz jetre, smanjuje opseg
glukoneogeneze ujetri i povecava perifernu
utilizaciju glukoze (Cheetham i sur., 1993.,
Boulware i sur, 1994.). U¢inak IGF-I na
izazivanje hipoglikemije posredovan je
djelomi¢no vezanjem na receptore za
inzulin (Mauras i Haymond, 2005.), ali i
djelovanjem na vlastite receptore, Sto je
dokazano na miSevima s nedostatkom
gena za inzulinske receptore (Di Cola i
sur., 1997.). Analogna djelovanja posljedica
su preklapanja unutarstanicnih prijenosa
signala IGFR1 i inzulinskih receptora
(Jones i Clemmons, 1995., Di Cola i sur.,
1997.). Sinha i sur. (1989.) utvrdili su daina
membrani adipocita IGF-I potice transport
glukoze vezanjem na receptore za inzulin.
Osim izravnih ucinaka na metabolizam
glukoze, IGF-I omogucuje normalnu
aktivnost inzulina u skeletnim misi¢nim
stanicama, budud¢i da je neophodan za
autofosforilaciju inzulinskih receptora i IRS
(Yakar i sur., 2001.). Stoga IGF-I povecava
osjetljivost stanica na inzulin (Boulware i
sur., 1994., Le Roith i sur., 2001., Holt i sur.,
2003., Mauras i Haymond, 2005.), ¢emu
moze doprinjjeti i smanjenje razine GH
nakon aplikacije IGF-I (Holt i sur.,, 2003.).
Delecija gena za IGF-I, osim smanjenim
rastom, rezultirala je u miSeva rezistencijom
na inzulin i hiperinzulinemijom, dok je
nadomjesna aplikacija IGF-Iu ovom slucaju
vodila normalizaciji osjetljivosti na inzulin
i snizavanju razine inzulina u cirkulaciji
(Woods i sur., 1996., 2000.). Aplikacija IGF-I
smanjuje i razinu glukagona u cirkulaciji
(Boulware i sur., 1992., Kerr i sur., 1993.).
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Utjecaj energetskoga

statusa na somatotropnu os

Na koncentracije IGF-I i IGFBP
u cirkulaciji u velikoj mijeri utjece
nutritivni status Zivotinje (Vicini i sur.,
1991., McGuire i sur., 1992.a, b, 1995,
Cohick, 1998., Breier, 1999.). Smanjeni
obrok tijekom 2 dana u krava u laktaciji
smanjuje koncentraciju IGF-I u serumu
(McGuire i sur.,, 1995.). Medu brojnim
ulogama IGF-I takoder posreduje utjecaju
energetskog statusa jedinke na njezinu
reproduktivhu  sposobnost te porast
njegove koncentracije u plazmi prati
nastup ciklicne aktivnosti jajnika nakon
porodaja (Cohick, 1998., Heidler i sur.,
2003., Samardzija i sur., 2006., Djuricic
i sur, 2011.) Smanjena koncentracija
IGF-I u ranoj laktaciji kod mlije¢nih
krava mogla bi biti posljedica negativne
energetske ravnoteze (Vicini i sur., 1991.,
McGuire i sur., 1992.b, 1995., Renaville
i sur, 2002.), medutim, restrikcijom
unosa energije i bjelancevina u sredini
laktacije, kojom je postignuta negativna
energetska ravnoteza analogna onoj u
pocetku laktacije, nije se uspjelo utjecati
na bazalne koncentracije IGF-I. Unatoc
tome, smanjeni unos energije ifili
bjelancevina u sredini laktacije kod krava
rezultirao je umanjenim odgovorom
IGF-I na aplikaciju GH (McGuire i sur.,
1992.b). Odgovor IGF-I na aplikaciju
GH kod krava je jaci tijekom suhostaja,
kada su krave u pozitivnoj hranidbenoj
ravnotezi nego tijekom rane laktacije.
Medutim, odgovor u kasnoj laktaciji
osrednji je i ukazuje da koncentracija
IGF-I u cirkulaciji nije ovisna iskljucivo
o energetskoj ravnotezi, ve¢ i o tome
je li zivotinja u laktaciji ili nije (Vicini
i sur., 1991., McGuire i sur., 1992.a). U
suglasju s navedenim, u kobila je utvrden
pad koncentracije IGF-I u cirkulaciji
na vrhuncu laktacije, Sto se dovodi u
vezu s nastupom negativne energetske
ravnoteZe, do kojeg u kobila dolazi oko
porodaja (Filipovi¢, 2008., Filipovic i sur.,
2010.). Nesto kasniji pad koncentracije
IGF-Itijekom laktacije u kobila, objasnjava

se dugim poluvjekom IGF-I u cirkulaciji
(Heidler i sur., 2003., Filipovi¢, 2008.).
Tijekom hranidbene restrikcije dolazi do
rasprezanja somatotropne osi, pri ¢emu su
koncentracije GH u cirkulaciji povisene,
dok su koncentracije IGF-I sniZzene
(Vicini i sur., 1991., McGuire i sur., 1995.).
Tako je u pokusu Yelich i sur. (1996.)
restrikcija unosa hrane u tovnih junica
rezultirala smanjenom koncentracijom
IGF-I i poviSenom koncentracijom
GH u serumu. Najvjerojatniji uzrok je
smanjeno vezanje GH na membrane
hepatocita, odnosno smanjenje broja
GHR na jetrenim stanicama (Breier,
1999., Renaville i sur., 2002.). U prasadi
hranjene obrocima s ogranicenim
unosom energije, utvrden je manji izraZaj
GHR mRNA u jetri, a vedi izrazaj GHR
hranjenom obrocima s viS§im sadrZajem
energije, Sto je bilo u visokom stupnju
povezano s koncentracijom IGF-I u
plazmi, kao i dinamikom rasta zivotinja
(Dauncey i sur., 1994.). Restrikcija unosa
bjelancevina i/ili energije rezultira
smanjenjem koncentracije IGF-I u bikova
u tovu (Hornick i sur., 1998., Renaville
i sur., 2000.) i konja (Christensen i sur.,
1997.). Nasuprot navedenome, Grant i
sur. (1991.) nisu utvrdili znacajne razlike
u koncentraciji IGF-I u serumu svinja
hranjenih obrocima s visokim i niskim
sadrzajem bjelancevina. U ovaca su
vedi energetski unos, veéi unos proteina
obrokom i aplikacija GH povecavali
izrazaj ukupne IGF-I mRNA u jetri,
kao i koncentracije IGF-I u plazmi, ali
nisu utjecali na izrazaj ukupne IGF-I

Nije utvrden utjecaj gladovanja na opseg
klirensa i duzinu poluzivota IGF-I niti
na distribuciju oznacenog IGF-I medu
frakcijama IGFBP u ovaca (Hodgkinson
i sur, 1987.). Nasuprot ucincima na
koncentraciju IGF-I, smanjenje unosa
energije ili bjelancevina obrokom ne
utjece na koncentracije IGF-II u cirkulaciji
krava (Vicini i sur., 1991., McGuire i sur.,
1992.b). Rasprezanje somatotropne osi
tijekom razdoblja negativne energetske
ravnoteze, pri cemu je koncentracija GHu
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Slika 2. Rasprezanje somatotropne osi. (1) U povoljnim
energetskim uvjetima GH veZe se na receptore na je-
trenim stanicama (GHR) i potiCe sintezu IGF-I, koji se
lu¢e u krvotok te u tkivima posreduju anabolickim
ucincima GH na metabolizam bjelancevina. IGF-I meha-
nizmom negativne povratne sprege regulira lucenje GH.
(2) U pothranjenih Zivotinja smanjuje se broj receptora
za GH na jetrenim stanicama pa GH ne moze potaknuti
sintezu IGF-| te izostaju anabolicki ucinci na metabo-
lizam bjelancevina. lzostanak povratne sprege IGF-I -
GH rezultira pojacanim lucenjem GH pa su naglaseni
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plazmi visoka, ali ne moZe potaknuti
povecanu tvorbu IGF-1 u jetri, vazan je
mehanizam kojim se koce anabolicki
u¢inci GH u pothranjenih Zivotinja,
pri ¢emu dolaze do izrazaja njegovi
katabolicki ucinci na metabolizam masti
(Renaville i sur., 2002.) (Slika 2).

Zakljucci

Somatotropna os je slozeni, usko
reguliran sustav ¢imbenika koji, izme-
du ostalih ucinaka, sudjeluje u znatnoj
mjeri u regulaciji metabolizma. Ucinci
hormona rasta na metabolizam dobro
su prouceni, dok ucinci somatomedina
nisu jo$ u potpunosti razjasnjeni. Ucinci
IGF-I tako posreduju djelovanju hormona
rasta na metabolizam bjelancevina, ali ne
i na metabolizam glukoze i masti. U¢inci
IGF-I na metabolizam glukoze prilicno su
dobro istrazeni i ostvaruju se vezanjem
na vlastite receptore te vezanjem i
djelovanjem na receptore za inzulin.
Postojanje receptora za IGF u masnim
stanicama, kao i ucinci na metabolizam
masti dvojbeni su i jos uvijek nedovoljno
razjasnjeni. Medutim, djelovanje

njegovi katabolicki u¢inci na metabolizam masti.

somatotropne osi pod utjecajem je
hranidbenog statusa Zivotinje, pri ¢emu u
pothranjenih Zivotinja dolazi do njezina
rasprezanja s porastom koncentracije
hormona rasta u plazmi, ali on ne moze
potaknuti povecanu tvorbu IGF-I u jetri
pa su zakoceni anabolicki ucinci na
metabolizam bjelancevina, a do izrazaja
dolaze kataboli¢ki ucinci hormona rasta
na metabolizam masti.

Rad je financiran od strane Ministarstva
znanosti, obrazovanjaisporta Republike Hrvatske,
sredstvima znanstvenog projekta ,Metabolizam
minerala u domacih Zivotinja u uvjetima visoke
proizvodnje i stresa” (053-1080229-2104).

Sazetak

Jedan od najvaznijih mehanizama regulacije
metabolizma ¢ini tzv. somatotropna os, koja
sudjeluje u prilagodbi metabolizma razlicitih
tkiva i organa hranidbenom statusu Zzivotinje,
kao i razlicitim fizioloskim procesima.
Somatotropnu os sacinjavaju hormon rasta,
somatomedini, njihovi receptori te skupina
specificnih  vezucih bjelancevina koji ove
¢imbenike prenose u plazmi. U radu su opisani
¢imbenici koji sacinjavaju somatotropnu os,
mehanizminjithova djelovanja, regulacija lucenja,
utjecaj na metabolizam bjelancevina, masti i
ugljikohidrata te utjecaj hranidbenog statusa
na somatotropnu os, s posebnim naglaskom na
djelovanje inzulinu slicnog ¢imbenika rasta I.
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The Metabolic Effects of the Somatotropic Axis
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One of the most important factors of
metabolism regulation is somatotropic axis,
which participate in adaptation of metabolism
in different tissues and organs to nutritive
status of animal and different physiological
processes. The somatotropic axis contains
the growth hormone, somatomedins, their
receptors and the group of specific proteins

which transport these factors in blood plasma.
The paper presents the factors that constitute
the somatotropic axis, mechanisms of their
action, regulation of secretion, influence
on protein metabolism, fat metabolism,
carbohydrate metabolism, influence of
nutritive status on somatotropic axis, with
special accent on insulin-like growth factor L.
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STRUCNA RASPRAVA

Osteotomije proksimalne goljenice
u lijecenju puknuca prednjeg

kriznog ligamenta u pasa

Marko Stejskal, Petar Kostesi¢ i Mara Daranji

Uvod

Puknuce prednjeg kriznog ligamenta
jedna je od najces¢ih ortopedskih bolesti
i glavni uzrok hromosti straznje noge u
pasa (Paatsama, 1952., Piermattei i Flo,
1997.). Puknuce ligamenta moZe biti
prouzroceno traumom, no cesce je rijec
o progresivhom, patoloskom slabljenju
tkiva (Hayashi i sur., 2004.).

Degenerativne promjene izazvane su
uzastopnim mikrotraumama, upalom,
imunoloskim reakcijama i pojacanim na-
prezanjem zbog nestabilnosti koljenskog
zgloba. Tezina promjena u izravnoj je vezi
s veli¢inom psa (Piermattei i Flo, 1997.).
U najveem broju slucajeva lijecenje
je operacijsko. Cilj lijeCenja puknuca
prednjeg kriznog ligamenta je osigurati
stabilnost zgloba i dobru dugoroénu
funkciju ozlijedene noge.

Arnoczky i Marshall prikazali su
uz pomo¢ modela kako prednji krizni
ligament pridonosi pasivnom sprjecavanju
kranijalnog smaka goljenice u odnosu
na bedrenu kost, prekomjerne unutarnje
rotacije  goljenice i  hiperekstenzije
koljena (Arnoczky i Marshall, 1977.).
Tradicionalnim kirurskim tehnikama na-
stoji se osigurati stabilnost zgloba uz pomo¢
autogenih, alogenih ili sintetickih struktura
koje se ugraduju u koljeno ili oko njega
(unutarzglobne i izvanzglobne tehnike)

imitirajudi krizni ligament te tako pasivno
stabiliziraju koljeno. Iako se Zivotinja nakon
operacije dobro sluzi nogom, dugoroc¢na
stabilnost zgloba je neizvjesna, a rezultati
ne pokazuju dosljednost.

Tradicionalni model koljena krizne
ligamente smatra jedinim strukturama
koje sprjecavaju kranijalni ili kaudalni
smak goljenice u odnosu na kondile
bedrene kosti (Arnoczky i Marshall,
1977.).  Razvojem  biomehanike i
kirurskih tehnika dolazi se do ideje
da se promjenom geometrije koljena
moze posti¢i dinamic¢ka stabilnost
koljena, stabilnost u fazi opterecenja,
neutraliziranjem sila koje uzrokuju
kranijalni smak goljenice. Na taj nacin
nastaje aktivni model koljena koji
prilikom oslanjanja uzima u obzir misi¢ne
sile i opterecenje (Slocum i Slocum, 1993.).
U koraku se goljenica pomice kranijalno
ravnotezom sila oko srediSta njegova
kretanja. Sagibaci (m. biceps femoris, m.
semimembranosus) i ekstenzorni aparat
(m. quadriceps) su u ravnotezi. Tlacne
sile opterecenja su paralelne s osi
goljenice i mogu se razluciti na kranijalnu
komponentu — kranijalni smak goljenice
- i na unutarzglobnu tla¢nu silu (Slocum
i Devine, 1983.). Kranijalni smak goljeni-
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ce prilikom opterecenja sprjecavaju sa-
gibaci, prednji krizni ligament i kaudalni
rog medijalnog meniskusa. U sediranog
pacijenta jedino ligamenti (pasivne
strukture) sprjecavaju efekt prednje
ladice, no to nije tako i u budnog pacijenta.
Izbor izmedu tradicionalnog, pasivnog
modela i aktivnog modela izbor je iz-
medu dvije razli¢ite koncepcije lijecenja
puknuca prednjeg kriznog ligamenta. U
prvom slucaju rije¢ je o suprotstavljanju
postoje¢oj  sili  kranijalnog  smaka
goljenice, dok se operacijskim tehnikama
utemeljenima na aktivnom modelu
koljena promjenom geometrije zgloba ta
sila nastoji ukloniti.

Novije biomehanicke teorije tvrde da
goljenica nije aksijalno opterecena (kako
je tvrdio Slocum), ve¢ da je rezultantna
zglobna sila in vivo usmjerena paralelno s
ligamentom patele (Tepi¢isur., 2002.). Sila
kranijalnog smaka goljenice, prema tom
modelu, ovisi o kutu izmedu goljeni¢nog
platoa i ligamenta patele. Ako ligament
patele sa zajednickom tangentom na
tocku tibijo-femoralnog kontakta zatvara
pravi kut, smaka goljenice nema, a time
ni opterecenja kriznih ligamenata. Taj
se kut naziva prijelomnom tockom, a
postize se pri fleksiji koljena od 110°
(Montavon i Tepi¢, 2006.). U slucaju
puknuéa prednjeg kriznog ligamenta,
koljeno se moZe udvrstiti pomicanjem
prijelomne tocke u polozaj kao pri punoj
ekstenziji. To se moZe posti¢i promjenom
nagiba goljeni¢nog platoa (TPLO) ili
pomicanjem ligamenta patele (TTA).

Istrazivanja su biomehanike koljena
psa imala snazan utjecaj na lijecenje
puknuca prednjeg kriznog ligamenta. Iz
tog proizaslim operacijskim tehnikama
mijenja se osnovna geometrija koljena
s ciliem dinamicke stabilnosti zgloba
neutraliziranjem sile tibijofemoralnog
smaka, koja se smatra uzrokom
preopterecenja prednjeg kriznog
ligamenta te  konacno  njegovog
pucanja. Metodama koje ukljucuju

osteotomiju  proksimalne  goljenice
postize se funkcionalna stabilnost ko-
liena u fazi opterecenja bez prisutnog
prednjeg kriznog ligamenta sa skupnom
uspjesnos¢u veéom od 75% (Kim i sur.,
2008.).

TPLO

Poravnavanje platoa goljenice
osteotomijom (TPLO, Tibial Plateau
Leveling Osteotomy) tehnika je koja ima cilj
osigurati stabilnost koljena kod opterecenja
pomocu smanjenja kosine platoa goljeni-
ce, Sto pojacava ucinak aktivnih sila flek-
sora. Slocum 1993. godine predlaze po-
lukruznu osteotomiju proksimalnog dijela
goljenice (Slocum i Slocum, 1993.), nakon
koje se proksimalni segment rotira omo-
gucavajudi precizno podeSavanje kosine
platoa goljenice i ucvrséivanje specijalnom
TPLO plo¢om (Slika 1). Na temelju
polumjera osteotomije i kuta nakrivljeno-
sti platoa goljenice (kut koji zatvara plato
goljenice s okomicom na poduznu os tibije,
TPA, Tibial Plateau Angle) prije operacije,
izratuna se tocan pomak segmenta radi
postizanja poslijeoperacijskog kuta od 5°.
In vitro istraZzivanja pokazala su kako i kut
od 6,5° neutralizira prednji goljeni¢ni smak
(Warzee i sur., 2001., Reif i sur,, 2002.). U
klini¢kim istrazivanjima nije bilo statisticki
znacajne povezanosti izmedu TPA i sile
reakcije podloge nakon TPLO-a, gdje je
poslijeoperacijski kut iznosio izmedu 0
i 14° (Robinson i sur.,, 2006.). Optimalni
TPA moze varirati izmedu pasmina, ali
i pojedinih pasa unutar pasmine. Ova se
operacijska tehnika pokazala narocito
djelotvornom kod velikih i divovskih
pasmina (Conzemius i sur., 2005.).

Za usporedbu, sila oslanjanja 2 i 6
mjeseci nakon lateralnog Sava znatno
je slabija u usporedbi s rezultatima za
TPLO (Conzemius i sur., 2005.). Vazno
je spomenuti da TPLO, iako uklanja ne-
stabilnost koljena u fazi opterecenja
i moze zastititi medijalni meniskus,
ne moze odrzati normalnu povrsinu
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Slika 1. Poslijeoperacijski prikaz kranijalnog
platoa

kontakta bedrene i goljeni¢ne Kkosti.
Poslijeoperacijsko podrucje kontakta znat-
no se smanjuje, zbog Cega se povecava i
pritisak na kontaktne zglobne plohe (Kim
isur., 2008.).

Prednosti postupka ukljucuju preci-
znost, odrzavanje originalne pozicije go-
ljenicne kvrge i patelofemoralnog zgloba
te brzi povratak funkcije (Schwarz,
1999.). Nedostatci ukljucuju tehnicke
poteskoce, slozenost kirurskog zahvata,
jatrogene kutne i torzijske deformitete,
kao i potencijalno nepovoljan utjecaj na
biomehaniku koljena (Kim i sur., 2008.).

TTA

Kranijalna transpozicija goljenic¢ne
kvrge (TTA, Tibial =~ Tuberosity
Advancement) novija je operacijska
metoda, razvijena na aktivnom modelu
koljena. Teorijski model predvida da
je rezultantna sila u koljenu gotovo
paralelna s ligamentom patele (Tepi¢ i
sur., 2002.). Dakle, ako ligament patele
postavimo okomito na goljenicni plato,
smak ce izostati. In vitro TTA uspjesno
neutralizira kranijalni smak tibije pri

Slika 2. Poslijeoperacijski prikaz kranijalnog platoa
goljenice osteotomijom transpozicije goljenicne kvrge

pravom kutu izmedu ligamenta patele i
platoa tibije (Kipfer i sur., 2008.). Uspjeh
ove metode, kako ga procjenjuje vecina
kirurga, pociva na boljoj dugorocnoj
prognozi zahvaljujudi sporijem razvoju
degenerativnih promjena u usporedbi sa
starijim tehnikama. IstraZivanja pokazuju
vrlo visoku uspjesnost TTA u pogledu
ponovnog  uspostavljanja  funkcije
(dobra do izvrsna u 90% slucajeva [75%
izvrsna]) te sa (subjektivho) brzim
poslijeoperacijskim optere¢ivanjem noge
u usporedbi s TPLO-om (Damur, 2005.,
Hoffmann i sur, 2006.). Usporedbom
tih dviju metoda, moglo bi se zakljuciti
da je TTA manje invazivan zahvat te da
pruza nesto brzi oporavak (Hulse, 2006.,
Vezzoni, 2006., Boudrieau, 2009.). Zahvat
se sastoji iz osteotomije goljenicne kvrge
i njenog premjestanja toliko kranijalno
koliko je potrebno da ligament patele s
platoom goljenice ¢ini pravi kut te tako u
potpunosti ponisti tibijofemoralni smak
te ucvrscéivanja goljeni¢ne kvrge (Slika 2).

Ova je metoda manje invazivna u
odnosunadrugeinaciceredizajnakoljena,
$to znaci i krace operacijsko vrijeme. Kako
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ne ukljucuje rotaciju platoa goljenice, TTA
ne mijenja sam tibijofemoralni zglob. To
isto tako znaci da je opravdano ocekivati
da se ni preraspodjela pritiska na nosivim
plohama koljena i meniskusima nece
znatnije promijeniti.

Stopa ranih komplikacija najvecim je
dijelom posljedica tehnickih pogreSaka,
poput nepravilnog postavljanja implantata
te mjesta i smjera osteotomije (Montavon
i Tepi¢, 2006.). Komplikacije kod TTA
obuhvacaju:lomimplantata, lom goljeni¢ne
kvrge, medijalno iS¢asenje patele, oStecenje
kaudalnog kriznog ligamenta, oStecenje
meniskusa, dehiscenciju rane i jatrogeno
oSteenje tetive dugog ispruzaca prsta
(Hoffmann i sur, 2006., Lafaver i sur.,
2007., Kim i sur., 2008.).

TTO0

Trostruka osteotomija goljenice (TTO,
Triple Tibial Osteotomy) je hibridna tehnika
proizasla iz prethodne dvije te za cilj ima
promjenu kuta zglobne plohe i vektora
sile miSica, odnosno promjenu nagiba
goljenicnog platoa izvodenjem tri reza
proksimalne tibije. Najprije se napravi
djelomic¢na poduzna osteotomija goljeni¢ne
kvrge, zatim se napravi djelomicna klinasta
osteotomija, otprilike 2/3 kuta izmedu
ligamenta patele i okomice na nagib platoa
goljenice, kaudalno i srediSno od prve
osteotomije. Segmenti se pozicioniraju
posebnim instrumentima te se na taj nacin
smanji goljenicni nagib, a goljeni¢na kvrga
se pomakne prema naprijed. Prednosti
zahvata su u minimalnoj promjeni zglobne
plohe, relativno maloj osteotomijskoj
pukotini i izostanku skracenja ekstremiteta.
Nedostatci su velika varijabilnost u
poslijeoperacijskom TPA i upitni zastitni
udinci protiv ozljede medijalnog meniska
(Kim i sur., 2008.).

CcTWOo

Kranijalna klinasta osteotomija golje-
nice (CTWO, Cranial Tibial Wedge
Osteotomy) bila je prvi objavljeni postupak

koji je pokuSao eliminirati prednji go-
jenicni smak uz pomo¢ smanjenja kuta
goljenicnog platoa (Slocum i Devine,
1984.). Ovim postupkom TPA se porav-
nava uklanjanjem klinastog segmenta
na kranijalnom dijelu  proksimalne
goljenice, ostavljaju¢i dovoljno mjesta na
proksimalnom segmentu za postavljanje
ploce. Nastoji se posti¢i TPA od 5° i time
neutralizirati prednji goljeni¢ni smak. Za
ovaj postupak nije potrebna specijalizirana
oprema, a omogucava ispravljanje izrazito
strmih platoa tibije, varusa i torzije.
Nedostatci su razlike u poslijeoperacijskom
TPA i skracenje ekstremiteta.

Zakljucak

Uzimajuéi u obzir kranijalno usmje-
rene sile koje dovode do kranijoproksi-
malnog smaka goljenice tijekom opte-
recenja, operacijske tehnike osteotomije
goljenice Kklinicki uspjesno poboljsavaju
funkciju straznje noge kod pasa s ostece-
njem prednjeg kriznog ligamenta. Trenu-
tatno dostupni podatci nedostatni su za
utvrdivanje superiornosti jedne tehnike
osteotomije goljenice nad drugima, ali
svaka nadmasuje tradicionalne operacijske
tehnike dosljednoséu dobrih rezultata.
Individualne i pasminske osobitosti u
gradi, kinematici i kinetici mogu utjecati
na konacni ishod operacije te neki tipovi
osteotomija mogu biti pogodniji od drugih
u odredenih pasmina pasa ili anatomskih
specificnosti tibije. Pitanja zajednicka
svim tehnikama osteotomije goljenice
za lijeCenje oStecenja prednjeg kriznog
ligamenta ukljucuju postedu meniska,
napredovanje osteoartritisa nakon zahvata
i korelaciju izmedu klinickog ishoda i
poslijeperacijskog TPA. Buduca klinicka
istrazivanja trebala bi ponuditi pouzdane,
provjerene i standardizirane ishodne
rezultate kao i izravne usporedbe razlicitih
tehnika.

Problemi koje susre¢emo u kirurS§kom
lijecenju oStecenog prednjeg kriznog
ligamenta nesumljivo su odraz naseg
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Osteotomije proksimalne goljenice u lije¢enju puknuca prednjeg kriznog ligamenta u pasa

razumijevanja kompleksnosti grade i
funkcije koljenskog zgloba. U pocetcima
primjene osteotomije goljenice za lijecenje
puknuca prednjeg kriznog ligamenta,
metoda je izazivala sumnjicavost nekih
kirurga, koju dobro oslikava pitanje: , Zasto
rezati kost kako bi se popravio ligament?”
Aktivni model koljena predstavlja obra-
zloZenje, a godine primjene potvrdile su
njegovu opravdanost. Metoda lijecenja
ostaje izbor operatera.

Sazetak

Puknuce prednjeg kriznog ligamenta jedan
je od najcesc¢ih uzroka hromosti straznje noge
u pasa. U najvec¢em broju slucajeva lijecenje je
operacijsko. Istrazivanja biomehanike koljena
psa dovela su do razvoja aktivhog modela
koljena te ideje da se promjenom geometrije
koljena moze posti¢i dinamicka stabilnost
zgloba. Metodama koje ukljucuju osteotomiju
goljenice postize se funkcionalna stabilnost
koljena pri opterecenju bez prednjeg kriznog
ligamenta, a dosljednos¢u dobrih rezultata
nadmasuju tradicionalne operacijske tehnike.
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Proximal tibial osteotomy in the treatment of cranial cruciate

ligament rupture in dogs
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Cranial cruciate ligament rupture is
one of the most common causes of hind
limb lameness in dogs. In the majority of
cases, surgical treatment is recommended.
Biomechanical studies of the canine stifle have
led to the development of an active model

of the stifle joint and the idea of achieving
dynamic stability by changing joint geometry.
Tibial osteotomy procedures ensure functional
stability of the stifle during weight-bearing
without the cranial cruciate ligament, and the
consistent good results indicate its superiority
over traditional techniques.
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STRUCNA RASPRAVA

Marketing veterinarskih

usluga

Marko Tadié

Uvod

Sto je to marketing? Bilo bi suvisno i
nemoguce navesti brojne definicije mar-
ketinga. Dapace, isti su autori davali
razlicite definicije marketinga u razli¢itim
prilikama. Stoga ¢emo navesti samo
nekoliko definicija marketinga koje ¢e
ukazati na dominantno znanje o tome $to
je marketing.

Evans i Berman (1987.) razlikuju
klasi¢nu i modernu definiciju marketinga.
Prema klasi¢noj definiciji marketing je tijek
poslovnih aktivnosti, odnosno tijek proiz-
voda i usluga od proizvodaca do potroSaca.
Prema novijoj definiciji marketing je pro-
ces u drustvu kojim se stvara struktura
potraznje proizvoda i usluga te zadovoljava
kroz koncepciju, promociju i fizicku distri-
buciju proizvoda i usluga.

Kotler (1988.) navodi da je marketing
poslovna funkcija koja definira tekuce
neispunjene potrebe i Zelje, definira i
mjeri njihovu veli¢inu, utvrduje koja
ciljna trzista organizacija moze najbolje
opsluziti i odlucuje o odgovaraju¢im
proizvodima, uslugama i programima da
zadovolji trziste. Tako marketing postaje
sponom izmedu potreba drustva i mar-
keting-modela reagiranja industrije. On
navodi definiciju nepoznatog autora da je
marketing , stvaranje i isporuka Zivotnog
standarda” te dodaje misljenje Horovica
da je marketing jedna od najvaznijih
komponenata planiranja ekonomskog
razvoja i da su mnogi ekonomski poduh-
vati propali jer se o problemu marketinga

proizvoda novih poduzeca nije dostatno
vodilo rac¢una. Navodi i misljenja Sim-
mondsa da tradicionalna mudrost glasi
da je marketinska vjestina nesto Sto treba
dodati jednoj ekonomiji da bi stimulirali
rast i razvoj. On predlaze ovu definiciju
marketinga: ,Marketing je drustveni pro-
ces kojim, putem stvaranja i razmjene
proizvoda i vrijednosti s drugima, po-
jedinci i skupine dobivaju ono Sto im je
potrebno ili Sto Zele”.

Perreault i McCarthy (1996.) prave
distinkciju izmedu mikro i makro mar-
ketinga.

Rocco i Obraz (1968.) piSu da je sustina
marketing koncepcije u tome da se u
privrednoj organizaciji objedine, koordini-
raju i sinkroniziraju svi napori, sredstva
i poslovne aktivnosti u cilju poboljsanja
op¢e ekonomske efikasnosti poduzeca
kao cjeline i to kako mjerama tekuce, tako
i dugorocno orijentirane poslovne politike
usmjerene prema trzistu.

Zanimljiva je definicija marketinga
(u veterinarskoj praksi, op. M.T.) sto ju
navode Jevring-Back i Back (2007.). Oni
navode da je marketing analiza, plani-
ranje, implementacija i kontrola pazljivo
formuliranih programa koji su tako diza-
jnirani da ohrabre i izgrade ucinkovit i
profitabilan odnos izmedu jedne orga-
nizacije, kao Sto je veterinarska praksa,
i njezinog ciljnog trzista, specificne sku-
pine ili skupina vlasnika Zivotinja. Raz-
vidno je da oni misle na upravljanje mar-
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ketingom, a ne na marketing, odnosno
da ne prave razliku izmedu upravljanja
marketingom i marketinga. Oni navode
da marketing igra znacajnu ulogu u up-
ravljanju i razvoju usluznih organizacija
kao Sto su veterinarske prakse i integralni
je dio uspjesne veterinarske prakse. Man-
jkava uporaba marketinga u veterinar-
skoj praksi ponajprije je posljedica ne-
dovoljnog znanja o marketingu, a povrh
toga to je i investiranje za koje mnoge vet-
erinarske prakse nisu pripremljene.

Ocevidno je marketing nesto bez cega
se u suvremenom svijetu ne moze. On je
istodobno: a. ekonomski proces koji spaja
proizvodnju i potrosnju, b. poslovna funk-
cija koja spaja potraznju i proizvodnju,
c. poslovna koncepcija u gospodarstvu i
drustvu, d. znanstveno-teorijska disciplina i
e. nastavna disciplina.

Marketing je danas sveprisutan pro-
ces. Njime se sluZe javne i privatne or-
ganizacije, proizvodne i neproizvodne,
profitne i neprofitne.

Povijest je marketinga vrlo duga. Duza
je povijest marketinga kao prakse nego kao
znanstveno-teorijske ili pak nastavne disci-
pline. Kotler (1988.) navodi misljenje Druc-
kera da je koncepcija marketinga bila prvi
put prihvacena u sedamnaestom stoljecu
i to u Japanu kada je marketing oko 1650.
godine primijenio prvi ¢lan obitelji Mitsui
otvaraju¢i nesto Sto bi se moglo nazvati
prvom robnom kucom. Nadalje navodi da
se marketing kao znanstvena i nastavna
disciplina pojavio u SAD 1905. godine na
SveuciliStu u Pennsylvaniji. Nastavni je
predmet bio , Marketing proizvoda”. Ev-
ans i Berman (1987.) navode, prema njih-
ovu misljenju, najznacajnije datume u raz-
voju marketinga od 1670. do 1986. godine.
Povijest marketinga u Hrvatskoj znatno
je kraca. Rocco i Obraz (1968.) navode
da ,ve¢” 1956. nastavni program Visoke
privredne skole u Zagrebu obuhvaca
predmet pod nazivom | Istrazivanje
trzista” te da je prvi samostalni institut za
istrazivanje marketinga osnovan pocetkom

1963. godine pod nazivom ZIT-Zavod za
istrazivanje trzista, u Zagrebu i Beogradu.

U predgovoru hrvatskom prijevodu
knjige Philipa Kotlera: Upravljanje mar-
ketingom 1. Informator, Zagreb, 1988,
Rocco pise da je marketing nastao u SAD
odmabh iza drugog svjetskog rata, da bi 60-
tih godina ekspandirao u svijet, najprije u
zapadnu Europu, a kasnije 70-tth godina
i na ostala podrudja te da je prva knjiga o
marketingu objavljena u Hrvatskoj 1964.
(Rocco, F: Strategija plasmana). On navodi
da je ekonomsko visoko Skolstvo prihva-
tilo taj koncept oko 1975., srednje Skolstvo
pet godina kasnije, a u praksi se zapocelo s
prihvacanjem 1965. (Saponija, Podravka).

Povijest je marketinga veterinarske
prakse novijeg datuma. Osobit prinos teor-
iji i praksi marketinga i upravljanja veteri-
narskom praksom bili su i jesu znanstveni
i strucni radovi tiskani tijekom nekoliko
desetljeca u casopisu Veterinary Econom-
ics. Pojavljivanje knjige: Veterinary Practice
Management (McCurnin, 1988.) jedan je od
znacajnijih datuma u povijesti marketinga
veterinarske prakse. Prilozi autora (29 su-
radnika) u toj knjizi odnose se na razlicita
motriSta marketinga i upravljanja veteri-
narskom praksom i to od odluke o osniv-
anju veterinarske prakse pa sve do odluke
o prodaji veterinarske prakse. Neupitna je
aktualnost te knjige s motrista marketinga
i upravljanja veterinarskom praksom i da-
nas. Afirmaciji menadzmenta i marketinga
u veterinarskoj praksi doprinose brojni
strucni ifili znanstveni Casopisi: Veterinary
Business Journal, Veterinary Practice Manage-
ment, Veterinary Practice, Veterinary Times, In
Practice i drugi.

U Hrvatskoj se o marketingu veteri-
narskih usluga pocelo raspravljati godine
1990. na savjetovanju: , Privredna reforma
i veterinarstvo”. Povijesni pak datum za
marketing veterinarske prakse u Hrvats-
koj bilo je odrzavanje medunarodnog sav-
jetovanja , Organizacija veterinarske prakse”
§to su na inicijativu Katedre za organizaciju
i ekonomiku veterinarstva Veterinarskog
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fakulteta u Zagrebu organizirali Drustvo
veterinara Zagreba, Veterinarska fakulteta
Ljubljana i Biotehniska fakulteta Ljubljana u
Novom Vinodolskom 17. i 18. svibnja 1991.
Zbornik priloga' s tog savjetovanja i danas
je aktualno Stivo o marketingu veterinarske
prakse i upravljanju veterinarskom prak-
som (veterinarske klinike, bolnice, stanice,
ambulante). Godine 1995. u nastavni plan
i program studija veterinarske medicine
na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu
ukljucen je kolegij Menadzment i market-
ing veterinarske prakse. Medugorac (2009.)
donosi rezultate istrazivanja formalne ra-
zine obrazovanja veterinara u Hrvatskoj
o marketingu, stavova veterinara o upor-
abi pojedinih instrumenata marketinskog
spleta te stvarnog koristenja metoda suvre-
menog marketinga u veterinarskoj praksi.

Marketing proizvoda

Dvadeseto stoljece, a osobito njegova
druga polovica, je stoljece intenzivnog
razvitka marketinga kao znanstveno-teor-
ijske discipline, a narocito kao poslovne
prakse. Tijekom tog stolje¢a dominirale
su tri poslovne koncepcije: proizvodna,
prodajna, a potom marketinska koncep-
cija (Kotler, 1988.). Pisuci o razlici izmedu
marketinske i klasi¢ne poslovne koncep-
cije Kotler navodi da je u klasi¢noj po-
slovnoj koncepciji pozornost usmjerena
na proizvodnju, poslovna orijentacija na
proizvod, a da je profit cilj poslovne kon-
cepcije. Pozornost marketinske poslovne
koncepcije usmjerena je na prodaju, po-
slovna orijentacija na potrosaca, a profit je
temeljni cilj te poslovne koncepcije.

Ve¢ tada on navodi pet koncepcija za
provodenje marketinskih aktivnosti:

* koncepcija proizvodnje pociva na
pretpostavci da ¢e potrosaci favorizi-

1 Zbornik medunarodnog savjetovanja ,Or-
ganizacija veterinarske prakse” (1991): Novi
Vinodolski, 17.118. 5. 1991. Drustvo veterina-
ra Zagreba, Veterinarska fakulteta Ljubljana,
Biotehniska fakulteta Ljubljana. Zagreb.

rati one proizvode kojih ima u izobilju

i koji su niskih cijena. Stoga je orijen-

tacija proizvodaca na visoku produk-

tivnost i Siroku distribuciju,

* koncepcija proizvoda pretpostav-
lia da potrosaci favoriziraju kak-
vo¢u proizvoda, stoga je pazZnja
proizvodaca usmjerena na stalno
poboljsavanje kakvoce,

* koncepcija prodaje pretpostavlja da
potrosaci nece kupiti dostatno proiz-
voda ako ih se prepusti njima sami-
ma, stoga se organizacija orijentira na
agresivnu promociju i prodaju,

* koncepcija marketinga drzi daje kljuc
za postizanje uspjeha odredivanje
i utvrdivanje potreba i Zelja ciljnih
trzista. Ta se koncepcija moze izraziti
slikovito sloganima:

*  pronadi zelje i ispuni ih”,

*  proizvodi ono $to mozes$ prodati,

a ne pokusavaj prodavati ono sto
mozes proizvesti”,

= voli kupca, a ne proizvod”,

= nekabude po vasoj Zelji”,

= viste glavni”,

* udiniti valja sve da se u dolar
kupca zamota puna vrijednost,
kakvoca i zadovoljstvo”.

e drustvena koncepcija marketinga
smatra zadatkom organizacije da ut-
vrdi potrebe, Zelje i interese ciljnih
trzista i da, na nacin koji odrazava
ili povecava dobrobit potrosaca i
drustva, djelotvornije i uspjesnije od
konkurenata prenese Zeljena zado-
voljstva.

Kotler i Keller (2008.) kao petu kon-
cepciju navode koncepciju holistickog mar-
ketinga koja prepoznaje koncept ,sve je
vazno”. Ta koncepcija ima ove sastavnice:
a. marketing odnosa, b. integrirani mar-
keting, c. interni marketing, d. drustveno
odgovoran marketing.

Razmatraju¢i polozaj (ulogu) mar-
ketinga medu funkcijama u poduzecu
(proizvodnja, financije, osoblje, market-
ing) autori navode da poloZaj marketinga
moze biti razlicit:
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marketing kao podjednaka funkcija,
marketing kao vaznija funkcija,
marketing kao glavna funkcija,

kupac kao kontrolna funkcija,

kupac kao kontrolna funkcija i mar-
keting kao integrirajuca funkcija.

Kao osnovne instrumente marketinga
navode:

* proizvod (Product)

e cijenu (Price)

* mjesto-distribuciju (Place)

* promidzbu (Promotion).

Ti instrumenti-elementi tvore tzv.
marketinski splet, odnosno marketing
miks (4P). U Ekonomskom leksikonu
(1995.) navedeno je da se u drustvenoj
koncepciji marketinga pridruzuju jos i 3C:
pokret za zastitu interesa potrosaca (con-
sumerism), pokret za zastitu okoliSa (con-
trol) 1 pokret za ¢uvanje prirodnih resursa
(conserve). Marketing miks (4P) korporaci-
jskog marketinga cine: stanovnistvo (popu-
lation), proizvod (product), mo¢ (power) i
stvaranje slike (picture).

Bitna marketinska obiljezja proizvoda
su: kakvoca, dizajn, marka, pakiranje,
veli¢ina te prodajni i poslije-prodajni ser-
vis (Kotler, 1988.). Kakvoca proizvoda
postaje sve znacajnije obiljezje proizvoda,
a osobito nekih, npr. prehrambenih proiz-
voda. Dizajn (izgled, stil) je sve znacajnije
obiljezje proizvoda, napose industrijskih.
Prepoznatljive su i posebne Skole dizajna:
njemacka koja preferira korisnost proizvoda,
francuska koja preferira eleganciju, americka
koja insistira na prodi proizvoda i nordi-
jska koja preferira oblik i funkcionalnost
proizvoda. Pakiranju proizvoda poklanja
se sve veca pozornost narocito s motrista
funkcionalnosti i sigurnosti te materijala za
pakiranje sukladno ekoloskim standardi-
ma. Marka (brand) proizvoda je najvaznije
marketinsko obiljeZje pojedinih proizvoda
koja ponekad izravno upucuje na sva druga
njihova marketinska obiljezja. Za pojedine
su proizvode s marketinskog motrista bitni
prodajni i poslije-prodajni servisi.

Cijena proizvoda je bitan instrument
marketinskog spleta. U Sirem smislu misli
se na cijenu proizvoda, razli¢ne popuste,

bonuse, nacine placanja, rokove placanja,
mogucnosti i uvjete kreditiranja. Kao
nacine odredivanja cijena u poduzeéima
Kotler i Keller (2008.) navode ove: formi-
ranje cijena s marzom, odredivanje ci-
jena prema ciljnom povratu, odredivanje
cijena prema percipiranoj vrijednosti,
odredivanje cijena na temelju vrijednosti,
odredivanje cijena na temelju tekucih ci-
jena, akcijsko odredivanje cijena.

PromidZzba je snazan i sveprisutan
instrument marketinga. Mnogobrojni su
oblici promidZzbe. Oglasavanje putem
novina, radija, televizije, izravne poste,
Casopisa, plakata na otvorenom, Zzutih
stranica, biltena, brosura, telefona i inter-
neta najces¢i su oblici promidZzbe.

Distribucija kao instrument mar-
ketinskog spleta odnosi se na: prodajne
kanale (veleprodaja, maloprodaja, do-
stava u kucu, internetska prodaja),
pokrivenost trzista, lokaciju prodajnih
mjesta, pri¢uve i prijevoz.

Zivotni vijek proizvoda ima nekoliko
faza: uvodenje (lansiranje), fazu rasta,
fazu sazrijevanja, fazu stagnacije i fazu
opadanja. Marketinsku strategiju treba
prilagodavati pojedinim fazama.

Marketing usluga

Marketing usluga mlada je teorijska dis-
ciplina i praksa nego marketing proizvoda
jer se i sektor usluga pocinje kasnije razvi-
jati, a intenzivnije poslije II. svjetskog rata
kao posljedica znacajnih demografskih, so-
cijalnih, politickih i ekonomskih promjena.
Kotler i Keller (2008.) navode da je usluga
svaka radnja ili izvedba Sto je jedna strana
moZze ponuditi drugoj. Uglavnom je neo-
pipljiva i ne rezultira vlasnistvom bilo cega.
Zatim dodaju da njezina proizvodnja moze,
ali ne mora biti vezana za fizicki proizvod.
Oni navode da su usluge raznovrsne te da
se marketingom usluga sluze: a. drZavne
institucije — sudovi, vojska, policija, posta,
skole itd., b. privatne neprofitne organizacije
— muzeji, vjerske zajednice, dobrotvorne or-
ganizacije, fondacije itd., c. poslovne profitne
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organizacije — banke, hoteli, osiguravajuca
drustva itd., d. proizvodne organizacije — rad-
nici u tim organizacijama pruzaju usluge
npr. pravnici, ekonomisti itd.

Perreault i McCarthy (1996.) drze da
je uporaba marketinga neprofitnim orga-
nizacijama jednako vazna kao i profitnim
iako te dvije vrste organizacija drugacije
,procjenjuju” profit (politicke stranke,
op. M.T.).

Boyd i sur. (1995.) navode da se usluge
mogu Kklasificirati s razli¢nih motrista te
navode ovu Klasifikaciju: a. baziraju i se
usluge na opremi ili na ljudima, b. prema
trajanju i intenzivnosti kontakta s koris-
nikom, c. pruZza li ih javna sluzba ili profitna
organizacija, d. jesu li usluge namijenjene
potrosacima (domacinstvima) ili poslovnim
organizacijama.

Kotler i Keller (2008.) navode da se
usluge odlikuju ovim osobitostima: rneo-
pipljivost (prije nego Sto ih se kupi usluge
se ne mogu vidjeti, kusati, osjetiti, ¢uti ili
mirisati), neodjeljivost (usluga je neodjelji-
va od svog izvorista, odnosno od onoga
tko ju pruza), nepostojanost (usluge su
vrlo nepostojane jer ovise o onome tko
ih, kada i gdje pruza) i prolaznost (usluge
se ne mogu uskladistiti). DoSen Ozreti¢
(1996.) navodi ove osobitosti usluga:
neopipljivost, neodvojivost  proizvod-
nje” usluga od potrosnje, neuskladistivost,
heterogenost i vlasniStvo. Obzirom na
neopipljivost autorica usluge dijeli na:
neopipljive usluge, usluge koje stvaraju
dodatnu vrijednost opipljivim  proiz-
vodima i usluge koje ¢ine opipljivi proiz-
vod raspolozivim. Neopipljivost usluga
otezava njihovu promidZzbu, nema uzorka,
nema patentiranja, otezano je odredivanje
cijene. Neodvojivost implicira nazocnost
osobe koja pruza uslugu i izravnu pro-
daju. Heterogenost usluga upucuje na ne-
postojanje standarda i subjektivno vrjed-
novanje kakvoce usluge. Neuskladistivost
je osobito obiljezje usluga. One se ne
mogu uskladistiti. Stoga je otezano
uskladivanje ponude i potraznje (narocito
vazno obiljeZje veterinarskih usluga, op.
M. T.). Usluge ne rezultiraju nikakvim
vlasnistvom osim prava koristenja. Stoga

autorica predlaze posebne marketinske
strategije za rjeSavanje problema u svezi
naznacenih osobitosti usluga. Osobitosti
usluga otezavaju i istraZivanje trzista. Po-
drobnije razlazuci razli¢ita motrista mar-
ketinga usluga posebno upozorava na
politiku cijena usluga. Izmedu ostaloga
naznacuje i metode odredivanja cijena pa
navodi ove: troskovi plus metoda, metoda
stope povrata, metoda konkurentskog
pariteta, metoda odredivanja cijena koje
vode ka gubitku, cijena temeljena na vri-
jednosti, metoda odnosnih cijena. Posebno
upozorava na potrebu djelotvornog up-
ravljanja ponudom usluga i to razvijanjem
koncepta usluge, razvijanjem temeljnog
paketa usluga, razvijanjem dodatne po-
nude te upravljanjem imidZom i komuni-
kacijom.

Zbog naznacenih osobitosti usluga
marketinski splet (miks) tvore:
* proizvod-usluga (Product)
cijena (Price)
mjesto (Place)
promidzba (Promotion)
ljudi (People), odnosno 5P.
Uporaba tih instrumenata marke-
tinskog spleta teZa je i drugacija nego u
marketingu proizvoda. Medu instrumen-
tima marketinskog spleta usluga poseb-
no su vazni ljudi-zaposleni. Oni su glavni
¢imbenik internog marketinga za kojega
Dosen Ozreti¢ (1996.) piSe da je zamisljen
tako da promatra zaposlene kao interne
potrosace, poslove kao interne proiz-
vode, a u nastojanjima da ponudi interne
proizvode koji zadovoljavaju potrebe i
Zelje internih potroSaca.

Marketing veterinarskih

usluga

Marketing veterinarskih usluga je i
kao praksa i kao znanstveno-teorijska
disciplina novijeg datuma. SAD su mu
pradomovina. Tamo se pojavio, razvijao,
afirmirao i postupno prenosio na druga
podrucja, ponajprije u razvijene zemlje
trzisnog gospodarstva. Glavni razlozi za
kasno pojavljivanje i usporen razvitak
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marketinga usluga su: 1. veterinarske or-
ganizacije su u pravilu male organizacije
s vrlo ogranic¢enim resursima za primjenu
marketinga, 2. veterinari nemaju ili imaju
skromno znanje o marketingu, 3. veteri-
nari su drzali da marketing nije u skladu
s veterinarskom etikom poistovjecujuci
marketing samo s promidzbom. Inten-
zivan razvitak veterinarske prakse s
malim Zivotinjama (ku¢nim ljubimcima)
u urbanim sredinama i pojava oStre
konkurencije medu veterinarskim orga-
nizacijama dovele su marketing u srediSte
zanimanja veterinara. Oni su se suodili
sa Cinjenicom da cilj drzanja (uzgoja)
zivotinja moze biti dvojak: a. ekonomski
motiviran i b. ljubav prema zivotinjama.
Uodili su da je bolesna Zivotinja problem
vlasnika, odnosno drzatelja Zivotinja, a
da je lije¢enje bolesne zivotinje ,veter-
inarov proizvod” namijenjen vlasniku,
odnosno drZatelju Zivotinje. Suodili su se
sa Cinjenicama da svoje usluge nude na
trzistu, da ih nude nepoznatim korisnici-
ma, da mnozina i struktura usluga ovise o
potraznji, da na trzistu postoji konkuren-
cija i da potroSace-korisnike treba in-
formirati o svojim uslugama. Postupno
su shvacali da je veterinarska organizaci-
ja-praksa, bez obzira na svoju veli¢inu,
poslovni sustav te da je poslovne procese
tog sustava potrebno; planirati, organizi-
rati, koordinirati i kontrolirati. Upravo
zato autori knjiga ili strucnih i/ili teori-
jskih ¢lanaka o marketingu veterinarskih
usluga piSu o upravljanju veterinarskom
praksom (Bower i sur., 1997.) ili pak o up-
ravljanju marketingom. Tako oni preuz-
imaju stavove autora koji opcenito pisu
o upravljanju marketingom poput Boyda
i sur. (1995.) koji pisu da je upravljanje
marketingom proces: analiziranja, plani-
ranja, implementiranja, koordiniranja i
kontroliranja programa u svezi koncep-
cije marketinga, politike cijena, promo-
cije i distribucije proizvoda ili usluga, ili
Cohena (1988.) da su glavne sastavnice
upravljanja marketingom: analiza, plani-

ranje i implementacija. Kotler (1988.) pise
da upravljanje marketingom pretpostav-
lja; analizu, planiranje, primjenu i kontro-
lu programa, odnosno da je upravljanje
marketingom upravljanje potraZnjom.
Isti autor (1994.) ponavlja da upravljanje
marketingom znaci provedbu: analize,
planiranja, primjene i kontrole. Najblize
tom konceptu shvadanja sintagme ,up-
ravljanje marketingom” su McCurnin i
suradnici (McCurnin, 1988.) koji podrob-
no razlazu sve sastavnice marketinga vet-
erinarskih usluga i upravljanja veterinar-
skom praksom.

Drugi autori koji piSu o marketingu
i upravljanju veterinarskom praksom
pretezito piSu o njima kao integralnom
procesu poklanjajuéi posebnu pozornost
samo nekim sastavnicama upravljanja
veterinarskom praksom (upravljanje oso-
bljem u praksi) i samo nekim instrumen-
tima marketinskog spleta (odnos prema
korisnicima i diverzifikaciji veterinarskih
usluga).

Tako Blattner (2010.) veterinarsku orga-
nizaciju, odnosno praksu promatra i anal-
izira kao malo poduzece (small business).
Stoga se veterinari povrh poslova veterinar-
ske medicine moraju baviti:
strategijom veterinarske prakse
investicijama
upravljanjem osobljem
ekonomikom
marketingom
upravljanjem kakvocom
prodajom
dobavljac¢ima.

Ona navodi da je veterinarska medici-
na glavni ¢imbenik konkurentnosti veter-
inarske prakse, ali je upravljanje praksom
kljuéni ¢imbenik uspjeha, a njega tvori
motivirano i kvalificirano osoblje, djelot-
vorna organizacija, efikasan marketing i
ekonomicno poslovanje. Polaze¢i od cilje-
va veterinarske organizacije (prakse), a
koji su: a. zadrzati postojece korisnike, b.
ste¢i nove korisnike i c. prosiriti ponudu
usluga, ona posebnu pozornost pridaje
internom marketingu, odnosno ukup-
nom odnosu prema korisniku. Naglasava
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da treba poduzeti sve da se postigne
zadovoljstvo korisnika i da ga se veZe
uz praksu, da se ispune ili cak premase
ocekivanja, potrebe i Zelje korisnika i da
se korisnika tretira i dobije kao partnera.
Ta je poslovna politika u cijelosti orijenti-
rana na korisnika. Ona dodaje da je koris-
nike lako izgubiti te da su najces¢i uzroci
gubitka klijenata:
* nedovoljna paznja prema korisnicima,
neprijaznost-minimalna usluga,
ne drzanje obecanja,
nekompetentno osoblje,
ne uzimanje korisnika za ozbiljno.
Prema njezinu miSljenju cijena je
najrjedi uzrok gubitka klijenata.

Klju¢ne ¢imbenike uspjeha veterinar-
ske prakse ona rangira ovim slijedom:
¢ ljubaznost,

* savjeti,

* kompetentnost,

¢ kratko vrijeme ¢ekanja na uslugu,
o

niska cijena.
Razvidno je dakle da ni cijena, a
niti kompetentnost (vrsnoca veterinar-
ske usluge) nisu najvazniji c¢imbenici
konkurentnosti.

Insistirajuéi na vaznosti primjerenog
odnosa prema korisniku ona navodi da e
se zadovoljan korisnik vracati u veterinar-
sku praksu, preporucit ¢e je drugima i drzat
¢e da su cijene dostupne. Nezadovoljan ko-
risnik nece se ponovo vratiti u veterinarsku
praksu, loSe e pricati o praksi i smatrat ce
da su cijene previsoke.

Promidzbu drzi znacajnim instru-
mentom marketinSkog spleta veterinar-
skih usluga. PromidZbu dijeli na pasivnu
(posteri, izlozbe, listi¢i, posta, vlastita
internet stranica) i aktivnhu (predavanja
u skolama i klubovima, intervjui na tele-
viziji, radiju, novinama, dani otvorenih
vrata itd.).

Naglasava da treba uciniti sve da se
,stvori” i prikaZe stvarna vrijednost or-
ganizacije (prakse) i pruZene usluge te
navodi da vrednovanje prakse i usluge
od strane korisnika pocinje ve¢ izvana:

e znak prakse,

* osvijetljenje,

biljke,

prostor za parkiranje,

e odlagaliSte smeca, jer i komunikacija s
praksom pocinje izvana,

¢ dizajn (izgled) prakse,

e informacije,

* popis suradnika i njihovih zvanja,

¢ uredovno vrijeme,

vrijeme za konzultacije,

vrijeme prijema narudZzbi,

e dezurstva.

Vrednovanje veterinarske prakse i
usluge od strane korisnika nastavlja se
izgledom recepcije i informacijama i uslu-
gama na recepciji (svjetlo, boje, mirisi, in-
formacije), nastavlja se u ¢ekaonici (stolo-
vi, stolice, voda, kava, brosure, cvijece) pa
u ordinaciji (dozvoliti korisniku da gleda
S§to veterinar radi, objasnjavati postupke,
dati procjenu uspjesnosti pojedinih zah-
vata). Slijedi otpustanje pacijenta (objasn-
iti racun, pitati o zadovoljstvu korisnika,
pacijenta otpustiti s pismenim uputama o
terapiji, naplatiti ra¢un, zahvaliti na posje-
ti). Time ne zavrSava vrednovanje prakse
ni usluge od strane korisnika. Nastavlja
se interesiranjem osoblja prakse o stanju
pacijenta nakon $to je otpusten iz prakse.

I drugi autori znatnu pozornost pokla-
njaju promidzbi veterinarske prakse i vet-
erinarskih usluga s teziStem na korisnika.
Messonnier (1997.) marketing veterinar-
skih usluga, odnosno veterinarske prakse
definira ovako: otkrijte Sto vasi korisnici
trebaju (zele) i dajte im to. Povrh toga
predlaze stalno prosirivanje ponude veteri-
narskih usluga pa navodi da bi mogucée do-
datne usluge za standardnu veterinarsku
praksu mogle biti: pregled usiju, pregled
ociju, alergijski testovi na hranu, pregled
koZze, analiza krvi, analiza urina, pregled
stolice, bakterioloske pretrage, pregled
srca. A kao svoje glavne marketinske ideje
navodi: provedba godisnjih upitnika, os-
nivanje VIP kluba (very important pet),
nastupi u prodavaonicama potrepstina za
kuéne ljubimce, pisanje kolumni u novina-
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ma, nastupi na televiziji, uvodenje mjeseca

pregleda zubi. On preporucuje da se vet-

erinarske prakse ponajprije koncentriraju
na interni marketing (koji je jeftiniji), a tek
onda na eksterni.

Jevring-Béack i Béack (2007.) navode da
veterinarske usluge povrh zajednickih oso-
bitosti usluga (neopipljivost, neodvojivost,
promjenljivost, nepostojanost) imaju jo$
neke specificnosti. Oni navode da:

* procjena vrijednosti (vrsnoce) veteri-
narske usluge ukljucuje i trece osobe
te eticke i zakonske norme,

® korisnici nisu kvalificirani procijeniti
vrijednost usluge,

* je nuzno educirati korisnike kako
ne bi mislili da veterinar pruzajuci
uslugu samo Zeli zaraditi novac, a da
ta usluga mozda i ne treba njihovoj
zivotinji,

 Korisnici preferiraju iskusne veterinare,

* je gotovo nemoguce diferencirati is-
tovrsne veterinarske usluge po kakvodi,
nemoguce ih je standardizirati,

® je potrebno uciniti veterinara ,pro-
davateljem wusluga”, a ne samo
pruzateljem usluga,

* veterinari vrlo esto imaju negativan
stav o pojedinim marketinskim tehni-
kama, a napose o oglasavanju.

Autori navode i najcesée greske koje
veterinari ¢ine u pogledu marketinga:

* baziranje odluke na osobnom
misljenju,

® Dbaziranje odluke na dobrom osjecaju,

e propust da se ucini dosta,

* otezanje da se nesto ucini,

slusanje svih mogucih misljenja prije

nego se bilo Sto udini,

skakanje od ideje do ideje,

pomanjkanje vizije,

ocekivanje brzih rezultata,

¢ekanje da ,se vidi”,

odbojnost prema riziku,

okretanje marketingu kad se ve¢

,dodirne dno”,

* cekanje do ,zadnje minute”.

Posebno je vazno njihovo upozore-
nje da treba pozorno pratiti (analizirati)

efekte svakog marketinskog poteza, jer
ako se efekti ne mogu mjeriti (financijski ili
naturalno, op. M.T.) onda se tim aktivnos-
tima ne moZe ni upravljati. Razmatrajucdi
znacenje pojedinih instrumenata marke-
tinskog spleta oni navode da korisnici bi-
raju veterinarsku praksu:
® preteZito prema lokaciji,
e vise od 40% njih temeljem usmene
preporuke,
e oko 12% temeljem reklame u Zutim
stranicama,
* oko 6% na temelju vanjskih znakova.
Tumblin (2007.) naglasava da su
klju¢ne vrijednosti veterinarske prakse:
respekt, suosjecajnost, profesionalizam, in-
tegritet i odgovornost. Uspjesnu veterinar-
sku praksu moguce je ostvariti samo uz:
1. visoke medicinske standarde brige za
pacijente, 2. visoke financijske standarde
brige za svoju veterinarsku organizaciju,
i 3. predanost ljudima (zaposlenima) koji
vam pomazu da postignete svoje ciljeve.

Metzger (2009.) naglasava i znacaj
odnosa veterinarske organizacije prema
korisnicima. Pita se kako odusSeviti koris-
nika i odgovara:

* impresioniraj korisnika prije nego se
pojavi,

drzi radni tim nasmijeSenim,

stavi suvremenu tehniku u prostor za

pregled zivotinja,

* unaprijedi svoje ophodenje s pacijen-
tom i korisnikom,

osiguraj brze laboratorijske nalaze,

Salji pisane dokumente korisniku na

kuénu adresu.

Opperman (2008.a) naglaSavajuci
potrebu stalnog povecavanja broja veteri-
narskih usluga navodi da ,zrela veteri-
narska praksa” ocekuje;

e 25 do 30 novih klijenata mjese¢no po
zaposlenom veterinaru (full-time),
¢ da zadrZi najmanje 60% postojecih kli-

jenata iz godine u godinu, i
¢ da dobije viSe novih klijenata nego sto

izgubi postojecih.

Da bi to postigla najbolji put za stjecan-
je novih Klijenata je preporuka ,od usta
do usta”. Autor predlaZe brojne postupke
kojima se moze stimulirati (nagraditi)
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postoje¢e  korisnike koji  veterinarskoj
praksi dovedu nove korisnike. Opperman
(2008.b) upozorava na potrebu pozorne
uporabe interneta s motrista marketinga
veterinarskih usluga.

Howard (2008.) predlaze nuZnost
prilagodavanja marketinga i mena-
dzmenta okolnostima recesije u veteri-
narskoj praksi navodedi rije¢i predsjed-
nika SAD Harrya Trumana: ,Recesija je
kad vas susjed izgubi posao, a depresija
kad vi izgubite svoj”.

Temeljem razloZenoga razvidno je da
se autori knjiga i ¢lanaka o marketingu
veterinarskih organizacija i marketingu
veterinarskih usluga pretezito bave samo
pojedinim instrumentima marketinskog
spleta te da se poglavito bave marketin-
gom veterinarskih organizacija (praksa)
koje pruzaju usluge kucénim ljubimcima
(malim Zivotinjama). Valja medutim na-
glasiti da su veterinarske usluge brojne i
raznovrsne. One se pruzaju kuc¢nim ljubi-
mcima, farmskim Zzivotinjama, veterinar-
skom javnom zdravstvu, industriji itd. Sto-
ga marketinsku praksu treba prilagoditi
specificnostima tih organizacija. Sve one
mogu i trebaju koristiti sve instrumente
marketinskog spleta, naravno razlicnom
intenzivnoséu polazedi uvijek od potreba
korisnika. Temeljem postignutih iskustava
instrumenti marketinskog spleta po svojoj
znacajnosti za veterinarske organizacije u
praksi s kuénim ljubimcima mogli bi se
rangirati ovim slijedom: 1. lokacija, 2. oso-
blje, 3. promidzba, 4. usluga (proizvod),
5. cijena. U praksi s farmskim Zivotinjama
rangiranje instrumenata marketinskog
spleta moglo bi biti: 1. usluga, 2. cijena, 3.
lokacija, 4. osoblje, 5. promidzba.

Valja naglasiti potrebe suvremenog
upravljanja marketingom i veterinarskom
praksom. Postignuto iskustvo upozorava
nas na neprimjerenu uporabu svih in-
strumenata marketinskog spleta u vet-
erinarskim organizacijama u Hrvatskoj te
na nedjelotvorno upravljanje imovinom,
financijama i osobljem, i na nedovoljno
koristenje suvremenih oblika komunikaci-
je s trziStem veterinarskih usluga.

Zakljucak

Temeljem razloZenoga razvidno je da
je veterinarska organizacija, bez obzira na
svoju veli¢inu i specifican vid poslovanja,
poslovni sustav koji se mora temeljiti na
marketinskoj koncepciji organizacije i raz-
vitka. Klju¢ njezinog uspjeha (profitabilnog
poslovanja) je visoka kakvoca medicinskih
usluga i primjeren odnos prema koris-
nicima i pacijentima, odnosno djelotvorna
uporaba svih instrumenata marketinskog
spleta. Svaku odluku o otvaranju nove
veterinarske organizacije (prakse) treba
temeljiti na rezultatima istrazivanja trZista,
odnosno ustvrditi: 1. postojanje trzista za
odredene veterinarske usluge, 2. veli¢inu
trzista (brojnost populacije ljudi i pojedinih
vrsta i kategorija zivotinja), 3. segmente
trzista, 4. osjetljivost trzista (dohodovna
i cjenovna elasti¢nost potraznje veteri-
narskih usluga), 5. sklonost potraznji i
potrosnji (koriStenju veterinarskih usluga),
6. kupovne navike (navike koristenja vet-
erinarskih usluga). Djelotvoran marketing
veterinarske profesije bio bi znacajan pri-
nos djelotvornosti marketinga veterinar-
skih organizacija i veterinarskih usluga.

Marketinska aktivnost organizacije
mora postati barem ravnopravna ostalim
aktivnostima u organizaciji. Osobitu po-
zornost treba pokloniti internom mar-
ketingu te dakako, sukladno objektivnim
mogucnostima i eksternom marketingu.
Marketing nikako nije u suprotnosti s
veterinarskom etikom. Marketing mora
postati filozofija prakse i ne smije biti
»torba s trikovima®.

Sazetak

Marketing je kao znanstveno-teorijska
disciplina novijeg datuma. Znatno je starija
praksa marketinga. Najprije se afirmirao u
SAD-u, a zatim prosirio na Europu i druge
razvijene zemlje. Punu je afirmaciju stekao u
drugoj polovici minulog stolje¢a. Danas je on
dominantna poslovna koncepcija. Dapace, da-
nas se vise govori i piSe o upravljanju market-
ingom nego o marketingu.

Brojne su definicije marketinga. Zajednicko
im je da marketing definiraju kao poslovnu ak-
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tivnost usmjerenu na zadovoljavanje potreba i
zelja potrosaca. Temeljni instrumenti market-
inga su: proizvod, cijena, mjesto (distribucija)
i promidzba (4P). Oni tvore tzv. marketinski
splet (miks).

Marketing usluga mlada je znanstveno-
teorijska disciplina i praksa i to poglavito
zbog osobitosti usluga: neopipljivost, neodvo-
jivost, promjenjivost i nepostojanost. Danas se
marketingom usluga podjednako sluze proiz-
vodne i neproizvodne, privatne i javne, prof-
itne i neprofitne organizacije.

Marketing veterinarskih usluga i veteri-
narskih organizacija najrazvijeniji je u SAD. U
Hrvatskoj je vrlo skromna praksa marketinga
veterinarskih usluga i uglavnom se svodi na
jednostavne oblike promidzbe.
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Marketing as a scientific and theoretical
discipline is relatively new, while the practice
of marketing is much older. It was initially af-
firmed in the US, and then spread to Europe
and other developed countries. It obtained full
affirmation in the second half of the 20th centu-
ry. Today, it is a dominant business concept. In
fact, there is more said and written today about
marketing management than about marketing
itself.

There are many definitions of marketing.
What they share is that marketing is defined
as a business activity directed at meeting the
needs and wants of consumers. The funda-
mental instruments of marketing are: prod-

uct, price, place (distribution) and promotion
(4P concept). These form the marketing mix.
Marketing services is a younger scientific and
theoretical disciple and practice, primarily due
to the distinctiveness of services: intangibility,
inseparability, changeability and fleetingness.
Today, services marketing equally services pro-
duction and non-production, private and pub-
lic, profit and non-profit organizations.

The marketing of veterinary services and
veterinary organizations is most developed
in the US. In Croatia, the practice of market-
ing veterinary services is only carried out at a
small-scale, primarily using simple forms of
promotion.
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IZ POVIJESTI VETERINARSTVA

Ekoloski i javnozdravstveni problemi
srednjovjekovnog zagrebackog Gradeca

(Grica)

Marijan Saboli¢

Uvod

Gradec ili Gri¢ je naziv za stari dio
Zagreba na obronku Medvednice iz
kojega je, zajedno s Kaptolom, nastao
danasnji Zagreb.

Prvobitno naselje koje je nosilo ime
Zagreb protezalo se uz lijevu obalu potoka
Medvescaka. U povijest ¢e uéi godine
1094. kada je ugarski kralj Ladislav u njemu
osnovao biskupiju. Uz biskupski stol,
sjeverno od katedrale postupno se razvija
kanonicko naselje - Kanonicka Ves, Kaptol.
Tu je vjerojatno bio zupanijski castrum i
sjediste bana. Kaptolu je pripadala i Vlaska
ulica te dio zemljiSta na susjednom brdu na
kojem je podignuta kula - Popov toranj.

Nabrduzapadnood Kaptola, uzdesnu
obalu potoka Medvescaka, osnovano
je godine 1093. naselje Gradec (Grec,
Grech, Gri¢). Znacajniji razvoj biljezi
tijekom 12. stolje¢a kao utvrdeni ,grad”.
Prvi se put taj dio Zagreba spominje
u listini iz 1201. godine, pod imenom
Castrum Grec juxta Zagrabia ili Tvrda
Grec kod Zagreba. Gradec je u ranijem
razdoblju svoga postojanja naseljavan
uglavnom obrtnicima i trgovcima.
Godine 1242. Gradec i njegovi zitelji
stekli su i posebne povlastice dodijeljene
im Zlatnom bulom ugarskog kralja Bele
IV. Gradec postaje ,,slobodni i kraljevski
grad na brdu Gradecu zagrebackom”.
Zitelji Gradeca od tada viSe nisu pod
jurisdikcijom Zupanijske vlasti, imaju
punu autonomiju, svoju sudbenu vlast,
stekli su posjede u okolici gradaipravona
odrzavanje tjednih sajmova. Kralju pak su
se obvezali na vojnu obvezu. Od 1242. do
1266. godine grad je utvrden bedemima

i kulama. Njegov se oblik do danas vrlo
malo izmijenio. Grad je imao cetvora
vrata. Na zapadu Mesnicka, na sjeveru
Nova (kasnije Opaticka), na jugu Duverce,
ana istoku Kamena. Do danas su ocuvana
samo Kamena i nazivaju se Kamenita
vrata. SrediSte Gradeca je Markov trg na
kojemu se nalazi crkva sv. Marka. Gradec
je od samog pocetka utemeljen kao grad
unutar sustava zidina i kula, unaprijed
odredenog plana te pravilnog tlocrta. Od
sredine 14. stoljeca organizacija gradskog
prostora nije se bitno mijenjala iz cega se
moze iS¢itati cjelovitu, gotovo netaknutu
strukturu srednjovjekovnog grada.

Na Zalost, izmedu Kaptola i Gradeca
stolje¢ima su se vodile borbe oko posjeda
i mlinova. Na te borbe podsjecali su do
najnovijeg doba toponimi Krvavi most,
Krvavi potok. Sukobi su potrajali sve do
pocetka Sesnaestog stolje¢a. Gradec je s
Kaptolom od 1860. godine ¢ime zapocinje
suvremeno doba uprave u Zagrebu.
Danas Gradec pripada gradskoj cetvrti
Gornji grad-Medvescak.

Vrhunac prosperiteta, obrtnicki i
trgovacki, Gradec dostize u 14. stoljecu.
Bilo je to u vrijeme kada je zabiljezeno
postojanje i djelovanje lijecnika, kirurga
i ljekarnika te postupno snazenje brige o
zastiti zdravlja njegovih stanovnika. Dobro
je poznata, primjerice, ¢injenica da je Jacobus
de Placentia biskup zagrebacki (1343.-1348.),
u tomu razdoblju donio u Zagreb pregrst
birane medicinske literature iz poznatih
medicinskih centara izvrsnosti, napose
Montpelliera, $to su neki povjesnicari

Mr. sc. Marijan SABOLIC, dr. med. vet., Veterinarska stanica d.d., Varazdin
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tumacili kao mogucnost njegove namjere da
ovdje osnuje medicinsko uciliste. U istom
se stoljecu po prvi put spominje najstarija
zagrebacka ljekarna te hospital pod imenom
Blazene Djevice Marije. Hospital se nalazio
na zapadnoj strani Markova trga na mjestu
danasnje zgrade Banskih dvora. Ve¢ se
tijekom trinaestog stolje¢a na zagrebackom
Gradecu nastanilo nekoliko venecijanskih
obitelii o c¢emu danas svjedoci naziv
jedne od gornjogradskih ulica (Mletacka).
Nastanili su se i trgovci iz Firence. Navodi
se podatak da je praunuk znamenitog
pisca Dantea Alighierija, ljekarnik Nicolo
Alighieri zivio i radio u gornjogradskoj
ljekarni. Prvi propis kojim je reguliran rad
gricke ljekarne donesen po gradeckom
magistratu grada Zagreba je Statut grada
Zagreba iz 1425. godine kada se spominje
i prvi sluzbeni naziv ljekarne - Apotheca
Civitatensis ad aquillam Nigram (,,Gradska
ljekarna k crnom orlu”). Nalazila se odmah
iznad Kamenitih vrata na kbr. 9 na uglu s
Habdelicevom ulicom (Fatovi¢-Ferencic¢ i
Ferber-Bogdan, 2004.)

Nedvojbeno je Gradec, s raznovrsnim
sadrzajima, od kulturnih, trgovackih,
politickih do javnozdravstvenih, mogao
odgovoriti svim zahtjevima tadasnjeg
gradskog sredista.

Ipak, gricki magistrat muku je mucio
s nizom problema koji su zadirali u
podrudje javnog zdravstva, ekologije,
zoohigijene etc. Higijenski uvjeti u
kojima su tijekom srednjovjekovlja zivjeli
zitelji grada bili su zacijelo i viSe nego
teski. O tomu svjedoce i odrednice veé
spomenutog Statuta iz 1425. godine.

Odredba iz toga najstarijeg sacuvanog
gradskog propisa vezana na higijensko i
ekolosko , prosvjecivanje” grickih Zitelja
glasi: ,, ...Nitko da se ne usudi covjecje blato
vulgo zmeti zvano, u kuci sabrano ili abvaser
(voda od pranja — op.a.) ili kakav drugi
smrdljivi gad narocito pepeo, parilo i poplate
globe od 60 denara za proi put, a za drugi put
tri penze (120 denara), a treci put neka pretrpe
vecu kaznu...svinje moraju biti zatvorene
u kocu da ne napadaju ljude i ne podrivaju
gradske zidine; u protivnom e ih suci prisvojiti
za sebe...zabranjuje se takoder izbacivanje
Zivotinjskih i ljudskih(!?) lesina na ulicu,
ili njihovo bacanje preko zida uz kraljevsku

palacu i iznosenje na gradska vrata...strvina
se ima baciti u jarak pokraj Mesnickih ili Novih
vrata “ (Anonymus, 1974.).

Zabrana o bacanju mrtvaca zvuci
doista monstruozno. No, viSe je nego
pouzdano da se ono Sto je bilo ediktom
zaprijeCeno doista i dogadalo. Na
nevelikom, skudenom i zidinama
opasanom prostoru Grica higijenski su
uvijeti Zivljenja bili doista teski. O nekim
,intimnijim” prostorijama, kanalizaciji,
doista nije moglo biti niti govora.
,Sre¢om” pa je podno zidina tekao potok
Medvescak ponekad zvan i Crikvenik.
U potok se preko zidina bacalo smece,
praznile no¢ne posude, leSine uginulih
zivotinja. Sve je to Sirilo uzasan smrad, a
pogodovalo je i pojavi razlicitih bolestina.

Nareceni se Statut iz 1425. godine,
bavio i kontrolom kakvoce namirnica
koristenih u prehrani ljudi vezano na
zastitu zdravlja stanovnistva.

Temeljna odredba Statuta bila je da
se sva roba moZze i mora prodavati iskljucivo
unutar gradskog trga te da ju ne smiju
prodavati prekupci.

Primjerice, mnogistanovnicinisu sami
pekli kruh veé su ga kupovali od hijebarica.
Gradskim uredbama bilo je odredeno
kako je obvezno kruh pripremati i kolika
se dobit pripremanjem i pecenjem kruha
moze ostvariti. Hljebaricama i drugim
piljaricama bilo je zabranjeno tkati dok
prodaju svoju robu kako se ova ne bi
onecistila. Kad bi bile uhvadene kako
krSe ovu odredbu placale bi kaznu od 60
denara, drugi puta 3 pensa, a tre¢i puta
bi im roba bila oduzeta. I varazdinske
su gradske vlasti donosile odredbe koje
su se odnosile na hljebarice. Godine
1588. poglavarstvo je odredilo da svoje
proizvode smiju prodavati samo na za
to odredenom mjestu - gradskoj trznici.
Deset godina kasnije naredeno je da se
kruh ima povecati i poboljsati.

Povrée su stanovnici Gradeca kupovali
ili uzgajali u svojim vrtovima u podgradu
- Ilici. Na okolnim obroncima stanovnici
Grica imali su vinograde. Vinom se takoder
trgovalo za koje su gradske vlasti odredivale
cijenu. Varazdinska gradska uprava tako je
1593. odredila da cijena vina i medovine
nece biti deset vec¢ devet krajcera.
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Sir, mlijeko i jaja u grad su donosile
zene iz okolnih sela noseci kosare na glavi
bas kao Sto su to do nedavno cinile Zene
iz zagrebacke okolice, poznate kumice.

Meso su gradani nabavljali u
mesnicama koje su bile smjeStene u
Mesnickoj ulici. Podigla ih je op¢ina,
a potom iznajmljivala mesarima. Pod
odredenim uvjetima gradske su vlasti
mesnicu mogle nekomu i darivati.
Zupniku crkve sv. Marka, mesnica je
darivana te je njome mogao slobodno
upravljati, dapace mogao ju je dati i u
najam, a Mresan je bio obvezan svakog
Cetvrtka drzati misu pred oltarom sv.
Lovreu crkvi sv. Marka. Propustiliijednu
misu mesnica ¢e biti oduzeta. Nadzor nad
mesnicama bio je veoma strog i budno
se pazilo da se ne prodaje pokvareno
meso. Spominje se mesar koji je stoga sto
je prodavao pokvareno meso bio izbatinan, po
njemu su povjesali komade pokvarenog mesa
te ga protjerali iz grada, vrati li se u grad biti
Ce spaljen (!). Varazdinsko je poglavarstvo
u to vrijeme odredivalo cijenu mesa.

Dosta vazno mjesto u prehrani Gra-
decana zauzimala je i riba. U Gradecu su
svjezu ribu ribari mogli prodavati samo
do podneva. Nakon toga, po nalogu
dekana, a prema odredbi iz 1425. godine,
gradski je sluga odsjekao svim neprodanim
ribama repove kako se sutradan vise ne bi
mogla prodavati kao svjeza (Karbi¢, 2006.).

Namece se misao kako je magistrat
Gradeca ovim odrednicama Statuta iz
1425. godine i te kako nastojao zastititi
gradanstvo od razlicitih bolesti baveci se,

nanekinacin, zapravo problemimajavnog
zdravstva i ekologije pa i veterinarskog
javnog zdravstva i dobrobiti zivotinja.

Sazetak

Godine 1242. zagrebacki Gradec (Grec,
Grech, Gric) i njegovi Zitelji stekli su posebne
povlastice dodijeljene im Zlatnom bulom
ugarskog kralja Bele IV. Gradec postaje
,slobodni i kraljevski grad na brdu Gradecu
zagrebackom”. Zitelji Gradeca od tada nisu
pod jurisdikcijom Zupanijske vlasti, imaju punu
autonomiju, svoju sudbenu vlast, stekli su
posjede u okolici grada i pravo na odrzavanje
tjednih sajmova. Dakako, to je donijelo i obvezu
rjeSavanja niza problema iz svakodnevnog
zivota. Gricki je magistrat muku mucio s nizom
problema koji su zadirali u podrudje javnog
zdravstva, ekologije, zoohigijene etc. S toga
je po gradeckom magistratu, 1425. godine
donesen Statut cijim se odrednicama nastoji
barem u dijelu urediti odnos prema okolisu,
na¢in prometa namirnicama namijenjenim
prehrani ljudi pa i cijene proizvoda i usluga.
Dakako, odredene su i mjere kojima je bio
zaprijeen neposluh svih koji su dijjelili suzivot
u ,slobodnom i kraljevskom gradu na brdu
Gradecu zagrebackom”.
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Ecological and public health issues in medieval Zagreb Gradec

(Gric)
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In 1242, Zagreb’s Gradec (Grec, Grech,
Gri¢) and its inhabitant received special
privileges granted by virtue of the Golden Bull
of Hungarian King Bela IV. With this, Gradec
became a “free and royal city on the Gradec hill
of Zagreb”. From that point on, the residents
were no longer under the jurisdiction of the
county authorities, they had full autonomy,
their own court rule, they acquired estates in
the surrounding lands, and they received the
right to hold weekly fairs. This brought with it
the obligation of resolving a series of problems

in everyday life. The Gradec magistrate had to
deal with a number of issues concerning the
areas of public hygiene, ecology, zoohygiene
and the like. Due to his efforts, in 1425 the
Statute was adopted, and its provisions
aimed at regulating the attitude towards the
environment, the manner of trading items
intended for the human diet, and the price of
products and services. Sanctions were also
prescribe to prevent disobedience of those
co-inhabiting the “free and royal town on the
Gradec hill of Zagreb”.
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mmm iznosi 3-5 mL/100 kg Lm. (0.6-1 mg
L, i) U sludaju iom: primjene aplicica se 4

mL 100 kg tm.

Pax

Doza Xylazine 2% je 0.15 mL/kg t.m. {hlﬁﬁimj

Zastupnik

GVA °

CENTRALNA VETERINARSKA 0
AGENCIJA d.o.o.
Zagreb, Utinjska 40
tel. 01/2304-334; -335
fax. 01/6604-031

U SVIM BOLJIM VELEDROGERIJAMA



EUROPSKI ZNANSTVENI PROJEKTI

CAPACITIES

FLOCK-REPROD Europski istrazivacki
projekt: Nehormonalno rasplodivanje koza
tijekom i izvan sezone spolne aktivnosti za
odrzivo europsko trziste kozjeg mlijeka

J. Grizelj, S. Vince, M. Avdi, ]. P. Barbas, K. Boissard, A. Branca,
J. Carrizosa, S. Cavaco-Gongalves, G. P. Epifani, A. Fatet, B. Floris,
S. Freret, A. Lopez-Sebastian, R. Mascarenhas, G. Michailidis, S.

Zamfirescu, P. Boue i M. T. Pellicer

Sedmi okvirni program FP7

Istrazivanje za Udruge malog i srednjeg poduzetnistva

FLOCK-REPROD europski istrazivacki
projekt financiran u sklopu Sedmog
okvirnog programa (ugovor broj 243520)
zapoceo je s radom u prosincu 2009., a
okuplja 15 partnera ukljucujudi istrazivacke
institucije te malo i srednje poduzetnistvo
ili njihove udruge: CAPGENES (Francuska,
koordinator projekta), ACRIMUR, KPRA
i CABRAMA (Spanjolska), ANCRAS
(Portugal), ARAL (Italija)), CAPRIROM
(Rumunjska), OLYMPOS (Grc¢ka) i OPG
Moravec (Hrvatska).

Projekt ¢e osigurati europskom
mljekarskom kozarstvu inovativnu,

gospodarski i  okoliSno  odrzivu
tehnologiju koja je neophodna za
nehormonalnu  proizvodnju  kozjeg
mlijeka i srodnih proizvoda kao $Sto
je sir. Isto ¢e se ostvariti umjetnim
osjemenjivanjem (UO) kojim dce se
kontrolirati rasplodivanje tijekom cijele
godine, bez egzogene uporabe hormona.

FLOCK-REPROD  tehnologija  ¢e
omogucditi europskom kozarstvu da
djeluje u potpunom suglasju s legislativom
Europske komisije koja  ogranicuje
koriStenje  egzogenih hormona (koje
trenutno koristi veéina uzgajivaca kod kojih

Juraj GRIZEL], Silvijo VINCE, Veterinarski fakultet, Zagreb, Hrvatska; M. AVDI, G. MICHAILIDIS, AUTH
Aristotle University, Solun, Grcka; J. P. BARBAS, S. CAVACO-GONCALVES, R. MASCARENHAS, INRB
(Instituto Nacional De recursos Biologicos), Portugal; A. BRANCA, G. P. EPIFANI, B. FLORIS, UNISS
(Universita Degli Studi Di Sassari) i AGRIS Sardinija, Italija; ]. CARRIZOSA, A. LOPEZ-SEBASTIAN, INIA
(Instituto Nacional De Investigacion Y Tecnologia Agraria Y Alimentaria) i IMIDA, Spanjolska; A. FATET,
S. FRERET, M.T. PELLICER, K. BOISSARD, INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), Fran-
cuska; S. ZAMFIRESCU, OVIDIUS (Universitatea Ovidius Constanta), Rumunjska; P. BOUE, CAPGENES,

Francuska.
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se primjenjuje UO), a koja ¢e biti dodatno
poostrena u vrlo bliskoj buduénosti.

U tom smislu FLOCK-REPROD ¢e
omoguditi buducu odrzivost kozarstvu
kako s gospodarskog tako s ekoloskog
aspekta. FLOCK-REPROD ¢e nadalje
omoguditi europskom kozarstvu da
odgovori na povecanu potraznju za kozjim
mljekarskim  proizvodima  ukljucujuci
organski proizvedene proizvode putem
kontinuirane  opskrbe = nehormonalno
proizvedenog mlijeka tijekom cijele
godine.

15 partnera iz 7 razli¢itih zemalja
uklju¢eno je u provedbu FLOCK-
REPROD projekta. U svakoj zemlji, jedna
znanstvena ustanova vodi istrazivanje
za dobrobit jednog malog ili srednjeg
poduzeca ili njihovih udruzenja.

Kako bi se ostvarili ciljevi projekta,
plan rada je poslozen kako slijedi:

e Projekt je sastavljen od 3 istrazivacka
radna paketa (work packages, WP1-
3), u kojima znanstveni partneri
provode pokus optimizacije razli¢itih
predlozemh tehnika.
Glavni rezultat ova 3 radna
paketa bit ¢e detaljni protokoli o
tome kako ostvariti visok stupanj
sinkronizacije estrusa na temelju
koriStenja ,utjecaja muzjaka” i
svjetlosnog rezima koji omogucuju
optimalne uvjete za UO.

= Objavit ¢e se vise razlicitih
protokola, ovisno o razlicitih
tehnickim uvjetimaizemljopisnom
polozaju uzgajivaca.

e Ove c¢e protokole zatim, u 4.
radnom paketu (WP4), u farmskim
uvjetima testirati sva mala i
srednja poduzetniStva u projektu
i njihove udruge, kako bi ih se
moglo optimizirati i validirati prije
diseminacije i koristenja (WP5).

Slika 1. Jarac opremljen Slika 2. Koze markirane ti- Sllka 3. Farmskl objekt prl—
pregacom s bojom, u odjeljku s  jekom estrusa od strane jarcas premljen za provedbu svjetlos-

kozama pregacom

nog rezima

Slika 4. Umjetno osjemenjivanje
koze

Slika 5. Otvoreni cerviks maternice
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* Naposlijetku, 6. radni paket (WP6)
ukljucuje aktivnosti managementa,

a ukljucuje financijsku, znanstvenu

i administrativnu  koordinaciju

projekta.

Formirana je platforma zainteresiranih
(stakeholder platform) koju sacinjavaju
predstavnici mljekarske industrije, udruga
potrosaca, ministarstava i svih koji se bave
reprodukcijom koza. Novi zainteresirani
su i viSe nego dobro dosli. Za ukljucivanje
u navedenu bazu dovoljno je obratiti se na
sliedecu elektronsku adresu: marie.weiss@
tours.inra.fr

Ocekivani rezultati na kraju projekta

(studeni 2013.) su:

* Znanstveno izvjeS¢e o tehnikama
indukcije (utjecaj muZzjaka s ili bez
svjetlosnog  rezima) sinkronog
ovulacijskog odgovora ovisno o razini
sezonalnosti koza, van sezone spolne
aktivnosti (WP1 i WP2);

® Znanstveno izvjeS¢e o koristenju
utjecaja muzjaka i svjetlosnom rezimu
tijekom sezone spolne aktivnosti
(WP112);

e Protokoli UO testirani u manjem
razmjeru koriste¢i utjecaj muzjaka s
ili bez primjene svjetlosnog rezima,
kako tijekom tako i van sezone spolne
aktivnosti (WP3);

¢ Demonstracija uo protokola
testiranih u vedem razmjeru, u
stvarnim uvjetima (WP4);

e Tehnicki vodi¢ =za tehnicare i
prakti¢ni vodi¢ za uzgajivace o novim

protokolima UO (WP5);
e Prakticni vodi¢ o gospodarskim
i tehnickim prednostima i

ogranicenjima koriStenja opisanih
tehnika (WP5);

e DVD za uvjezbavanje (teoretski
i prakticni trening) o primjeni
protokola UO, na 8 europskih jezika
(engleski, francuski, grcki, hrvatski,
portugalski, rumunjski, Spanjolski
i talijanski), na nacin pristupacan
uzgajivac¢ima (WP5);

e FLOCK-REPROD zastitni znak i uz to
vezani ugovori o licenciranju (WP5);

* Poslovni model Europske tehnicke
grupe za reprodukciju koza (WP5).

Sazetak prvog projektnog

razdoblja

Tijekom prvog razdoblja projekta
FLOCK-REPROD, tj. od 01. prosinca
2009. do 30. studenog 2010., zapocela su s
aktivnostima 3 istrazivacka radna paketa
(WP1 - WP3):

Pokusi su provedeni na alpskim
kozama wu Francuskoj, sanskim u
Hrvatskoj, Murciano-Granadina kozama
u Spanjolskoj, sardinijskim kozama na
Sardiniji, Serrana u Portugalu, Capra-
Prisca, Damascus i Skopelos kozama u
Grckoj te na bijeloj banatskoj i karpatskoj
pasmini koza u Rumunjskoj.

WP1 je oblikovan kako bi dao
odgovore na 3 kljutna, medusobno
povezana pitanja bitna za uspjesno
koriStenje , utjecaja muzjaka”.

Prvo, WP1 namjerava analizirati
kroz 2 wuzastopne godine, sezonske
varijacije spolne aktivnosti muzjaka
i zenki autohtonih, lokalnih pasmina
(zadatak 1.1) kako bi se utvrdilo kada se
tijekom godine mozZe primijeniti ,utjecaj
muzjaka”. To predstavlja prvi korak
uspjesnog koriStenja utjecaja muZzjaka.
Ovaj je zadatak zapoceo te se odvija na
lokalnim rumunjskim (karpatska i bijela
banatska) i grékim (Scopelos, Damascus)
pasminama za koje nisu dostupni detaljni
podatci o sezonalnosti spolne aktivnosti.

Drugo, WP1 namjerava
okarakterizirati  ovulatorni  odgovor
nakon provedbe utjecaja muzjaka u
tipicnih europskih pasmina koza, u
razli¢ito vrijeme sezonskog anestrusa,
s i bez koriStenja svjetlosnog rezima
(zadatak 1.2). Ova je zadacda ispunjena
tijekom prvog razdoblja trajanja projekta
na kozama pasmine Capra prisca, s ciljem
odabira najboljeg vremena izvodenja
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utjecaja muzjaka tijekom razdoblja
anestrusa, bez koriStenja svjetlosnog
rezima. Tijekom prvog razdoblja trajanja
projekta, takoder je proucavano je li
svjetlosni tretman Zenki i/ili muzjaka
neophodan za poboljSanje odgovora
koza na utjecaj muzjaka tijekom
trajanja sezonskog anestrusa u sanskih,
sardinijskih i Serrana koza u kojih do sada
nisu proucavane prednosti svjetlosnog
rezima u poboljSanju odgovora na utjecaj
muZjaka. Tijekom drugog razdoblja
trajanja projekta, ovaj ¢e se zadatak
izvesti na karpatskoj, bijeloj banatskoj,
Scopelos i Damascus pasmini koza.

Trece, WP1 namjerava analizirati
strategije managementa Zenki i muzjaka
kako bi se poboljsao, pojednostavio i
standardizirao protokol utjecaja muzjaka
(zadatak 1.3). Upravo su u tijeku dva
eksperimentalna protokola u koza alpske
pasmine. Ovaj ¢e zadatak biti zakljucen
u drugom razdoblju trajanja projekta
uklju¢ujuéi tu Serrana i Capra prisca
pasmine koza.

Cili WP2 je razviti nove rezime
fotoperioda,  temeljene  samo na
manipulaciji svjetlom, bez koristenja
melatonina (implantata), primjenjivim u
otvorenim Stalama i vrlo ucinkovitim u
poboljsanju odgovora na utjecaj muzjaka
van sezone spolne aktivnosti u ljeto
(zadatak 2.1) i tijekom sezone spolne
aktivnosti (zadatak 2.2). Oba su zadatka
zapocela u prvom razdoblju, a predvida
se njihovo zakljucenje tijekom drugog
razdoblja trajanja projekta.

FLOCK-REFROD
European Research

for the benefit of goat breeders
throwgh 1o the consumess

Cilj WP3 je razvijanje protokola UO
temeljenog na koristenju prostaglandina
(zadatak 3.1) te protokola bez koristenja
hormona (zadatak 3.2), koriste¢i utjecaj
muzjaka za indukciju i sinkronizaciju
ovulacija te ukljucivanjem Sto je
moguce manjeg broja ponavljanja UO
u stadu. Rezultati dobiveni u radnim
paketima 1-3 ce biti ocijenjeni te Ce
sluziti definiranju zavrsnih protokola
(zadatak 3.3), koji ¢e omogucditi sustavno
planiranje UO, prethodno poduzetih u
eksperimentalnim postupcima u WP4.
Zadatak 3.1 je zapofeo na Murciano-
Granadina kozama tijekom prvog
razdoblja. Eksperimentalni protokoli ce
takoder biti provedeni na alpskoj, sanskoj
i sardinijskoj pasmini koza tijekom
drugog razdoblja trajanja projekta.

Prvi znanstveni rezultati projekta
pokazuju da je utjecaj muZjaka vrlo
obecavajuca nefarmakoloska alternativa
hormonima u svrhu induciranja i
sinkronizacije estrusa u nekih pasmina
koza.

Intenzitet  sezonalnosti  zivotinja
je glavni cimbenik odgovoran za
ucinkovitost ~odgovora na  utjecaj
muzjaka. Zbog toga, ovisno o pasmini i/
ili razdoblju anestrusa, svjetlosni rezim
zenki i/ili muzjaka moze biti neophodan
za optimizaciju odgovora na utjecaj
muZjaka.

Sve informacije o aktivnostima
projekta dostupne su na mreznoj stranici
projekta: www.FLOCK-REPROD.eu
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Klaus-Dieter Budras ® Robert E. Habel
ANATOMIJA GOVEDA

s Christoph Miilling i Paul Greenough

Izdavac: Schliitersche, Verlagsgesellschaft
mbH & Co. KG

Znanstvena ilustracija: Gisela Jahrmarker,
Renate Richter, Diemut Starke

Drugo prosireno izdanje 2011.

184 stranice., 50 velikih slika u boji s

preko 100 ilustracija

9% x 13 ¥2”, tvrdi uvez

ISBN 978-3-89993-052-8

E-Book ISBN 978-3-8426-8359-4 (pdf)

Cijena: € 86,- [D] /€88,50 [A] / £86,- / $ 106,-
Anatomija goveda je u cjelosti ilustri-

ran atlas s velikim crtezima topografske

anatomije cijelog tijela, popracena ilus-

tracijama kostiju, zglobova, misica, orga-

na, krvnih Zila, Zivaca i limfnih ¢vorova.
Sistematske tablice sadrze informacije

ifernim zivcima, a daju brze infomacije u

odnosu na tekst.

schlutersche
Verlagsgesellschaft mbH & Co KG

Osobita je pozornost u atlasu posvecena
histologiji, rastu i funkciji papaka.

Nova poglavlja o klinickoj anatomi-
ji intergriraju anatomske spoznaje s
klinickim postupcima i problemima.

Anatomija goveda je ilustrirani at-
las koji sadrzi oko 150 preciznih crteza
u boji baziranih na sekciji u tu svrhu
specijalno  pripremljenih  preparata.
Primijenjene su topografska i sistemska
anatomija Sto Citatelju osigurava potpuni
uvid u strukturu i funkciju cijelog tijela
goveda i medusobne interakcije u Zivom
organizmu, a novost u ovom drugom
prosirenom izdanju je i poseban osvrt na
klini¢ku primijenjenu anatomiju.

S 50-ak stranica vise i 70-ak dodatnih
crteza i klinickih fotografija u odnosu na
prethodno izdanje, ovo prosireno izdanje
stavlja naglasak na anatomske strukture
u klinickoj perspektivi. Kourednici ovog
izdanja su cijenjeni stru¢njaci iz podrudja
anatomije goveda u SAD-u i Kanadi.

Ovaj Atlas predstavlja osnovni izvor
informacija za studente, nastavni materi-
jal za profesore i vrlo vrijedan materijal
za doktore veterinarske medicine u teren-

skoj praksi.

Autori

Klaus-Dieter Budras, DVM, PhD,
Professor em., Sveudiliste u Berlinu,
Njemacka;

Robert E. Habel, DVM, PhD, Profes-
sor em., Sveuciliste Cornell, Ithaca, New
York, SAD;

Cristoph K. W. Miilling, DVM,
PhD, Professor, Sveuciliste u Leipzigu,
Njemacka;

Paul R. Greenough, DVM, PhD, Pro-
fessor em., Sveucdiliste Saskatchewan,
Saskatoon, Kanada.

Marko SAMARDZIJA
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NASA FOTOGRAFIJA

CETIRI PRIJATELJA VETERINARA
1Z 1958. GODINE

Maks Karlovié

U mnogim veterinarskim krugovima
susreCemo vecu ili manju skupinu
veterinara koja se je povezala u prijateljsku
i interesnu cjelinu kao Sto su: lovdi, ribidi,
Sportasi, pjevaciitd.ikojisu ostali godinama
povezani. Cetvoricu takvih veterinara
povezivala je vesela narav, druzeljubivost
i dugogodisnja poslovna suradnja.
Dvojica su od njih radila u Veterinarskom
zavodu KriZevci i poslije u Centru za U.O.
Krizevci, a druga dvojica u Veterinarskoj
stanici Bjelovar. Evo podataka o njima:
Franjo HORVAT (roden 1912., diplomirao
1941.), Porde DURASEVIC (roden 1915,

Sjede (slijeva na desno): Mirko NEMET, Dorde DURASEVIC, Milan KOVACEVIC i Franjo

HORVAT

diplomirao 1939.), Milan KOVACEVIC
(roden 1915, diplomirao 1948.) i Mirko
NEMET (roden 1916., diplomirao 1940.). U
Bjelovaru su radili Franjo Horvat 29 godina
(1950. — 1979.) i Porde DURASEVIC 20
godina (1950. — 1970.), u KriZzevcima pak
Milan KOVACEVIC u Veterinarskom
zavodu i Centru za U.O. 31 godinu (1950.-
1960. i 1960. — 1981.) i Mirko NEMET 7
godina (1952. — 1956. i 1956. — 1959.).

Na priloZenoj je fotografiji zabiljezeno
da je snimljena 1958. godine, ali nije
navedeno kojom je prigodom i gdje
snimljena.

Dr. sc. Maks KARLOVIC, dr. med. vet., znanstveni savjetnik u mirovini, Zagreb
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IN MEMORIAM

Bozidar SIMUNIC roden je 21. 10.
1921. godine u Krapini, diplomirao je 22.
5. 1946. i doktorirao 27. 2. 1953. (Prilog
djelovanja  stilbestrola kod anestrije
goveda i svinja) u Veterinarskom fakultetu
Zagreb. Radio je kao veterinar u Slavonskoj
Orahovici (1946.-1947.) i u Gospicu (1947 -
1948.), u Veterinarskom zavodu Krizevci
(1948.-1950.) kao asistent u Porodiljskoj
klinici Veterinarskog fakulteta Zagreb
(1951.-1952.), u Veterinarskom zavodu
Krizevci (1952.-1954.) i kao direktor
Veterinarske stanice Varazdin do odlaska
u  mirovinu  (1954.-1985.).  Tijekom
boravka u KriZzevcima organizirao je
1948. godine eksperimentalnu Stanicu
za umjetno osjemenjivanje i suzbijanje
steriliteta goveda. Kao asistent Porodiljske
klinike boravio je 1950. u Prelogu, gdje je
zajedno s Grosinicem uspjeSno suzbijao
trihomonijazu ~ uvodenjem  umjetnog
osjemenjivanja. U Varazdinu je izgradio
Centar za umjetno osjemenjivanje,
osnovao 1961. godine Stanicu u kojoj
se provodio test na meso ispitivanjem
bikova po potomstvu, 1962. prvi Centar
za umjetno osjemenjivanje svinja i 1974.

prvu Performance stanicu za proizvodnju
rasplodnih bikova za sve centre za umjetno
osjemenjivanje u Hrvatskoj. Bio je osnivac
i prvi predsjednik Sekcije za reprodukciju
domadih Zivotinja, predsjednik Skupstine
Republicke  zajednice za zdravstvenu
zastitu stoke, clan Republickog komiteta
za poljoprivtedu SR Hrvatske, clan i
zamjenik predsjednika Prosvjetnog savjeta
SIV-IV za znanstveni rad SR Hrvatske itd.
Primio je viSe nagrada i priznanja, medu
njima ,,Zdrijebe u propnju”. Objavio je 152
znanstvena i strucna zapisa, od kojih 23 u
Casopisu ,Veterinarska stanica”. Umro je
13. 1. 2011. u Varazdinu.

Mirko MATISIN roden je 25. 8.
1925. u Virju, diplomirao 24. 10. 1953. u
Veterinarskom fakultetu Zagreb. Radio je
u Veterinarskoj stanici Bosanska Dubica
(1955.-1977.), u poduzecu Koopexport
Zagreb (1977.-1982.) i u Veterinariji, Zagreb
do odlaska u mirovinu (1982.-?). Umro je u
kolovozu 2010. u Zagrebu.

Maks KARLOVIC
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In memoriamdr. sc. Hrvoje Kovaci¢, dr. med. vet.

Godine prolaze, a uz njih odlaze i
nekadasnji znanci, suradnici i prijatelji
i odlaze tada zauvijek. Medu takvima
sudbina je zabiljezilanedavnoismrt kolege
Hrvoja Kovacic¢a. Hrvoje Kovaci¢ dosao je
u Institut nekoliko godina poslije mene ine
sjecam se kao takvog bilo kakvog susreta
s njim tijekom studija. U institutu smo se
upoznali, ostali znanci i pozdravljali pri
slucajnim susretima. Radili smo u dvama
odvojenim odjelima i ti su susreti u vise
navrata bili samo slucajnost. A onda smo
tijekom razvoja poceli odlaziti povremeno
na zajednicka putovanja i poceli obavljati
i nase prve zajednicke zapise. Postali smo
stvarni suradnici, a odlatle je slijedio razvoj
u istinsko prijateljstvo.

Hrvoje Kovaci¢ roden je 19. rujna
1932. u Glini, gimnaziju je zavrSio 1951.
u Varazdinu te Veterinarski fakultet

20. prosinca 1956. u Zagrebu, gdje je i
doktorirao 27. studenoga 1964. Poceo je
raditi kao tehnolog u Mesnoj industriji
,Sljeme” u Zagrebu odakle je presao ubrzo

u Veterinarski institut i tu je preSao sva

uobicajena napredovanja od asistenta,

znanstvenog suradnika, viSeg znanstvenog
suradnika do znanstvenog savjetnika

(1960.-1990.). Tijekom tog vremena bio

je voditelj Laboratorija za brucelozu i

leptospirozu i Odjela za imunologiju

te od 1992. do 1995. wvrsitelj duznosti
direktora Veterinarskog instituta. Boravio
je na usavrSavanju kao stipendist FAO-a

u Danskoj, Svedskoj i Velikoj Britaniji.

Kao struénjak spomenutih znanstvenih

podrudja obradivao je:

e brucelozu (bruceloza zeCeva u
Hrvatskoj, specifiéni i nespecific¢ni
aglutinini za brucele u serumu goveda,
specificna i nespecificna protutijela u
brucelozi goveda, rasprostranjenost
bruceloze u Jugoslaviji),

e tuberkulozu (utjecaj nespecifiénih
senzibilizacija na pouzdanost
tuberkulinskog testa u goveda, avijarna
tuberkuloza u svinja, pilovinska stelja
kao uzrok tuberkuloze u svinjogojskim
farmama, monotest u dijagnostici
tuberkuloze goveda, plucna
tuberkuloza u covjeka uzrokovana
M. Bovis, prva tuberkulinizacija u
Hrvatskoj 1898. godine),

® leptospiroze (leptosiroza u miSolikih
sisavaca protutijela leptospira u jelena,
u divljih svinja, u lisica, u medvjeda,
u srna i u bizamskih Stakora te lovne
divlja¢i u Hrvatskoj, albino miSeva i u
poljskog misa).

® (-groznica (proSirenost Q-groznice
u goveda, ovaca i koza u Hrvatskoj,
nalazi u domacih zivotinja i ljudi).
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In memoriam dr. sc. Hrvoje Kovaci¢, dr. med. vet.

Posebno se isticu zapisi o utvrdivanju
krvnih grupa u goveda i proizvodnja
dvaju novih seruma kao i izrade novog
specifi¢nog tuberkulina.

Radove je objavljivao pretezno
u domadim struénim i znanstvenim
casopisima (Veterinarski arhiv,
Veterinarska stanica, Praxis veterinaria,
Lijecnicki vjesnik, Radovi za znanstveni
rad JAZU u Vinkovcima, Periodicum
biologorum i Plu¢ne bolesti), u dvama
beogradskim casopisima (Veterinarski
glasnik i Vojnomedicinski pregled) te u
inozemnim (Folia parasitologica — Prag,
Diagnosis, Control and Vacctination —
Paris, Bioscience and Microflora —Tokyo i
Wiener tierdarztliche Monatsschrift- Wien).

Objavio je 83 strucna i znanstvena
zapisa, od kojih je, kao suradnik casopisa
,Veterinarska stanica” objavio dvanaest u
tom casopisu. Sudjelovao je kao suradnik
u vecem broju inozemnih (Atena, Paris,

Cordoba, Budapest, Melbourne, Bologna,
Ljubljana, Lipica, Kopaonik, Neum,
Birmingham i Pisa) i domacih skupova
(Plitvicka jezera, Plitvice, Split, Dubrovnik,
Makarska i Primosten). Bio je voditelj dvaju
znanstvenih projekata (jedan je financiralo
Ministarstvo znanosti i tehnologije RH
i drugi Ministarstvo poljoprivrede i
Sumarstva RH).

Clan je akademije medicinskih znanosti
Hrvatske od 1997. godine. U 2007. godini
dodijeljeno mu je u Veterinarskom institutu
pocasno zvanje zasluznog znanstvenika.
Umro je 17. 12. 2010. u Zagrebu.

U ime  wuredniStva  casopisa
,Veterinarska stanica” i osoblja
Hrvatskog  veterinarskog  instituta
Zagreb izrazavamo kao znanci, suradnici
i prijatelji naseg pokojnog kolege obitelji
iskrenu sucut.

Maks KARLOVIC
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Casopis ,Veterinarska stanica”
objavljivat ¢e u prvom redu c¢lanke
o djelatnosti veterinarskih stanica
imajuéi pri tome na umu njihovu
javnu funkciju propisanu zakonima,
pravilnicima, uredbama i drugim
propisima. Pritom c¢e se objavljivati
¢lanci o wustrojstvu veterinarskih
stanica i o njihovoj preobrazbi u
skladu s razvojem drustvenih odnosa
na selu.

. Veterinarska stanica” nastojat ce
pruzati struénjacima nove spoznaje iz
znanosti i napose prakse u zemljama s
razvijenim stocarstvom.

U naSem casopisu tiskat ce se
znanstvene i stru¢ne rasprave
prije svega za strucnjake koji
rade u veterinarskim stanicama i
ambulantama.

Bit ¢e u njemu i drustvenih vijesti,
obavijesti, mnajava 1 osvrta na
znanstvene i stru¢ne skupove i sl.
Objavljivat ¢emo referate od posebna
interesa za neposrednu praksu, zatim
prikaze knjiga i drugih publikacija.
Tekstovi originalnih i strucnih
rasprava te onih iz povijesti
veterinarstva i prikazi obljetnica
mogu imati pet do deset kartica
(pisanih u MS Wordu, veli¢ina fonta
12, prored 1,5), medutim, u iznimnim
slucajevima prihvatit e se i vedi
broj kartica. Misljenja, prijedlozi i
suceljavanja dvije do pet Kkartica.
Literarni zapisi cetiri do deset kartica.
Tekstove je potrebno pisati u MS
Wordu, font 12, srednji prored (1,5)
ili na pisacem stroju, srednje veliki
prored. Svaki novi stavak mora poceti
s uvucenim retkom.

Autore treba u tekstu citirati na
sljededi nacin:

9)

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

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

¢) ako su tri ili viSe autora: Lojkic i sur.
(1978.); (Vince i sur., 2009.).

Sve Sto se obraduje mora imati oblik

primjeren obradi materije u znanosti

i struci. UredniStvo moze zahtijevati

od autora da popravi svoj prilog ili ga

moze odbiti.

10) Svaka rasprava mora imati kratak

sazetak.

11) Isticemo napose da svi grafikoni

moraju biti izradeni u Microsoft
okruzju na racunalu, a fotografije
(obicne i digitalne) takve kvalitete da
se mogu uspjesno reproducirati.

12) Rukopisi se ne vracaju.

13) Oglasavanje

veterinarsko-medicin-
skih  proizvoda u casopisu
,Veterinarska stanica” mora biti
sukladno clancima 75-78 Zakona
0 veterinarsko-medicinskim
proizvodima  (Narodne  novine
84/2008.) i Pravilniku o nacinu
oglasavanja veterinarsko-medicinskih
proizvoda (Narodne novine
146/2009.).

U slucaju veterinarsko-medicinskih
proizvoda koji nemaju odobrenje za
stavljanje u promet, od oglasivaca
se obvezno trazi suglasnost za
oglasavanje izdana od nadleznog

tijela.

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): Adaption

of domestic animals. Philadelphia: Lea
and Febinger.

2. rasprava u knjizi: MAURER, F. D, R.
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UPUTE SURADNICIMA

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

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

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

5. zbornik sazetaka: (va]AVEC, S., Ljiljana
MARKUS CIZEL], S. CVETNIC i M.
LOJKIC (1985): Seroloski odziv svinja
na  eksperimentalnu  inaktiviranu
vakcinu bolesti Aujezskoga. Kongres
mikrobiologa Jugoslavije (Pore¢, 24.
- 28. rujna 1985). Zbornik plenarnih
predavanja i sazetaka priopcenja.
Zagreb (104).

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 Ferkel.

Dtsch. tierarztl. Wschr. 79, 229 -231.
(Cit. HANI, H., A. BRANDI, H.
LUGINBUHL, R. FATZER, H. KONIG
und J. NICOLET: Vorkommen und
Bedeutung von Schweinekrankheiten:
Analyse eines Sektionsguts (1971 -
1973) Schweiz. Arch. Tieheilk. 118, 105
- 125, 1976).

9. sazetak u nekom casopisu: NORVEL,
R. A. 1. (1981): The ticks of Zimbabve.
II.  Rhipicephalus  evertsi  evertsi.
Zimbabve Vet. J. 12 (2 - 3) 31 - 35 (Ref.
Veterinarstvo, 33, 21, 1983).

Predaja rukopisa:

Jednu kopiju rukopisa zajedno s
racunalnim 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,
Veterinarski fakultet, Heinzelova 55,
10000 Zagreb.

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

Svaki autor treba navesti:

Akademski stupanj, naziv i adresu
organizacije 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
objavljivani u ¢asopisu.
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