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1. UVOD

Peradarska proizvodnja najraSireniji je dio prehrambene industrije, a piletina je meso koje se najvise
konzumira (NHUNG i sur., 2017.). Razlozi za to su relativno niski troskovi proizvodnje (REALPE
ARANDA i sur., 2019.) te nepostojanje religioznih ni kulturoloskih restrikcija (NHUNG 1 sur.,
2017.), no masovna proizvodnja povecava rizik od bolesti (COLLET 1 sur., 2020.). Zarazne bolesti
uzrokovane Gallibacterium anatis i Mycoplasma synoviae uzrokuju velike ekonomske gubitke u
peradarstvu. Tako je Mycoplasma synoviae najces¢i preduvjet za izbijanje drugih bakterijskih
bolesti pri cemu se Gallibacterium anatis, koja je inace komenzal u gornjim diSnim prohodima,
moze lako prosiriti u donje dijelove diSnog sustava ili kroz jajovod ascedentno do abdominalne Su-
pljine. Cilj ovog rada utvrditi je prevalenciju Gallibacterium anatis 1 Mycoplasma synoviae na pre-
trazivanim farmama, kao i medusobnu korelaciju koli¢ine patogena, buduci navedeni podaci ne
postoje. Dobiveni rezultati ¢e biti korisni za prac¢enje dinamike zarazavanja i kretanja titra uzroc¢ni-
ka u razli¢itim dobnim skupinama, a u svrhu poboljSanja imunoprofilakse i biosigurnosnih mjera na

farmama te smanjenja ekonomskih gubitaka.

2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Gallibacterium anatis

Gallibacterium je rod u porodici Pasteurellaceae (WANG i sur., 2016.; HUANGFU i sur., 2017.) i
karakteriziran je visokim nivoom fenotipske i genske raznolikosti (WANG i sur., 2016.). Bakterija
Gallibacterium anatis je Gram-negativna, kokobacilarna bakterija koja je normalno prisutna u gorn-
jem disnom sustavu te donjem dijelu genitalnog trakta (CHAVEZ HERNANDEZ, 2014.). Izolirana
je iz goveda, svinja, purana, golubova, prepelica, fazana i ovjeka, a smatra se da najstetnije utjece
na nesivost koko$i nesilica 1 da je uzrok povisenja stope mortaliteta tovnih pili¢a. 1zaziva pad ne-
sivosti 1 slabiju kvalitetu jaja, visok mortalitet i ozbiljne ekonomske gubitke u kratkom razdoblju
(HUANGFU i sur., 2017.). S obzirom na to da je ova bakterija oportunisti¢ki patogen, najbitnija je
primjena biosigurnosti (LOZICA 1 sur., 2020.). Pod predisponiraju¢e ¢imbenike spadaju neprikladni
zoohigijenski uvjeti, stres, poremecaji imunosnog i hormonskog sustava, genetika i infekcije
drugim mikroorganizmima (LOZICA 1 sur., 2019.). Faktori virulencije G.anatis su kapsula,
vezikule vanjske membrane, fimbrije, metaloproteaze, formiranje biofilma te hemaglutinin. Pato-

geneza pocinje adherencijom i kolonizacijom, a kada se pri¢vrsti, razmnoZzava se i sintetizira faktore



virulencije (KRISHNEGOWDA i sur., 2020.). Klinicka slika ukljucuje depresiju, proljev i pad ne-
sivosti koji se Cesto javlja bez klinicke slike (LOZICA i sur., 2019.). Uzrokuje purulentni salpingitis
1 ooforitris te se u kroni¢nim slucajevima moze naci i purulentni peritonitis (CHAVEZ HERNAN-
DEZ, 2014.). Kod imunosupresije ulazi u cirkulaciju i dolazi do septikemije Sto dovodi do upale u
raznim organima, do perikarditisa, perihepatitisa, nekroze jetre, ooforitisa, degeneracije folikula,
enteritisa i upale gornjeg disnog sustava (KRISHNEGOWDA i sur., 2020.). Na razudbi se uocavaju
peritonitis, hepatitis 1 salpingitis, a bez obzira na prisutnost G.anatis u zdravih kokosi i ¢injenicu da
se bolest moze izazvati eksperimentalno, rijetko se G.anatis izolira iz uginulih kokosi s tipicnim
lezijama (WANG i sur., 2016.). Kod G.anatis primijeen je brzi razvoj rezistencije na antimikrobne
pripravke odnosno multirezistentnost na tetracikline, streptomicin, trimetoprim-sulfametoksazol i
kinolone (LOZICA i sur., 2019.). Za sada nema komercijalnog cjepiva za G.anatis (COLLET i sur.,
2020.).

2.2. Mycoplasma synoviae

Mikoplazme spadaju u razred Mollicutes i red Mycoplasmatales, evoluirale su iz kompleksnijih
Gram-pozitivnih bakterijskih prethodnika te je njihov genom najmanji poznati medu slobodno
zivuc¢im 1 samoreplicirajuéim organizmima i nemaju stani¢nu stijenku (RAVIV I KLEVEN, 2008.;
ANNON., 2015.). Imaju afinitet za sluznice 1 specificne su za domac¢ina (LANDMAN, 2014.).
Bakterija Mycoplasma synoviae uzrokuje subklinicku zarazu gornjih disnih puteva, a moze biti 1
sistemna zaraza ¢&ija je posljedica akutni ili kroniéni sinovitis kokosi i purana (HORVATEK TOMIC
isur., 2012.). lako primarno zahvac¢a kokosi i purane, ima najsiri raspon domacina od svih miko-
plazmi (GHARIBI i sur., 2018.; CHAVEZ HERNANDEZ, 2014.). Uz sinovitis, sistemska zaraza
ocituje se 1 padom nesivosti 1/ili kvalitete jaja. PoCinje kao respiratorna infekcija Sto uzrokuje blagu
upalu zra¢nih vrecica, a to dovodi do pojave sekundarnih respiratornih patogena (ANNON., 2015.).
Do egzacerbacije respiratorne infekcije uzrokovane ovom mikoplazmom dolazi ako se uz nju javi i
neki respiratorni virus (GHARIBI 1 sur., 2018.). Postoji jedan serotip 1 izdvojeni sojevi su sli¢ni, ali
variraju po virulenciji i tropizmu (HORVATEK TOMIC i sur., 2012.; CHAVEZ HERNANDEZ,
2014.). M.synoviae moze uzrokovati respiratorne lezije te supurativni i kazeozni artritis (CHAVEZ
HERNANDEZ, 2014.). Siri se horizontalno i vertikalno te je vertikalni naéin $irenja najvazniji.
Ptice Sire mikoplazmu i ostaju zarazene cijeli svoj zivotni vijek. Najbolja metoda za sprje¢avanje i
vertikalnog 1 horizontalnog Sirenja je eliminacija inficiranih jata (LANDMAN, 2014.). Zaraza ovom

mikoplazmom proSirena je po cijelom svijetu te se bolest nalazi na OIE listi (FERGUSON - NOEL
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isur., 2020.). Inkubacija traje izmedu 11 1 21 dana, a klini¢ka slika ocituje se u pili¢a starih 4 do 16
tjedana 1 to blijedom krestom, Sepavos¢u, usporenim rastom, a potom i oteklinama zglobova nogu i
mekusi, dehidracijom, zelenkastim proljevom. Zimi se uz smanjen prirast i potro$nju hrane javljaju
upale zraénih vrec¢ica. Smrtnost je oko 1%, a poveéava ju kanibalizam (HORVATEK TOMIC i sur.,
2012.). Mikoplazme peradi povezane su i s deformacijom skeleta i embrionalnom smrtnos¢u (RA-
VIV I KLEVEN, 2008.). Na razudbi se u zglobovima nalazi viskozni do kazeozni eksudat koji se
Siri uz tetive 1 miSi¢je dok su bubrezi, slezena i jetra povecani, a zrane vrecice upaljene. Dokaz
specificnih protutijela komercijalnim ELISA kitovima najc¢esce se koristi u dijagnostici, a za njihov
razvoj potrebno je 2 do 4 tjedna (HORVATEK TOMIC i sur., 2012.), dok PCR i qPCR sluZe za
potvrdu zaraze (MUHAMMAD i sur., 2018.). Mikoplazma se ne moze ukloniti iz jata, a sinovitis i
upale zra¢nih vreéica rje$avaju se antibioticima (HORVATEK TOMIC i sur., 2012.). Veéina antibi-
otika djeluje na mikoplazme, a rezistentne su na one koji ometaju sintezu stani¢ne stijenke
(GHARIBI i sur., 2018.). Cijepljenje, kao dio programa kontrole M.synoviae uz provodenje mjera
biosigurnosti, monitoringa i postivanje na¢ela “sve unutra - sve van", svodi upotrebu antibiotika na
minimum. Najefektivnijom strategijom pokazala su se Ziva, atenuirana termolabilna cjepiva. Soj
MS-H osigurava boravak u gornjim diSnim prohodima na nizoj temperaturi gdje potic¢e lokalnu
imunosnu reakciju i sprje¢ava ulazak patogenog soja, a ne moze se prosiriti u organizam jer raste na

viSoj temperaturi te se primjenjuje okulonazalno (CARGILL, 2016.).

3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci za izdvajanje DNK

Budu¢i je zarazavanje ovim bakterijama u pravilu karakteristi¢no za horizontalno Sirenje i uzrokuje
probleme u starijih kategorija, pretragom su obuhvacene nesilice konzumnih jaja i rasplodna jata u
zavr$noj fazi uzgoja i u proizvodnji kako bi se mogla pratiti dinamika zarazavanja. Od kokoSi po

objektu uzeto je po 5 obrisaka dusnika koji su do izdvajanja DNK ¢uvani na -20 °C.

3.2. Izdvajanje DNK

Iz svakog obriska dusnika izdvojena je ukupna DNK primjenom komercijalnog kita za izdvajanje
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma, Njemacka) prema uputama

proizvodaca, a izdvojena DNK je do analize ¢uvana na -20 °C.
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3.3 Analiza izdvojene DNK primjenom qPCR reakcije

Budu¢i je uzimanje obriska dusnika provedeno tehnicki na identi¢an nacin, kao i kasnije izdvajanje
DNK komercijalnim kitom, koncentracija DNK je provjerena, no nije ujednac¢avana buduci nije bilo
znacajnih razlika kako se ne bi utjecalo na krajnju koncentraciju u svakom uzorku. Za kvantifikaci-
ju je koristen kit GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega, SAD) na uredaju Mx3005P (Strata-
gene, SAD). Reakcija za svaki uzorak u volumenu od 15 pL je provedena u duplikatu, pri ¢emu je u
svrhu apsolutne kvantifikacije u triplikatu paralelno raden i1 uzorak za Gallibacterium anatis 1 My-
coplasma synoviae poznate koncentracije. Za kvantifikaciju su koriStene poznate pocetnice 1 probe

(Tablica 1).

3.4. Statisti¢ka analiza

Normalnost raspodjele vrijednosti testirana je Kolmogorov-Smirnov testom te je prosjecan broj ko-
pija genoma testiran neparametrijskim Mann-Whitney U testom, a korelacija izmedu titra uzrocnika
kao 1 korelacija izmedu prevalencije uzro¢nika na pojedinoj farmi analizirana je primjenom Spear-

man rank testa koriStenjem racunalnog programa Statistica 13 (Tibco, SAD).

Tablica 1. Sekvence koriStenih pocetnica i1 proba za dokaz 1 kvantifikaciju sojeva Gallibacterium

anatis 1 Mycoplasma synoviae

Naziv pocet- | Sekvenca i modifikacija Izvor
nice/probe
MS-F 5’-CTAAATACAATAGCCCAAGGCAA RAVIV I
KLEVEN,
MS-R 5’-CCTCCTTTCTTACGGAGTACA
2008.
MS-P 5’-FAM-AGCGATACACAACCGCTTTTAGAAT-BHQI1
GA-F 5’-CGATTGTGTCCGTTAAAGTGC WANG i
sur., 2016.
GA-R 5-TGCAAACGCTCACACCAACTG
GA-P 5’- FAM-CTGGTTTCTTCCGAAGTGAAAAGTGTAGTGGA-
BHQI




4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na Sesnaest jata od osam razli¢itih vlasnika. Vidljiva je prisutnost oba pa-
togena kod vecine vlasnika. U jednom jatu, kod vlasnika oznacenog slovom C (tablica 2) nije doka-
zan niti jedan od patogena. Jato koje je negativno na oba patogena ujedno je i najmlade jato od svih
testiranih u ovom istrazivanju (8 tjedana). Takoder, u dva jata je detektirana samo Gallibacterium
anatis 1 to kod vlasnika koji je u tablici 2 oznacen slovom E i1 na jednom od dva pretrazivana jata
vlasnika oznacenog slovom H, ako i vrlo niska, gotovo negativna koli¢ina kod jata 3 i 4 vlasnika A.
Na slici 1 prikazan je prosjecan broj kopija genoma po obrisku te rezultati idu u korist Gallibacteri-
um anatis koja postize u prosjeku vise titreve na pojedinim farmama po uzorku, no prosjecna ukup-
na koli¢ina patogena po uzorku znacajno je veca za Gallibacterium anatis v odnosu na Mycoplasma
synoviae (Slika 4). No, korelacija s obzirom na broj patogena u uzorku nije potvrdena (Slika 2). No,
potvrdena je korelacija u prevalenciji uzrocnika na farmama (Slika 3), Sto moguce potvrduje

medusobnu povezanost ovih uzroc¢nika.



Tablica 2. Srednja vrijednost kopija genoma Gallibacterium anatis (GA) i Mycoplasma synoviae

(MS) po obrisku uz dob kokosi na pojedinim farmama (Srednja vrijednost + SD)

VLASNIK FARMA

GA

MS

DOB
(tjedni)

0+0

0+0

69 + 71

754 + 893

E 11 1126 + 1838 0+0 33
12 1804 + 2219 400 + 363 29
] 13 1800 + 3266 3615 +2991 36
G 14 3974 + 5222 3578 + 3914 38
15 99196 + 197976 0+0 26
" 16 6863 + 8341 1313 £ 2599 42
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viae (MS) po obrisku na pojedinim farmama
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Slika 4. Usporedba prosjecnog broja genoma po obrisku izmedu vrsta Mycoplasma synoviae i Gal-

libacterium anatis. Statisticki znacajne razlike oznacene razli¢itim slovima abecede (a,b).
5. RASPRAVA

Predmet ovog istrazivanja bio je utvrditi mogucu korelaciju u broju uzro¢nika kao i prevalenciji
vrsta Mycoplasma synoviae 1 Gallibacterium anatis u dusniku konzumnih nesilica i kokosi teSke
pasmine. Obje bakterije koloniziraju respiratorni trakt, a mijeSana infekcija znaci 1 vecu Sansu za
klini¢ku manifestaciju bolesti i posljedi¢no vece gubitke od onih kod infekcije uzrokovane jednim
patogenom (ABDELAZIZ i sur., 2019.; SUN i sur., 2017.). Mycoplasma synoviae dovodi do prom-
jena u mehanizmu smrti stanice (DUSANIC i sur., 2012.), a nedostatak stani¢ne stijenke &ini ju lako
spojivom s membranama stanica domacina. Mikoplazme utjecu i na endosomalni sustav stanice
domacina (HU i sur., 2014.) i posjeduju enzim enolazu koji ima vaznu ulogu u regulaciji transkrip-
cije 1 moze rezultirati imunosupresijom. Utvrdeno je da zarazavanje s Mycoplasma gallisepticum

moze otezati sliku nakon zarazavanja drugim patogenima na sluznici dusnika (SID i sur., 2016).
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Osim kataliticke aktivnosti, enolaza potpomaze i adheziju na stanicu domac¢ina (BAO i sur., 2014.).
U drugim studijama nije usporedivana medusobna ovisnost Mycoplasma synoviae 1 Gallibacterium
anatis, ali su u nekima istrazivani drugi patogeni koji djeluju zajedno s M.synoviae i dovode do
izrazenijih klinickih znakova (GHARIBI i sur., 2018.).

Rezultatima ove studije dokazana je statisticki znacajna korelacija u prevalenciji uzro¢nika po far-
mama, no ne postoji medusobna korelacija izmedu broja dokazanih mikroorganizama. Takoder je
vidljivo da je vrsta Gallibacterium anatis ¢es¢a vrsta u obriscima dusSnika te da prosjecno postize
znacajno vise titreve po obrisku nego Mycoplasma synoviae. Ovo ide u prilog da je vrsta Gallibac-
terium anatis komenzal u gornjim diSnim prohodima i da u njima moze boraviti u visokim titrevima
bez izazivanja patoloskih promjena. Budu¢i nam nisu bili poznati klinicki simptomi kod uzorko-
vanih kokosi, kao niti biosigurnosni uvjeti na farmama, bilo bi potrebno provesti detaljnu analizu
povezujuci dobivene rezulatate s navedenim parametrima kako bi se moguc¢e dobila povezanost s
losim uvjetima ili probojem bolesti s obzirom da je opisana povezanost varijabilnosti sojeva G.a-
natis 1 lo$ih biosigurnosnih uvjeta (LOZICA 1 sur., 2020.) Rezultati istraZivanja potvrda su sve
vecih izazova koje namecu ovakve bolesti peradi te je potrebno biti u korak s njima to jest razvijati
dijagnostiku, kontrolu i metode prevencije. Od zivotinja u proizvodnji ocekuje se da ostvare svoj
genetski potencijal, a da bi se to dogodilo moraju biti zdrave i Zivjeti u odgovaraju¢im uvjetima.
Bakterijske bolesti peradi, pogotovo multifaktorijalne, predstavljaju velik izazov 1 treba ih preveni-
rati. [zazov se sastoji u tome §to se povlacenjem antibiotika iz hrane povecalo koriStenje antibiotika
za lijeCenje te se stvara rezistencija. Stoga je vazna rana detekcija bolesti koja se postiZe Cestim te-
stiranjem velikog uzorka populacije (COLLET i sur., 2020.). Imunoprofilaksa je jedna od najvazni-
jih tehnoloskih postupaka u prevenciji bolesti u peradarstvu. Upravo postojanje cjepiva i njihova
primjena osiguravaju uspjesnost proizvodnje. Za M. synoviae postoji cjepivo koje se pokazalo vrlo
ucinkovitim u zastiti od klini¢kih simptoma kao i u istiskivanju divljih sojeva na farmi (CARGILL,
2016). U slucaju G. anatis, velika varijabilnost sojeva ne osigurava mogucnost prevencije uni-
verzalnim komercijalnim cjepivom, ve¢ izrada i primjena autogenog cjepiva moze osigurati prih-
vatljivu zastitu (LOZICA 1 sur., 2020.). Ovim istraZivanjem dokazano je da je prevalencija oba
uzro¢nika na farmama visoka i1 da je potreban monitoring kako bi se uzro¢nike dokazalo i u kojem
su broju prisutni. Ovo je osobito vazno u slucaju M. synoviae buduc¢i asimptomatska zaraza ¢ini na-
jviSe gubitaka i1 zbog specifi¢nosti uzrocnika omoguc¢ava longitudinalno Sirenje kroz jata §to u kon-
acnici dovodi do velike Stete u proizvodnji. Stoga narocitu paznju treba posvetiti monitoringu i
jacanju biosigurnosti na farmama, koja je osnova peradarstva, kako bi se proizvodni ciklus mogao

provesti bez zna¢ajnih gubitaka.
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6. ZAKLJUCCI

* Na pretrazivanim farmama postoji statisti¢ki znacajna korelacija u prevalenciji to jest prisutnosti
oba uzro¢nika na farmama

* Nema korelacije s obzirom na broj patogena u uzorku

* Dokazan je prosje¢no znacajno veci broj stanica Gallibacterium anatis u odnosu na Mycoplasma

synoviae u analiziranom uzorku
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8. SAZETAK

Dokaz i komparativna kvantifikacija sojeva Gallibacterium anatis i Mycoplasma synoviae
iz obrisaka dusnika lakih i teskih linija kokoSi qPCR postupkom
Silvia Buzaljko

Mycoplasma synoviae najces¢i je preduvjet za izbijanje drugih bakterijskih bolesti pri ¢emu se soje-
vi Gallibacterium anatis, koja je komenzal gornjih diSnih prohoda peradi, lako Sire u donje dijelove
diSnog sustava ili kroz jajovod ascedentno do abdominalne Supljine. M. synoviae uzrokuje subklin-
i¢ku zarazu gornjih disnih puteva, a moZze biti 1 sistemna zaraza uz narusavanje kvalitete jaja. PoCin-
je kao respiratorna infekcija $to uzrokuje upalu zra¢nih vrecica i dovodi do Sirenja sekundarnih res-
piratornih patogena. G. anatis izaziva pad nesivosti i slabiju kvalitetu jaja, javljaju se depresija i
proljev te se u kroni¢nim sluc¢ajevima razvija purulentni peritonitis. U predisponiraju¢e ¢imbenike
za nastanak bolesti, osim infekcije drugim mikroorganizmima, spadaju i genetika, stres, hormonski
1 metabolicki poremecaji te neprikladne zoohigijenski uvjeti. Predmet ovog istrazivanja bio je
utvrditi prevalenciju ovih patogena na pretrazivanim farmama i medusobnu korelaciju njihovog
broja. Cilj je bio istraziti moguéi sinergizam M.synoviae i G.anatis u prevalenciji na farmama. Is-
trazivanje je provedeno na Sesnaest jata podrijetlom s osam razli¢itih farmi. Uzro¢nici su dokazani i
kvantificirani gPCR metodom zbog svoje osjetljivosti i specificnosti. Ova metoda omogucava ranu
detekciju bolesti koja je preduvjet za izradu adekvatnog programa profilakse. U pretrazivanim
uzorcima postoji statisti¢ki znacajna korelacija u prevalenciji oba patogena na pojedinim farmama
kao 1 prosjecno znacajno vece koli¢ine G. anatis u uzorku, ali nema korelacije s obzirom na njihov
broj odnosno koli¢inu na farmi. Rezultati ove studije ukazuju na to da su potrebna daljnja ispitivan-
ja i pracenje spomenutih uzro¢nika kako bi se osiguralo zdravlje peradi te dobra proizvodacka prak-

sa.

Kljuéne rijeéi: Mycoplasma synoviae, Gallibacterium anatis, QPCR, sinergizam, profilaksa
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9. SUMMARY

Evidence and comparative quantification of Gallibacterium anatis and Mycoplasma synoviae
strains from tracheal swabs of light and heavy chicken breeds using qPCR method

Silvia Buzaljko

Mycoplasma synoviae s the most common prerequisite for other microbial outbreaks. In that case
G. anatis, which is commensal of the upper respiratory tract in poultry, spreads easily to the lower
parts of the respiratory tract or through the reproductive system to abdominal cavity. M. synoviae
causes subclinical infection of the upper respiratory tract as well as systemic infection with lower
egg shell quality. It starts as a respiratory infection which causes airsacculitis and leads to develop-
ment of other secondary respiratory pathogens. G.anatis causes drop in egg production and leads to
lower egg shell quality, depression and diarrhea. Moreover, in cases of chronicle illness, purulent
peritonitis is developed. Predisposing disease factors include genetics, stress, hormonal and meta-
bolical disorders, unsuitable zoohygienic conditions along with infections caused by other microor-
ganisms. The purpose of this study was to determine the correlation in prevalence of these two
pathogens as well as mutual correlation of their quantity. The aim was to discover possible synergy
between M.synoviae and G.anatis. Research has been done on sixteen flocks from eight different
farms. The method of choice was qPCR because of its sensitivity and specificity. qPCR guaranty an
early stage disease detection what is important for prophlylaxis development. There was statistically
significant correlation in analyzed samples regarding prevalence of both pathogens on the farms
with significantly higher average levels of G.anatis compared to M.synoviae. However, there was
no correlation regarding their number. Therefore, the results of this study indicate that further re-
search and monitoring should be carried out in order to ensure good flock health and production

practice.

Key words: Mycoplasma synoviae. Gallibacterium anatis, QPCR, synergy, prophylaxis
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 24. listopada 1995. godine u Zagrebu. Svoje obrazovanje zapocela sam u Osnovnoj
Skoli Dragutina Tadijanovi¢a 2002. godine te ga nastavila u Prirodoslovnoj skoli Vladimira Preloga
u sportskom razredu prirodoslovne gimnazije. Maturirala sam 2014. i upisala Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu. Od svoje sedme godine aktivno treniram karate i natjeCem se. Tijekom studi-
ja dva puta sam odradivala ERASMUS+ stru¢nu praksu, prvi put u Portugalu, a drugi put u Span-

jolskoj. Podrucje mog interesa su laboratorijska istrazivanja.
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