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UuvoD

[zvorne pasmine domacih Zivotinja stvarane su tisutama godina i izvanredno su
prilagodene lokalnim uvjetima, ukljuCuju¢i tradicionalne sustave poljoprivredne
proizvodnje. Njihova neprocjenjiva genetska vrijednost jedinstvena je i vrijedna
ocuvanja. One su Zivi spomenici minulih vremena koji ¢uvaju identitet podneblja, a
njihov genetski potencijal moc¢i ¢e se iskoristiti u buduc¢nosti. Poznatu genetsku
vrijednost nadopunjuju ekoloski, kulturni, ekonomski i socijalni znacaj. Republika
Hrvatska prepoznala je vaZnost naslijedenih izvornih pasmina i pristupila je njihovoj

zastiti.

U Nacionalnom programu ocuvanja izvornih i ugroZenih pasmina domacih
Zivotinja u Republici Hrvatskoj (u daljnjem tekstu i: Nacionalni program)
definiraju se strateSke smjernice razvoja nacionalne politike oCuvanja izvornih pasmina
domacdih Zivotinja te smjernice za regionalnu i medunarodnu suradnju. On obuhvaca
aktivnosti koje se provode pomocu najmodernijih znanstvenih spoznaja na
molekularnoj razini, kroz uzgojno selekcijske mjere te kroz ozZivljavanje starih ili
osmisljavanje novih gospodarskih, ekonomskih i turistickih aktivnosti specificno za

svaku pojedinu izvornu i ugroZenu pasminu.

Temeljem odredbi Nacionalnog programa ocuvanja izvornih i ugroZenih pasmina
domacih Zzivotinja u Republici Hrvatskoj uspostavljena je Banka gena domacih
Zivotinja Republike Hrvatske (dalje u tekstu: Banka gena) i koja danas ustrojstveno
pripada Ministarstvu poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva. Banku gena ¢ini sustavno
pohranjen bioloski i genetski materijal te sljedljivi dokumentacijsko informacijski sustav

koji prati pohranu i manipulaciju.

U Banci gena pohranjen je bioloski i genetski materijal prvenstveno izvornih i ugrozenih
pasmina i natprosjec¢nih jedinki komercijalnih pasmina obzirom da su takve jedinke od

interesa za uzgoj i ocuvanje genetske strukture.

Temeljem Nacionalnog programa uspostavljena je Nacionalna mreza banki gena
(NmBAG) u svrhu pomo¢i o¢uvanja i genetskog unaprjedenja izvornih i drugih pasmina.
Nacionalnu mreZu banki gena ¢ini Banka gena kao srediSnja tocka i priznate banke gena
koje zadovoljavaju uvjete propisane Zakonom o uzgoju domacih Zivotinja (,Narodne

novine“, br. 115/18.152/21.).
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Sukladno smjernicama iz Nacionalnog programa sve sastavnice NmBAG provode

prikupljanje, pohranu i manipulaciju s uzorcima na istovjetan nacin.

Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i ribarstva donijelo je Odluke o Popisu izvornih i
ugroZenih pasmina domacih Zivotinja (,Narodne novine“, broj 43/2021., 38/23 i
111/23).
[zvorne pasmine domacih Zivotinja s podrucja Republike Hrvatske su:
1. Goveda: slavonsko srijemski podolac, busa, istarsko govedo
2. Konji: lipicanac, hrvatski posavac, hrvatski hladnokrvnjak, medimurski konj
3. Magarci: istarski magarac, primorsko-dinarski magarac, sjeverno-jadranski
magarac
4. Ovce: cigaja, creska ovca, dalmatinska pramenka, dubrovacka ovca - ruda,
istarska ovca, krcka ovca, licka pramenka, paska ovca, rapska ovca
5. Koze: hrvatska Sarena koza, hrvatska bijela koza, istarska koza
6. Svinje: crna slavonska, turopoljska svinja, banijska Sara svinja
7. Perad: Purani: zagorski puran
Kokosi: kokoS hrvatica, posavska kukmasta kokos i krizevacka kukmica
8. Pcele: siva pcela
9. Psi: dalmatinski pas, hrvatski ovcar, tornjak, istarski kratkodlaki gonic, istarski

oStrodlaki gonic¢, posavski gonic¢, mali medimurski pas
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1. UZORKOVAN]JE

Procedura prikupljanja bioloskih uzoraka za pohranu u Banku gena odnosi se na
prikupljanje, pohranu i manipulaciju bioloSkih uzoraka jedinki pojedinih vrsta i

pasmina.

Procedura se u cijelosti odnosi na kontinuirano prikupljanje bioloSkih uzoraka tkiva

(goveda, svinje, ovce, koze), dlake (konji, magarci), krvi (perad).
1.1. Prikupljanje bioloskih uzoraka tkiva

a) Izvorne pasmine goveda:
Uzorkovanje tkiva goveda provodi se prilikom obaveznog ozna¢avanja uSnom markicom
sve teladi, muske junadi prijavljene za odabir, rasplodnih bikova i prvotelki
izvornih pasmina u Republici Hrvatskoj.

b) Izvorne pasmine svinja
Uzorkovanje tkiva svinja provodi se prilikom dodjele mati¢nog broja ili u trenutku
komisijske ocjene od:

- mladih nerasta prijavljenih za daljnji uzgoj

- svih nazimica prijavljenih za daljnji uzgoj

c) Izvorne pasmine ovaca
Uzorkovanje tkiva ovaca provodi se prilikom dodjele maticnog broja (oznacavanja
markicom i bolusom) ili u trenutku komisijske ocjene od:

- svakog mladog novoodabranog ovna

- SiljeZica prijavljenih za daljnji uzgoj u mati¢nim stadima

d) Izvorne pasmine koza
Uzorkovanje tkiva koza provodi se prilikom dodjele maticnog broja (oznacavanja
markicom i bolusom) ili u trenutku komisijske ocjene od:

- svakog mladog novoodabranog jarca

- jarica prijavljenih za daljnji uzgoj u maticnim stadima
1.2. Prikupljanje bioloskih uzoraka dlake

a) Izvorne pasmine konja

Uzorkovanje dlake (grive) provodi se prilikom oznacavanja rasplodne populacije.

b) Izvorne pasmine magaraca
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Uzorkovanje dlake (grive) provodi se prilikom oznacavanja prilikom oznacavanja

rasplodne populacije.

1.3. Prikupljanje bioloskih uzoraka krvi peradi

a) Izvorne pasmine peradi

Uzorkovanje krvi peradi provodi se prilikom obiljeZavanja mati¢nih jata.
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2. UZORKOVAN]JE TKIVA KIVETOM

2.1. Oprema za uzorkovanje

e

Slika 1. Klijesta Slika 2. TSU kiveta

Aparat za

punjenje

bioloskog

uzorka u tubu
lgla za isjecanje uzorka
Tuba za (rezat ili cutter)
smjestaj ; T
biologkog
uzorka Spojnica kivete
2D bar kod Serijski broj kivete

Slika 3. Dijelovi kivete
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2.2. Postupak pripreme klijeSta i kivete za uzorkovanje

g &

Raspakirati kivetu Otvoriti klije3ta do Umetnuti kivetu u Nakon umetanja
tako da svi dijelovi kraja i sigumosni klijesta kivete u klijesta
ostanu zajedno prsten kako bi se zatvoriti okretanjem
(igla + sredisnji kiveta mogla sigunosni prsten
spojni dio + tuba za umetnuti tako da je tuba
smjestaj bioloskog kivete fiksirana u
e S WS A A N W
- ™ - ™
Klijesta u koju je na
navedeni naéin
umetnuta kiveta su
spremna za
uzorkovanje
PaZnja!
Ne dirati prstima po
vrhu igle za
isjecanje uzorka
PaZljivo stisnuti Otvoriti klijesta MNakon otvaranja Zzgﬁeﬁgﬂfg
klijesta kako bi dio nakon fiksiranja igle klijesta maknuti nbzir{j:m da j-Je irgla
kivete u kojem se kivete sredisnji spajni o ot kako ki
1nata:|d igl‘a za (crveni) dio kivete s &to lak3e | bide
izrezivanje se %
fiksirala u kllijeétima WRnE Uore

S Fis /) o tkiva! P

Slika 4. Postupak umetanja kivete u klijesta
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2.3. Postupak uzorkovanja tkiva kivetom

Stavite pripremljena Treba izbjedi velike Otvorite sigurnosni Uzorak tkiva treba
klijesta tako da uho vene i zadebljanja. prsten i izvadite tubu biti jasno vidljiv u
ude u klijesta 1 do 2 Uzorak treba uzeti kivete iz klijesta, i jod tubi kivete
cm od ruba uha u brzo i cijela klijesta je nekoliko puta
odnosu na iglu nekoliko puta zaokrenite tako da je
kivete okrenuti tako da uzorak tkiva bude
reagens u kiveti oblije obliven reagensom sa
uzorak tkiva u tubi svih strana
N R VRN &N P
¥ =R E

PaZnja!

Potrebno je

diti igl
lzvadite iglu kivete iz Igla vide nije za Prilikom uzorkovanja hesstbrapragbiosatiy oo
klijesta poviagenjem korislenje, jer viSe nema crveni cilindar koji se 1a ko uétrja : mlujie
rucke unatrag, koja crvenog plastiénog nalazi na vrhu igle, :j o5 do ozliedivan
ée otpustiti iglu i cilindra u igli koji treba biti stiskanjem klijesta 0!g0 U'le_Er Ll
omoguéiti lako u ravnini sa bijelim prolazi kroz iglu i prstijul
skidanje plastiénim dijelom tijela ulazi u otvor tube

igle. Cjelokupna kiveta,
pa tako i njeni dijelovi igla
i tuba sluZe samo za - P
; ; koji hermeticki
jednokratnu uporaiu i ne. zatvara uzorak tkiva
maogu se ponovno koristiti

. a2 K J i 7\ J

kivete i ujedno
predstavija poklopac

Slika 5. Postupak uzorkovanja tkiva uha

Napomena: Provjeriti da li je uzorak tkiva u kiveti.
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2.4. Oznacavanje vrecice s kivetom

Na tubi svake kivete tvornicki je otisnut serijski broj, a na dnu 2D bar kod. Isti brojevi

nalaze se i na naljepnici svake vrecice u kojoj je kiveta. Na vrecici s patentnim

zatvaranjem nalazi se naljepnica u ¢ijem se donjem dijelu u dva primjerka nalazi serijski

broj i bar kod (kao na kiveti). Na gornjem dijelu naljepnice upisuju se podaci o grlu od

kojeg je uzet bioloski uzorak tkiva na nacin kako je prikazano na slici 6 ( vrijedi za ovce,

koze, goveda).

Mjesto uzorkovanja
DI\TE Datum uzorkovanja

G Jedinstveni Zivetni broj gria
N°® ANIMAL {I-:old Ijl_mz;vs': |:~'de JZB
ANIMAL 1D upisati i HB broj bika)

N° CHEPTEL Pasmina, spol (M ili Z)

NESD OB FARM N bREE

X 201;1 8
LTI AR e

I|J1I‘Imlll‘|||l|'|”ll

E-l-: 2011

A\ Partie a detacher / Tear-cff label A

Slika 6. Vrecéica za kivetu

Kod oznacavanja uzoraka svinja upisuje se pasmina, spol, uzgojna organizacija i prigojni

/maticni broj.

Primjer: crna slavonska svinja, muski spol, uzgojna organizacija Donji Miholjac, MB194

091-01-075-194

Oznaka spola:01- muski, 02- Zenski
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2.5. Cis¢enje, odrzavanje i skladistenje klijesta

4 | ke

Klijesta treba dobro ogistiti od
necistoée vlaZim maramicama i
suhom krpom.

Klije5ta se ne smiju prati vodom ili
kiselim detergentima zbog pojave
hrde.

Slika 7. Ci$¢enje klijesta

Nakon brisanja i susenja klijesta, pozeljno je metalne dijslove klijesta premazati uljem za
preciznu mehaniku, a jedna boéica takvog ulja se nalazi u kuferu klijesta. Ne stavljati puno ulja
zhog toga sto se stvaraju naslage pradine na nauljenim mjestima pri radu u nedistim uvjetima

kakvi su upravo uvjeti u nastambama za stoku,
\_ Paznjal Nikako ne koristiti sredstva na bazi cinka! Y.

Slika 8. OdrZavanje klijeSta

Makon gi&cenja | podmazivanja klijesta je
poZeljno staviti u €istu vrecicu sa hermetickim
zatvaraCem ili u obiCnu &istu vrecicu za
zamrzavanje i dobru ju zatvoriti, te ih tako
upakirane pohraniti u kufer.

Klijesta nikako ne drZati u viaZnim uvjetima!

Slika 9. SkladisStenje klijeSta
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2.6. Postupak s kivetom s bioloskim uzorkom tkiva

a) Provjeriti jesu li isti serijski brojevi na vrecici i kiveti

b) Provjeriti je li uzorak u tekucini za konzerviranje u kiveti (teku¢ina moZe iscuriti iz
kivete zbog napuknuca same kivete, zbog nepravilnog uzorkovanja -puknuca igle,
zaglavljivanja uzorka u gornjem dijelu kivete i sl.)

c) Popuniti podatke o grlu na vreéici kako je navedeno pod 2.4. (odmah kod
uzorkovanja)

d) Vrecicu s kivetom i uzorkom pohraniti u hladnjak na +4°C (ukoliko ¢e se otpremiti

unutar 48 sati) ili u zamrzivac na -20°C (otpremanje nakon viSe 0d48 sati).
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3. UZORKOVANJE DLAKE (GRIVE)

3.1. Dlaka kao bioloski uzorak

Dla¢ni pokrivac je organ koji raste iz koZe. KoZa je vaZan organ koji Stiti tijelo od
mehanickih, kemijskih i termickih utjecaja, te patogenih mikroorganizama i UV zracenja.
Zbog dobre prokrvljenosti koza ima vaZznu ulogu u termoregulaciji, a zbog Zlijezda koje
se u njoj nalaze, vaZzan je sekretorni i ekskretorni organ.

Sastoji se od:

1) povrsinskog sloja (epidermis),

2) srednjeg sloja (corium) i

3) dubokog sloja ili potkoZja (subkutis).

Dlake (pili) su oroZnjale elasticne tvorbe u obliku niti koje pokrivaju gotovo cijelu
povrsinu tijela sisavaca, a nastaju iz povrsinskog sloja (epidermisa). Dio dlake koji se
nalazi u koZi ili korijen dlake (radix pili) i koji ima oblik lukovice nalazi se u epidermisu,
a dio izvan koZe je tzv. struk ili scapus ili stabljika dlake. Razlikujemo vise tipova dlake:
Cekinjaste (pri osnovi tanje, a pri vrhu deblje: nozdrve i trepavice), duge dlake (iste
debljine cijelom duZinom: rep i griva), te pokrovne ili senzitivne dlake (korijen dlake je u

kontaktu s Zivéanim zavrSecima).

WRH DLAKE
Peamjabi dis) :
v

(|
A

i

ol
KORLUEN DLAKE

Slika 10. Prikaz grade dlake i njezin smjeStaj na kozi
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3.2. Uzorkovanje dlake

Dlaka se prikuplja radi deoksiribonukleinske kiseline (DNA) kao nosioca genetskog
nasljeda koja se u njoj nalazi. DNA ima znatno manje i teZe ju je izolirati iz vanjskog
dijela dlake. Stoga u cilju prikupljanja i pohrane vece koli¢cine DNA od pojedine
Zivotinje treba dlaku Cupati s korijenom, jer se u dijelu dlake koji je u koZi i posebno u
korijenu nalazi znatno veca koli¢ina DNA u odnosu na tijelo dlake i koja nakon izolacije
daje kvalitetniju DNA za vjerodostojniju analizu genetske strukture. Stoga je preporuka
uzorkovati Sto deblju dlaku s korijenom, jer ista sadrZi i vecu koli¢inu DNA.

Pri uzorkovanju dlake kod goveda uzorkuju se pokrovne ili senzitivne dlake, a obzirom
da su one povezane Korijenom s Ziv€anim zavrSecima, uzorkovanje ¢e za zivotinju imati
neugodno iskustvo povezano s boli. To govori da se Zivotinja treba dobro propedeutski
fiksirati tijekom rada, kako bi se izbjeglo bespotrebno ozljedivanje Zivotinje, ali i osobe
koja provodi uzorkovanje. Pri uzorkovanju dlake kod kopitara (konji i magarci)

uzorkuju se duge dlake s repa ili grive.

Uzorkovanje dlake provodi se isklju¢ivo ¢cupanjem kako bi ostala u
cjelini, tj. iSCupana s korijenom. Nikako ne uzeti slomljene ili odrezane

dlake (Sisanje)!

Kolic¢ina uzorka koja je dostatna za pohranu u Banku gena domacih Zivotinja je oko 100

dlaka s korijenom.
3.3. Postupak s uzorcima dlake

Dlaka se sprema u male papirnate koverte ili u PVC vrecice s patentnim zatvaranjem. Na
koverti ili na naljepnici za vrecice ispisuje se:

- vrsta (govedo, konj, magarac)

- pasmina

- spol

- imegrla

- UELN/Zivotni broj

- mjesto uzorkovanja

- datum uzorkovanja

- potpis osobe koja je uzorkovanje obavila
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VRSTA: konmj povedo magarac swinja owca koza pas
1 TP - ¢ | ISR Y
IV R A e v b
LELN/ZIVOTNE BROU: 1ivvieiiosimisisiessnss semssnnsassinsses

NUESTO UZORKOVANIA: ....oveisisremsmsvmmrmsmmsmmmesmssspassssssnsrasspssssmssssssssns s

DETUM: vivnssisremss et D PIONAD iy rvsssiasaissnaasanainiatns

Slika 11. Naljepnica

Nakon ispisivanja podataka na kuverte ili naljepnice i pohranjivanja dlake u njih,
kuverte ili vrecice treba ostaviti otvorene na sobnoj temperaturi i u prostoru bez

vlage najmanje 24 -48 sati! Ne zatvarati odmah!

Nakon Sto su uzorci osusili kovertu ili vrecicu je potrebno zatvoriti i skladistiti na sobnoj

temperaturi do slanja.
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4. UZORKOVANJE KRVI

Krv se moZe uzimati iz vene u epruvete ili samo kapljice krvi na FTA (eng. Flinders

Technology Associates) kartice.
4.1. Uzorkovanje krvi

Ukoliko se krv Zivotinja uzima iz dostupnih vena, preporuka je da se uzima u epruvete u
kojima je EDTA kao antikoagulans (epruveta s ljubicastim Cepom) ili, iako manje
preporuceno, s natrij citratom kao antikoagulansom (epruveta s plavim cepom). Ne
preporuca se uzimanje krvi s heparin indikatorom (epruveta s zelenim ¢epom), jer je
heparin inhibitor PCR reakcije. Standardni uzorak je 2 ml krvi, ali ukoliko ne postoji
mogucénost za dobivanjem tog volumena, dovoljna je koli¢ina i od 0,5 ml. Uzorke je
potrebno poslati u laboratorij u roku od 24 sata. U slucaju duljeg ¢uvanja uzorka, do 7
dana je dovoljno drZati u hladnjaku, a nakon tog vremena uzorak je potrebno zamrznuti.

Vensku krv treba uzimati ovlasStena i educirana osoba.
Kapljica krvi na FTA kartice moZze se uzimati sisavcima i peradi.

Sisavcima se moze uzimati kapljica krvi iz straZnje strane uha. Peradi se moZe uzimati
kapljica krvi iz krijeste (pijetlovi) i/ili bradavicastih izraslina ili bobica (purani), ali nije

preporucljivo zbog izazivanja stresa.

‘ TIA®
Crassic Casd

& \nalvran”

Slika 12. FTA kartica

FTA Classic card imaju cCetiri kruga u koje je potrebno nanijeti uzorak krvi. FTA kartice
sadrZe kemikalije koje liziraju stanice, denaturiraju proteine i Stite nukleinske kiseline
od nukleaza, oksidacije i UV zracenja. Nukleinske kiseline prikupljene na FTA karticama

ostaju stabilne godinama na sobnoj temperaturi.
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4.2. Potreban pribor za uzorkovanje krvi na FTA kartice

jednokratne rukavice

FTA kartice

sterilne igle

olovka za oznacavanje uzoraka
Sprica za tekuce uzorke

nepropusne vrecice s ,zip“ zatvaratem

4.3. Postupak uzimanja krvi na FTA karticu iz uha

a)
b)

c)
d)

e)
f)

g)

h)

j)

k)
)

Na kartici navesti identifikacijski broj Zivotinje, datum uzorkovanja, ime i
prezime uzorkivaca, vrstu i pasminu domace Zivotinje

Jednom rukom drZati uho napetim

Vatom natopljenom alkoholom prebrisati straznji dio uha

Sterilnom jednokratnom iglom njeZno piknuti uho dva ili tri puta u neposrednoj
blizini

Pricekati 10-15 sekundi da se formira kapljica krvi

DrZze¢i straZnju stranicu Kartice, otvoriti poklopac i pritisnuti po dvije (2)
kapljice krvi na svaki oznaceni krug

Ne preopteretiti koliCinom krvi jedan krug, jer Ce se ,preopteretiti“ kemikalija na
kartici (primjer na slici 13. pod (b))

Ukoliko krvi nije dovoljno lagano pritisnuti uho

Za dovoljan uzorak krvi, mrlja krvi treba ispuniti najmanje polovicu podrucja
kruga

Zatvoriti iskoristenu iglu i neskodljivo ju zbrinuti

Za svaku Zivotinju potrebna je nova sterilna igla

Jedna kartica (s Cetiri kruga) je za uzorak od jedne Zivotinje

4.4. Postupak prijenos krvi na FTA karticu iz epruvete

a) Ukoliko se na karticu prebacuje uzorak iz epruvete, na krug kartice stavlja se oko

100pl krvi Spricom ili pipetom

b) Krv se pocne nanositi od sredine kruga i nanosi se u tri koncentri¢na kruga

c) Mrlja krvi ne treba biti do ruba kruga

d) Krv nanositi polako i obratiti pozornost da kartica upija krv
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Slika 13. FTA kartice s ispravno (a) i neispravno (b) nanesenim uzorkom krvi

4.5. SuSenje uzoraka

a) Po uzimanju krvi, FTA karticu ostaviti otvorenu na sobnoj temperaturi da se

potpuno osusi

b) Dovoljno je ostaviti 6 sati, ali se moZe ostaviti i preko noc¢i

) Paziti da se prilikom susenja ne kontaminira uzorak

d) Uzorak je potrebno dobro osusiti kako bi se mobilizirale nukleinske kiseline
e) Po suSenju karticu zatvoriti i staviti u nepropusnu vrecicu s zip zatvaracem
f) Napomena: Ne zatvarati karticu ukoliko uzorak nije potpuno suh!

g) Uzorci na TFA karticama ¢uvaju se na suhom i tamnom mjestu (preporuceno

vrijeme ¢uvanja 17,5 godina)
h) Uzorci se mogu pohraniti i na temperaturu od oko -86°C ukoliko se Zele ¢uvati i

duze

Procedura prikupljanja bioloskih uzoraka, Po 5.7.1 Stranica 17



PREPORUKA:

a) Obavezno Kkoristiti rukavice kako bi se izbjegla kontaminacija FTA kartica

b) Pazljivo rukovati iglom

c) Za svaku Zivotinju koristiti novu sterilnu iglu

d) Otvoriti kartice neposredno prije upotrebe

e) NeiskoriStene kartice Cuvati u originalnom pakiranju na sobnoj temperaturi, na

suhom i Cistom mjestu
5. SLANJE UZORAKA NA POHRANU

1. Uz uzorak ili grupu uzoraka potrebno je ispuniti obrasce ovisno o vrsti uzorka
(Specifikacije uzoraka dlake (griva), Specifikacija uzoraka tkiva i Specifikacija
uzorka krvi).

2. Svaka specifikacija prati uzorke samo jedne pasmine, odnosno na jednu
specifikaciju ne stavljati viSe pasmina (npr. crnu slavonsku i turopoljsku svinju
zajedno).

3. Na specifikacijama je moguée upisati maksimalno 30 uzoraka. Ukoliko ima
uzoraka viSe od 30 potrebno je ispisati viSe specifikacija.

4. Uz specifikacije potrebno je isprintati i poslati nesluzbene primjerke
rodovnika za svako grlo (bez potpisa i pecata) koji sluze radi pohrane
rodovnickih podataka grla u bazu podataka.

5. Kovertu s uzorcima, specifikacijom i rodovnicima dobro zatvoriti i poslati
postom, donijeti osobno ili poslati nekim drugim nac¢inom u $to kra¢em roku od

dana uzorkovanja.
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