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1. UVOD

Leptospiroza je zarazna bolest mnogih domacih i divljih zivotinja te Covjeka uzrokovana
patogenim bakterijama iz roda Leptospira. Prilikom istrazivanja epizootiologije leptospiroze
velika se paznja posvecuje onim zivotinjskim vrstama koje se smatraju rezervoarima ili pak
razvijaju lakSe ili teze klinicke oblike bolesti. Istrazivanje leptospiroze u macaka pritom se
nepravedno zapostavlja, uglavnom zbog ¢injenice $to macke izuzetno rijetko razvijaju klinicke
znakove bolesti. Postoji svega nekoliko recentnih znanstvenih radova o leptospirozi macaka koje
potvrduju mogucénost infekcije pa cak i produljenog izlucivanja (kliconostva). Podatci o
prevalenciji leptospiroze u macaka, vjerojatno infektivnim serovarima te mogucéim rizi¢nim
¢imbenicima povezanim uz infekciju u Republici Hrvatskoj, ali i globalno, relativno su oskudni.

Nasa pretpostavka je da seroprevalencija leptospiroze u macaka unutar endemskih podrucja
Republike Hrvatske nije zanemariva te da ¢e vjerojatno biti na razini one utvrdene u pasa. Stoga
je cilj naSeg istrazivanja bio pretraziti 84 arhivirana uzoraka seruma macaka prikupljenih tijekom
klinicke obrade pacijenata od 2018. do 2021. godine. Odabrani su oni serumi macaka koje su po
izjavi vlasnika barem dijelom boravile, odnosno izlazile van kuce, a svi prikupljeni serumi
pretrazeni su metodom mikroskopske aglutinacije (MAT). Temeljem dobivenih podataka utvrdili
smo seroprevalenciju leptospiroze u macaka iz Zagreba i okolice te odredili najucestalije

vjerojatno infektivne skupine i ostale povezane rizi¢ne ¢imbenike.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Povijest

Moderna povijest leptospiroze pocinje 1886. godine kada je Adolf Weil opisao specifi¢nu Zuticu
kod ljudi pracenu povecanjem slezene i poremecajem rada bubrega (WEIL, 1886.). lako je
etiologija jos uvijek bila nepoznata, sama infekcija je povezana s osobama koje provode vrijeme
u prirodi i koje su bile u kontaktu s vodom. Bolest je tada nazvana Weilova bolest, a taj se naziv
koristi jo§ 1 danas kad se opisuju tezi oblici bolesti u ljudi praceni zuticom. Uzro¢nik ove bolesti
je prvi put vizualiziran u tkivu i opisan 1907. kad je zbog svoje morfologije nazvan Spirocheta
interrogans (STIMONS, 1907.). Leptospira je izdvojena po prvi put 1916. u Japanu. Krv
radnika iz rudnika wugljena, koji su bolovali od Weilove bolesti, eksperimentalno je
intraperitonealno injektirana zamorc¢i¢u. Klinicka slika kod zamorci¢a ukljucivala je Zuticu,
konjunktivitis, gubitak apetita, anemiju, hematuriju i albuminuriju. Spirohete su pronadene u
vecini tkiva, a najveci broj zabiljeZen je u bubrezima i jetri. Zanimljivo je da eksperimentalno
inficirani miSevi 1 Stakori nisu pokazivali znakove akutne infekcije bez obzira na koliinu
injektirane infektivne tvari te su opisani kao moguéi rezervoari ove bolesti (INADA 1 sur.,
1916.). Ista je grupa znanstvenika nekoliko mjeseci nakon ovog otkri¢a uspjela uzgojiti
uzro¢nika leptospiroze in vitro, u mediju napravljenom od emulzije zamorci¢eva bubrega te su
odredili optimalnu temeraturu za rast ovih bakterija koja iznosi 27-35 °C. Ime Leptospira za ovaj
rod bakterija predlozen je 1918. godine kako bi se uzroc¢nik, tada jo§S zvane Weilove bolesti,

razlikovao od drugih uzro¢nika sli¢ne morfologije (ADLER, 2015.).



Vrlo brzo nakon $to se uzro¢nik leptospiroze izdvojio iz ljudi i Stakora, htjelo se saznati vise o
prijemljivosti macaka na infekciju 1 o ulozi macke u Sirenju ove bolesti. Macke, koje su 1918.
godine eksperimentalno inficirane leptospirama iz seroloSke skupine Icterohaemorrhagiae, nisu
uginule ve¢ su postale kliconose (NOGUCHI, 1918.). Poslije tog saznanja zanimanje se
znanstvenika za povezanost ove zivotinjske vrste i leptospiroze povecalo. U Indoneziji su prvi
put izdvojene bakterije iz roda Leptospira iz macke nakon prirodne infekcije (MERTEN, 1938.),
dok su leptospire u Republici Hrvatskoj prvi put izdvojene iz bubrega macaka nakon
eksperimentalne infekcije 1974. godine (MODRIC, 1974.), a 1978. godine i iz prirodno

infekciranih magaka (MODRIC, 1978.).

2.2. Etiologija

Bakterije iz roda Leptospira su gram negativne, pokretne bakterije spiralnog oblika (Slika 1.)
koje se u uobi¢ajenom mediju kre¢u prosje¢nom brzinom od 10 pm/s (FAINE i sur. 1999.). One
su obligatni aerobi, ¢ija optimalna temperatura rasta iznosi 28-30 °C (FAISAL i sur. 2012.).
Promjera su oko 0,1 um i duzine 6-20 pm. Slabo se boje standardnim bojama pa se za njihovu
vizualizaciju sluzimo mikroskopom s tamnim vidnim poljem (CVETNIC, 2008.). Patogene vrste
roda Leptospira koje su tek izdvojene iz domacina su u pravilu duZe i zavijenije od onih koje su
ve¢ prilagodene umjetnim hranjivim podlogama (ELLIS i sur., 1983.).

Za izdvajanje 1 umnaZanje bakterija iz roda Leptospira koriste se razliite tekuce i polutekuce
hranjive podloge s dodatkom kuni¢jeg seruma (ELLINGHAUSEN i sur., 1965.). Najcesce se

koriste EMJH (Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris) ili hranidbene podloge prema



Korthofu s 10 % kuni¢jeg seruma, a dodatak vitamina ili hemoglobina pospjeSuje njihov rast

(CVETNIC, 2008.). Mogu se koristiti i hranidbene podloge prema Stuartu i Fletcheru.

Slika 1. Leptospira, slikana elektronskim mikroskopom

(Izvor: https://www.sciencephoto.com/media/1148677/view)

Taksonomski, rod Leptospira pripada porodici Leptospiraceae i redu Spirochaetales (FAINE i
sur. 1999.). Rod dalje mozemo klasificirati na temelju genomskih karakteristika molekularnim
metodama ili na temelju antigenih karakteristika seroloskim metodama (GRENEE, 2012.).
Osnovni takson unutar genomskog klasifikacijskog sustava je genomska vrsta, dok je osnovni
takson seroloske klasifikacije serovar. Serovari su ovisno o svojoj srodnosti svrstani u 24
seroloske skupine. Unakrizna reaktivnost (pa stoga i imunost) prisutna je samo unutar iste

seroloske skupine (ADLER i sur. 2010.).



Leptospire se ovisno o svojoj sposobnosti uzrokovanja infekcije dijele na saprofitne,
intermedijarne i patogene. Saprofitne vrste, kao $to je Leptospira biflexa, serovar Patoc, Zive u
vodi ili vlaznom tlu te ne inficiraju Zivotinjskog domacina. Za razliku od apatogenih leptospira,
odrzavanje onih patogenih ovisi o njihovim rezervoarima. Pretpostavlja se da je izrazita
heterogenost unutar roda Leptospira zapravo posljedica vremensko i prostorno uvjetovane
prilagodbe leptospira na pojedine Zivotinjske vrste. Mijenjajuci svoje povrsinske lipopolisaharide
(antigene) doslo je do izrazite seroloske divergencije. Posljedicno tome pojedine serovare u
odredenim geografskim podru¢jima odrzavaju pojedine Zivotinjske vrste (FAINE i sur. 1999;
ADLER i sur. 2010.). Jednom izvan domacina, patogene leptospire se ne umnazaju, ali mogu
ostati infektivne i do nekoliko mjeseci ako se nalaze u optimalnom okoliSu (alkalno vlazno tlo,

odgovarajuca temperatura) (GRENEE, 2012.).

2.3. Epizootiologija

Leptospiroza je geografski izrazito rasprostranjena, ali s najviS§im incidencijama u tropskim i
subtropskim podru¢jima. U umjerenom klimatskom pojasu incidencija je najveca u nizinskim
podrucjima, porjecjima, odnosno podrucjima s alkalnim tlom i u vrijeme kasnog ljeta ili rane
jeseni kada je tlo toplo i vlazno te ima puno povrsinskih voda (CVETNIC, 2008.).

Izvor zaraze su bolesne Zivotinje 1 Zivotinje kliconoSe koje leptospire izlucuju urinom. Naime,
patogene vrste Leptospira koloniziraju proksimalne bubrezne kanaliée domacina nakon cCega
urinom izlaze u okoli§ gdje u vodi ili vlaznom tlu mogu prezivjeti i do nekoliko mjeseci

(TRUEBA 1 sur., 2004.). Upravo se zbog toga izmedu domacina prenosi direktnim ili, puno



ceSce, indirektnim kontaktom s kontaminiranim okoliSem (GREENE, 2012.). Ulazna vrata
infekcije su sluznice i neoste¢ena, no vodom omeksana koza (Slika 2).

S obzirom na njihov o¢uvan nagon za lovom, pretpostavlja se da je infekcija u macaka najcesce
posljedica kontakta, zvakanja odnosno ingestije plijena - inficiranih miSolikih glodavaca
(SYKES, 2014.), no do infekcije moze do¢i 1 prilikom kontakta s urinom divljih i domacih
zivotinja (LARSSON 1 sur., 1985.), odnosno kontaminiranim okoliSem. Upravo zbog te vece
izlozenosti 1 blizem kontaktu s rezervoarima smatramo da su vanjske macke u znacajno vecem
riziku od zarazavanja. (TALEBKHAN GAROUSSI i sur., 2015.; AZOCAR-AEDOL i sur,

2014.).

Maintenance hosts Environment Incidental hosts

Asymptomatic \ -
rodents \ "u}
4
Soil and
.~ surface water . & ﬁ

m B
Wild and domestic
‘ animals

Slika 2. Epizootiologija leptospiroze (Izvor: SCHULLER i sur., 2015.).




2.3.1. Domacini/rezervoari leptospiroze

Kao $to je ve¢ spomenuto, odrzavanje patogenih leptospira ovisi o njihovim rezervoarima te
pojedine serovare u odredenim geografskim podrucjima odrzavaju razliCite Zivotinjske vrste.
Razlikujemo nekoliko vrsta domacina/rezervoara. Pravim rezervoarima ove zarazne bolesti
smatramo razli¢ite vrste glodavaca, koji nakon infekcije ne obolijevaju i ostaju dozivotne
kliconose.

Evolucijski domacini su pak zivotinjske vrste kod kojih prilagodba na odredeni serovar jos nije u
potpunosti zavrSila. U tih Zivotinja infekcija s adaptiranim serovarom izaziva blagu klinicku
sliku s dugotrajnim, ali ne i dozivotnim klicono$tvom. Primjerice, govedo je evolucijski domacin
za serovar Hardjo-bovis, psi za serovar Canicola, svinje za serovar Pomona, itd. (Slika 3). Treba
znati da takva poveznica izmedu serovara i zivotinjskih vrsta (domacina) nije apsolutna, a
molekularni mehanizmi prilagodbe jo$ su uvijek nepoznati (PICARDEAU, 2017.).

Slu¢ajni domacini su pak oni koji nisu dio uobicajenog ciklusa odrzavanja pojedinog serovara u
odredenom podrucju, ve¢ su se sluajno ukljucili u epizootioloski/epidemioloski ciklus
leptospiroze. U tim slucajevima Cesto dolazi do ocitovanja tezih oblika bolesti, a ako takva
zivotinja preboli infekciju ostaje relativno kratkotrajni kliconosa. Smatra se da se vecina
sisavaca, te poneki gmazovi i vodozemci, mogu inficirati bilo kojim patogenim serovarom

leptospira (BISCOLA i sur.; 2011.; ROE i sur., 2010.).



Host Range for Some Isolates of Common Serogroups of Leptospira Infecting Animals
KnownPrimary ~ _hodentalHosls o homesticated

Selected Serogroup Reservoir Hosts Dog Cat Human Animals Representative Wild Animals

Bratislava Rat, pig, horse? + - - Cow, horse Mouse, raccoon, opossum, hedgehog, vole, fox,
skunk, bandicoot, weasel, nutria

Autumnalis Mouse - - - Cow Rat, raccoon, opossum, bandicoot

Icterohaemorrhagiae  Rat - + + Cow, horse, pig, cavy* Mouse, raccoon, opossum, hedgehog, fox,
woodchuck, nutria, ape, skunk, civet, muskrat,
mongoose

Pomona Cow, pig, skunk, + + + Horse, sheep, goat, Mouse, raccoon, hedgehog, wolf, fox, woodchuck,

opossum rabbit, cavy* vole, sea lion, deer, civet

Canicola Dog + o+ + Cow, horse, pig Rat, raccoon, hedgehog, armadillo, mongoose,
bandicoot, nutria, vole, jackal, skunk

Batavia Dog, rat, mouse + O+ - Cow Hedgehog, vole, armadillo, bandicoot, shrew,
leopard cat

Hardjo Cow + - - Pig, horse, sheep Wild bovidae

Australis Rat, mouse + - + Dog Bandicoot

Zanoni Rat, mouse + - - Cow, dog Bandicoot

Grippotyphosa Vole, raccoon, - - - Cow, pig, sheep, goat, Mouse, rat, fox, bandicoot, squirrel, bobcat,

skunk, opossum rabbit gerbil, cavy® shrew, hedgehog, muskrat, weasel, mole,

leopard cat

Slika 3. Najcesce infektivne seroloske skupine i njihovi rezervoari, evolucijski i slucajni

domacini (Izvor: GREENE, 2012.)

Pojavnost 1 ucestalost vjerojatno infektivnih serovara na razli¢itim geografskim podrucjima
znatno se razlikuje (Slika 4.) (GRENEE, 2012.). U velikom istrazivanju provedenom u Juznoj
Americi od 126 seruma, uzorkovanih od vanjskih macaka, u njih 10 (8,1%) utvrdena je
prisutnost specifi¢nih protutijela. Najces¢i vjerojatno infektivni serovari bili su Autumnalis
(30.0%), Canicola (20.0%), Bataviae (20.0%) 1 Grippotyphosa (10.0%) (AZOCAR-AEDO 1
sur., 2014.). U Teheranu, Iran, gdje je udio pozitivnih macaka iznosio 27%, prevladavajuci
vjerojatno infektivni serovar u macaka bio je serovar Canicola (94.7%), ali dokazana je i

seroreaktivnost na serovar Pomona (5.3 %) (JAMSHIDI S. i sur., 2009.).



U Skotskoj od 9,2 % pozitivnih magaka pet pozitivnih reakcija bilo je na serovar Hardjo, dvije na
serovar Autumnalis 1 jedna na Icterohaemorrhagiae (AGUNLOYE, 1996.), dok primjerice u
Estoniji prevalencija je iznosila 12,8%, a prevladavajuci serovari bili su Pomona, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagie i Bratislava (LEHTLA, 2020.). Modri¢ i suradnici (2010.) istrazivali su
seroprevalenciju leptospiroze u macaka na tri razlicite lokacije u Republici Hrvatskoj. Specifi¢na
protutijela ustanovljena su u krvnom serumu u razli¢itom titru (od 1:100 do 1:8000) u 21,42%
macaka sa podrucja Zagreba, 28,09% macaka iz Baranje 1 30,41% macaka iz seoskih podrucja
istocne Slavonije. Razlikovala se i u€estalost vjerojatno infektivnih serovara pa je tako u macaka
s podrucja Zagreba najce$¢i vjerojatno infektivni serovar bio serovar Icterohaemorrhagiae
(10/24), u Baranji serovar Pomona (23/59), a u isto¢noj Slavoniji serovar Bataviae (16/66).
Navedeni rezultati ukazuju na relativno visoku prevalenciju leptospiroze kao i Cinjenicu da u
razli¢itim podru¢jima Republike Hrvatske vjerojatno imamo razli¢ite izvore infekcije (MODRIC

isur., 2010.).



Table 1 Prevalence data for leptospirosis in cats diagnosed by microscopic agglutination test

Positive serovar(s) Negative serovar(s) Prevalence (%) Reference

Thailand - 13 locations 260 Anhoa, Autumnalis, Celledoni, Australis, Ballum, Bataviae, Bratislava, Broomi, 5.4 10
Copenhageni, Djasiman, Ci Coxi, Cy
Haemolytica, Khorat, Paidjan, Pomona, Pyrogenes,
, Saxkoel and

Icterohaemorrhagiae
and Patoc*

|
2

Germany — Munich 215  Australis®, Autumnalis, Canicola, Pomona and Saxkoebing
Bratislava, Copenhageni

‘;

Bratislava, Butembo, 4.7
Canicola, Castellonis, Copenhageni, Cynopteri,
Grippotyphosa, Guaricura, Hardjo-prajitno,

Py Sh

ryrog

Iran — Mashhad 147  Hardjo®, Icterohaemorrhagiae Ballum, C; and Grippotyp! 129 12
and Pomona

Canada - Quebec 240 Bratislava, Gripp! C: and Hardjo 10.8 14
Icterohaemorrhagiae and
Pomona*

Serbia — Belgrade 161 Australis®, Bratislava, nagi 26.7 24
Canicola, Grippotyphosa and Sejroe
Pomona* and Pyrogenes
Reunion Island 30 Panama Australis, Autumnalis, Bataviae, Canicola, 26.6 26
ﬁaﬂdlonls. Cynopteri, &hpotyphos:, Hardjo-bovis,
ebdomadis,

Pyrogenes, Selmeuﬁanmaavl

‘

USA - Massachusetts 63  Autumnalis®, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa and Hardjo 48 20
Icterohaemorrhagiae
and Pomona

Greece - Thessaloniki 99  Ballum, Bataviae, Bratislava, Hebdomadis, Panama and Pomona 333 17
and Rachmati*

2
?
‘

New Zealand — North 225 Balcanica, Ballum, Canicola, Australis, Bataviae, Javanica, Pyrogenes and 8.8 28
Island Copenhageni*, Hardjo* and  Tarassovi
Pomona

Slika 4. Pregled seroprevalencije leptospiroze i vjerojatno infektivnih serovara u macaka u

razli¢itim geografskim podru¢jima (Izvor: MURILLO i sur.,2020).



U jednom istrazivanju mogucih riziénih ¢imbenika povezanih sa seropozitivnoséu u macaka
(RODRIQUEZ 1 sur., 2014.) uvrdeno je da su seroloski pozitivne macke bile ¢eS¢e one zivotinje
koje ¢esce borave vani, one koje su vlasnici okarakterizirali kao ,,dobre lovce* i one macke koje
su zivjele u domacinstvu s jo§ barem jednom mackom. S druge strane, prisustvo psa u

domacinstvu nije bilo dovedeno u vezu s povecanim rizikom.

2.3.2. Leptospiroza - bolest prirodnog ZariSta

Leptospiroza je tzv. bolest prirodnih Zari§ta. Zarista leptospiroze predstavljaju geografska
podrucja na kojima je ucestalost leptospiroze veéa jer unutar njih postoje bioticki i abioticki
¢imbenici koji podrzavaju odrzavanje i cirkulaciju uzro¢nika (ZAHARIJA 1 sur.,, 1982.).
Prirodna Zarista leptospiroze mogu se podijeliti na arhai¢na, sinantropna i antropourgicna.

Stara ,,arhai¢na® ZariSta leptospiroze su podruc¢ja unutar kojih leptospirozu odrzavaju miSoliki
glodavci, a povoljni abioti¢ki ¢imbenici podrzavaju produzeno prezivljavanje ovih bakterija u
okoliSu. Podrucja koja su nastala djelovanjem covjeka nazivaju se sinantropna zarista, a nastala
su priblizavanjem pojedinih vrsta glodavaca (Stakori, kuéni mi§) ljudskim nastambama zbog
lakse dostupne hrane. Sinantropna ZariSta su najceS¢e gusto naseljena mjesta s lo§im sanitarno-
higijenskim uvjetima. Prevladavajuéi serovar koji inficira ljude u tim podrucjima je serovar
Icterohaemorrhagiae &iji je rezervoar §takor (BALAN TOPIC i sur., 2010.; BARANTON i
POSTIC, 2006.; CICERONI i sur., 2000.; HABUS i sur. 2017.; JANSEN i sur., 2005.).
Antropourgi¢na ZzariSta nastaju uvodenjem 1 uzgojem domacih Zivotinja koje su, nakon
prilagodbe leptospira, postale tzv. evolucijski domacini za pojedine serovare (TURK, 2015.). U
tim podru¢jima prevladavaju infekcije serovarima koji su se prilagodili na pojedine vrste
domacih zivotinja.
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2.4. Patogeneza

Nakon $to leptospire prodru kroz sluznice ili oSteenu koZu u organizam, ulaze u krvotok, brzo
se umnazaju te naseljavaju razne organe gdje se daljnja replikacija nastavlja (GREENE, 2012.).
Za vrijeme septikemijske faze (leptospiremije), koja pocinje jedan do dva dana poslije infekcije,
leptospire se mogu izdvojiti iz krvi, razli¢itih parenhimskih organa i cerebrospinalne tekucine.
Primarna bakterijemija zavrSava nakon 10 do 14 dana ako domacin ima optimalni imunosni
odgovor, tj. pojavom humoralnih protutijela u cirkulaciji. Sekundarna bakterijemija, koja se
javlja od 15. do 36. dana poslije infekcije, je rijetka (HATHAWAY i sur., 1983.). Nakon pojave
aglutinacijskih protutijela dolazi do eliminacije leptospira iz krvotoka i veéine parenhimskih
organa opsonizacijom i lizom. Ove bakterije tada naseljavaju predilekcijska mjesta - proksimalne
zavijene bubrezne kanali¢e gdje se nalaze slijepljene u strukturi nalik biofilmu izvan dohvata
specificnih protutijela. Iz tako se naseljenog bubrega leptospire urinom mogu povremeno
izlugivati u okoli3 i do nekoliko mjeseci (CVETNIC, 2008.). Osim u bubregu, leptospire se mogu
zadrZavati 1 u mozgu, prednjoj o¢noj komorici te spolnim organima (MILAS, 2012.).

Tocan mehanizam kojim patogene leptospire uzrokuju oStecenja organa nije potpuno razjasnjen i
moze se razlikovati medu organskim sustavima (MEDEIROSFDA i sur., 2010.).

Ove spirohete proizvode razlicite enzime ukljucujuci fosfolipaze, sfingomijelinaze i tzv. proteine
koje stvaraju pore (SYKES, 2014.) za koje se pretpostavlja da imaju znacajnu ulogu u
virulenciji, a oslobodeni endotoksini mogu izazvati oSte¢enja krvozilnog i Ziv€anog sustava
(CVETNIC, 2008.). Kod teskih infekcija moze doéi do edema tkiva i vaskulitisa §to je posljedica
akutne ozljede endotela. Ove su pojavnosti tipicne za sistemsku infekciju pra¢enu tzv.

sindromom sistemskog upalnog odgovora (SIRS). Lipopolisaharidi, koji se nalaze u vanjskoj
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ovojnici, najvjerojatnije stimuliraju adheziju neutrofila i aktivaciju trombocita, $to takoder moze

doprinijeti upalnom odgovoru i koagulopatijama koje se javljaju (GREENE, 2012.).

2.5. Klini¢ka slika

Infekcija patogenim serovarima moze uzrokovati raznoliku klini¢ku sliku i to od subklini¢kih i
blagih do teskih klinickih oblika prac¢enih otkazivanjem bubrega, oStecenjima jetre ili plu¢nim
hemoragijskim sindromom c¢esto uz smrtni ishod (BHARTTI 1 sur., 2003.). Kako ¢e se klinicki
oCitovati bolest 1 koliko dugo ¢e trajati kliconostvo ovisi o infektivnoj dozi, virulenciji serovara
koji uzrokuje infekciju te vrsti i imunoloskom odgovoru domaéina (LEVETT, 2001.).

Inkubacija leptospiroze iznosi otprilike sedam dana, ali u svom trajanju moze znacajnije varirati,
ovisno o gore navedenim c¢imbenicima (GREENLEE i sur., 2005.). Pojedina istrazivanja
pretpostavljaju da bi inkubacijski period u macaka mogao biti i nesto duzi od onog kod drugih
domacih zivotinja (LARSSON i sur., 1985.). Studije koje opisuju eksperimentalne, ali i prirodne
infekcije macaka, upucuju na Cinjenicu da se u ove vrste zivotinja infekcija vrlo rijetko klinic¢ki
ocituje (GREENE, 2012.). Ipak, u jednom istrazivanju leptospiroze macaka u Kanadi
(RODRIQUEZ 1 sur. 2014) utvrdeno je da su seropozitivne zivotinje ¢eS¢e imale akutnu leziju
bubrega u odnosu na onu skupinu macaka koja je bila seroloski negativna. Druga istrazivanja
takoder opisuju povezanost izmedu prisutnosti specifi¢nih protutijela u macaka i zatajenja
bubrega i/ili histopatoloskog dokaza upale bubreznog tkiva (MILLAN i sur., 2009.; OJEDA i
sur., 2018.). Istrazivanje provedeno u Francuskoj pronaslo je izravnu vezu izmedu seroloske

reaktivnosti u macaka i povecane ucestalosti poliurije 1 polidipsije (LUCIANI, 2004.), a tijekom
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istrazivanja u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama provedenog na tri prirodno inficirane macke
prvi simptomi koji su se javili bili su poliurija i polidipsija (ARBOUR 1 sur., 2012.).

Sukladno navedenom, moze se pretpostaviti da, kao 1 kod pasa, i kod macaka leptospiroza u
pojedinim slucajevima moze dovesti do akutnog oStecenja bubrega koji pak moze voditi do
kroni¢nih oboljenja (RODRIGUEZ i sur., 2014.; SCHULLER i sur., 2015.). Promjene na jetri u
macaka zabiljeZene su, ali se puno rjede opisuju nego Sto je to slucaj kod zarazenih pasa
(ANGULOYE isur., 1996.; ARBOUR i sur., 2012.; SHOPET i sur., 1980.).

Nalazi hematoloskih i biokemijskih nalaza krvi u macaka sa suspektnom leptospirozom nisu
jednoznacni. Broj ¢e leukocita ovisiti o stadiju i intenzitetu bolesti. Tijekom bakterijemije
mozemo naci leukopeniju, dok u kasnijim stadijima broj leukocita moze biti povisen. Kod vecine
macaka imamo srednje do jace izrazenu azotemiju (ARBOUR i sur., 2012.; BEADU-LANGE i
sur., 2014.; LAPOINTE i sur., 2013.; RODRIGUEZ i sur., 2014.; WEIS i sur., 2017.).

Toksini leptospira inhibiraju aktivnost Na*/K*-ATPaze u epitelnim stanicama bubreznih
kanali¢a kod pasa i macaka S§to moze dovesti do izrazenog gubitka elektorolita urinom,
uzrokujuci hipokalijemiju (BURTH i sur., 1997.). PoviSene vrijednosti fosfora u serumu macaka
povezuju se sa smanjenom glomerularnom filtracijom. Analizom urina inficiranih macaka
nadena je hipostenurija, hematurija i proteinurija (ARBOUR i sur., 2012.; OJEDA i sur., 2018.)
Osim navedenih klinickih znakova, u macaka kod kojih je leptospiroza potvrdena seroloski i /ili
PCR-om, opisuju se i uveitis, hromost, slabost, febrilitet, gubitak tezine, ascites, povracanje,
proljev, bol prilikom manipulacije i upalne promjene na kozi i mekusima (ARBOUR i sur.,
2012.; BEADU-LANGE i sur., 2014.; AGUNLOYE 1 sur., 1996.; LAPOINTE i sur., 2013,
MYLONAKIS i sur., 2005.; RODRIGUEZ i sur., SHROPSHIRE i sur., 2016.; 2014.; WEIS i

sur., 2017.).
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2.6. Dijagnostika

Sumnju na leptospirozu postavljamo temeljem epizootioloskih podataka i klinickog nalaza, no da
bi objektivno dijagnosticirali bolest potrebno je dokazati uzroc¢nika izdvajanjem ili molekularnim
dijagnostickim metodama ili pak dokazati prisustvo specifi¢nih protutijela u serumu seroloskim
metodama. Rutinska dijagnostika leptospiroze uglavnom se temelji na dokazu protutijela u
serumu mikroskopskom aglutinacijom (MAT) i/ili dokazom uzro¢nika u krvi ili urinu PCR-om.
Bakterioloska pretraga krvi ili urina ne upotrebljava se u rutinskoj dijagnostici zbog dugog

vremena potrebnog za izvodenje.

2.6.1. Dokaz uzroc¢nika

Uspjesnost laboratorijske dijagnostike ovisna je o pravodobnom i pravilnom uzorkovanju. U
ranom stadiju bolesti (7-10 dana od infekcije) leptospire se nalaze u krvi, ali ih moZemo naci i u
vecini parenhimskih organa. U tom stadiju najbolji uzorak je puna krv koju moramo uzorkovati
prije davanja antibiotske terapije. Djelovanjem specifi¢nih protutijela dolazi do uklanjanja
leptospira iz krvotoka i vecine organa, no one zaostaju u proksimalnim bubrezenim kanali¢ima
od kud se izlu¢uju urinom. U tim stadijima moZemo uzorkovati urin imaju¢i na umu da je
izlu¢ivanje urinom sporadi¢no zbog ¢ega se mogu javiti i lazno negativni rezultati.

U slucaju da se dijagnostika vrsi nakon smrti zivotinje materijal od izbora uvijek je bubreg.

2.6.1.1. Izravni dokaz
Mogucée je dokazati leptospire izravno u urinu ili nekoj drugoj tjelesnoj tekucini pomocu

mikroskopa s tamnim vidnim poljem, no takva metoda je izrazito slabo osjetljiva i specifi¢na.
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Takoder, zahtijeva da su bakterije u uzorku prisutne u vrlo velikom broju te znatnu stru¢nost
osobe koja ocitava pretragu. Za izravan dokaz leptospira u organima tijekom post-mortem
dijagnostike nerijetko su potrebna i1 posebna bojanja na bazi srebra ili se pak rabe

imunohistokemijske metode.

2.6.1.2.  Izdvajanje uzro¢nika na hranjivim podlogama
Izdvajanje uzro¢nika iz krvi, urina, cerebrospinalne tekucine ili bubrega je moguce, no ova se
metoda ne koristi ¢esto u rutinskoj dijagnostici. Razlog tome je S§to je dugotrajna, slabije
osjetljiva od molekularnih metoda i provodi se samo u specijaliziranim laboratorijima. Za
izdvajanje leptospira koriste se posebne hranjive podloge, a nacijepljeni materijal inkubira se i do
tri mjeseca. No iako nema prevelikog znacaja u dijagnostici ova metoda je bitna za znanstvenike
i epidemiologe jer se jedino njome izdvajaju zive bakterije koje se mogu poslije tipizirati

(SYKES, 2014.).

2.6.2. Molekularne metode
Molekularne metode kao $to su lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase chain reaction-
PCR) i lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real Time PCR) izravno i
objektivno dokazuju prisustvo specificnog odsjecka DNK patogenih leptospira u uzorku.
Preporuca se koristenje lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu zbog njene visoke
osjetljivosti i specifi¢nosti, ali 1 brzine izvodenja (BOURHY 1 sur. 2011.). Kao uzorak mozemo
koristi krv, urin, cerebrospinalnu tekucinu te posmortalno tkiva, idealno bubreg. Nedostatak ovih

metoda dijagnostike je nemoguénost utvrdivanja serovara ili serogrupe koja je uzrokovala bolest.
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2.6.3. Dokaz protutijela

Za dokaz specifi¢nih protutijela koriste se seroloSke metode. Referentna metoda u dijagnostici
leptospiroze je metoda mikroskopske aglutinacije (MAT). MoZe se koristiti i ELISA u obliku
brzog komercijalnog testa koji detektira specificna protutijela za leptospirozu (IgM), ali samo u
pocetku bolesti kada taj razred protutijela nastaje (ADLER, 2014.). Njihov nedostatak je, osim
navedenog, i da takvi brzi testovi ne mogu odrediti infektivni serovar niti serolosku skupinu, kao
niti titar protutijela, a i vrsno su specifi¢ni. Tako komercijalni kitovi za dijagnostiku leptospiroze
kod macaka jo§ nisu razvijeni (MURILLO i sur., 2020.).

Kao S$to je ve¢ spomenuto, MAT predstavlja zlatni standard u dijagnostici leptospiroze. To je
kvantitativna metoda kojom mozemo odrediti i vjerojatno infektivan serovar odnosno seroloSku
skupinu. Ova seroloska metoda temelji se na principu aglutinacije gdje antigen (leptospira) i
protutijelo reagiraju te tvore netopljive komplekse koje promatramo pod mikroskopom s tamnim
vidnim poljem. Uzorkujemo serum, a za samo izvodenje su nam potrebne zive kulture leptospira.
S obzirom na veliki broj patogenih serovara unutar roda Leptospira i izostanka unakriznih
reakcija koristimo panel antigena koji sadrzava najcesce infektivne serovare za pojedinu vrstu
zivotinja na odredenom geografskom podrucju.

Za dokaz akutnih infekcija uzorkuju se parni serumi. Nakon prvotne pretrage, ponovno
uzorkujemo serum nakon sedam do Cetrnaest dana i na temelju kretanja titra protutijela mozemo
odrediti o kakvom se tipu infekcije radi. Da bismo zakljucili da je zivotinja u akutnoj infekciji,
moramo imati dokaz protutijela u visokom titru u prvom serumu. U slucaju da je prvi serum bio
negativan ili pak pozitivan u niskom titru, u drugom serumu treba do¢i do serokonverzije

odnosno Cetverostrukog porasta titra protutijela.
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2.7. Lijecenje i preventiva

Preporuceni protokol lije¢enja leptospiroze kod macaka temelji se na protokolu lijeCenja pasa
(HARTMANN i sur., 2013.). Sastoji se od etioloske, potporne i simptomatske terapije. Etiolosko
lijecenje se sastoji od dvije faze antimikrobne terapije. Prva faza ima za cilj sprijeciti umnazanje
leptospira 1 tu se koriste najceS¢e penicilini, ali mogu i drugi kemoterapeutici na koje su
leptospire osjetljive. Tu spadaju aminoglikozidi, flourkinoloni, makrolidi i tertraciklini.

Nakon $to je pacijent stabilno prelazi se na drugu fazu gdje je preporuka koristiti doksiciklin ili
streptomicin, s obzirom da samo ta dva antimikrobna lijeka uklanjaju leptospire iz bubrega i
sprecavaju kliconostvo (FAINE i sur., 1999.).

Potporna i simptomatska terapija su, pogotovo u pocetku bolesti, izrazito bitne i povecavaju
Sanse za oporavak zivotinje. One ovise o ozbiljnosti klinickih znakova i prisutnosti oStecenja
bubrega i jetre. Spre¢avanje zatajenja bubrega je najvazniji dio lijecenja leptospiroze kod psa te
se smatra da isto vrijedi i za macke (HARTMANN i sur. 2013.).

Imunoprofilaksa je razvijena za pse, konje, goveda i svinje, no djelovanje cjepiva je kratkotrajno
1 ograni¢eno zbog nemoguénosti unakrizne zastite medu razli¢itim seroloskim skupinama. Stoga
se profilaksa treba temeljiti i na spre¢avanju kontakta Zivotinja i ljudi s izvorom infekcije 1 na
suzbijanju kliconostva i rezervoara ove bolesti. U macaka to zna¢i onemoguciti macki kontakt s
moguc¢im inficiranim glodavcem ili kontaminiranim okoliSem. Macke koje ne borave vani imaju

jako nizak rizik oboljenja (HARTMANN i sur. 2013.).

18



3. MATERIJALI I METODE

Tijekom ovog istrazivanja pretrazeno je 84 uzorka seruma macaka s podrucja Zagreba i okolice
prikupljenih u razdoblju od 2018. do 2021. godine i arhiviranih u Laboratoriju Klinike za
unutarnje bolesti i Klinike za zarazne bolesti Veterinarskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.
Odabirani su samo oni serumi macaka za koje su vlasnici tijekom uzimanja anamneze izjavili da

izlaze van kuée odnosno stana. Svi uzorci pretrazeni su metodom mikroskopske aglutinacije.

3.1. Seroloska metoda mikroskopske aglutinacije

Metoda mikroskopske aglutinacije (MAT) je referentna seroloska metoda za dijagnosticiranje
leptospiroze. To je subjektivha metoda kojom se utvrduje prisutnost specificnih protutijela
serumu. Metoda se temelji na reakciji antigena i protutijela (IgM 1 IgG) pri ¢emu dolazi do
tvorbe netopivih kompleksa odnosno aglutinata. MAT ima svoj kvalitativni i/ili kvantitativni dio.
U kvalitativnom dijelu pretrage utvrduje se postoje li, u osnovnom razrjedenju pretrazivanog
seruma (1:50), protutijela za odredeni serovar leptospira (antigen).

Rezultat kvalitativne pretrage moze biti pozitivan ili negativan. Kvantitativni MAT izvodi se ako
je rezultat kvalitativnog dijela pretage pozitivan. Rade se dvostruka serijska razrjedenja seruma
kako bi se ustanovio konacni titar protutijela. Za izvodenje MAT-a upotrebljavaju se zive

leptospire.
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1.Materijali:

85 uzoraka seruma macaka
12 referentnih sojeva leptospira - dijagnosticki panel br. 3 (Tablica 2)

2.Pribor i oprema:

Termostat 28-30 °C

Mikroskop s tamnim vidnim poljem
Laboratorijski plamenik

Pipeta, visekratna 20-200 pl ili 30-300 pl
Pipeta 2-20 plili 0,5-10 pl

Pipeta dispenser

Odgovaraju¢i nastavci za pipete

Epruvete Eppendorf, volumena 1,5 ml
Staklene epruvete s navojnim PP ¢epom 16 x 100 A
Mikrotitracijska plitica s 96 jazica i V dnom
Mikrobioloska eza

Latex rukavice

Predmetna stakalca

Vodootporni marker

3.Reagensi:

Fosfatni pufer (PBS)
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Tablica 1. Dijagnosticki panel br. 3 - panel antigena kojeg smo koristili u dijagnostici

Rb. | Seroloska skupina Serovar Soj Genomska vrsta
1 Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V L. kirschneri

2 Sejroe Sejroe M 84 L. borgpetersenii
3 Australis Bratislava Jez Bratislava L. interrogans

4 Pomona Pomona Pomona L. interrogans

5 Canicola Canicola Hond Utrecht IV L. interrogans

6 Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | RGA L. interrogans

7 Tarassovi Tarassovi Perepelistin L. borgpetersenii
8 Sejroe Saxkoebing Mus 24 L. interrogans

9 Ballum Ballum Mus 127 L. borgpetersenii
10 | Bataviae Bataviae Swart L. interrogans
11 | Javanica Poi Poi L.borgpetersenii
12 | Sejroe Hardjo Hardjobovis L. interrogans

MAT se izvodi u prethodno valjano oznacenim mikrotitracijkim plasti¢nim pliticama s 96 jazica.

Mikrotiracijska plitica se pri izvodenju kvalitativnog dijela pretrage polaZze okomito, a prilikom

kvantitavnog dijela vodoravno (Slika 4).
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Slika 5. Oznacene mikrotitracijske plitice s V dnom za izvodenje kvalitativnog (lijeva plitica) i

kvantitativnog dijela pretrage (desna plitica)

(Izvor: Privatna fotografija)

U svaku jazicu mikrotitracijske plitice stavlja se po 50 pul PBS-a pomoc¢u multikanalne pipete. U
jazicu drugog stupca (iza linije) stavlja se po jos 50 ul PBS-ai po 4,2 pl pretrazivanog seruma.
Visekanalnom pipetom sadrzaj jazica drugog stupca mijesa se te se prebacuje po 50 pl sadrzaja
iz drugog stupca u treci, ponovno se mijesa te se postupak ponavlja do jazica posljednjeg stupca
iz kojeg se nakon mijeSanja odbacuje 50 pl sadrzaja.

Nakon §to smo od osnovnog razrjedenja (1:50) dobili dvostruka serijska razrjedenja, dispenser
pipetom, u svaku jazicu se doda 50 pl kulture antigena, na nacin da ¢e se u razli¢itim redovima

nalaziti razli¢iti serovari. Redoslijed na plo¢i odgovara navedenom redoslijedu prikazanom u
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Tablici 2. Mikrotitracijske se plitice zatim prekrivaju prozirnom pokrovnom plocom te se
inkubiraju dva sata u termostatu pri 28-30°C.

Nakon inkubacije mikrobioloSkom ezom se iz mikrotitracijskih plitica prenese kap na predmetno
stakalce te se pomoc¢u mikroskopa s tamnim vidnim poljem ocitava reakcija (Slika 5). Svaki
serum u kojem je aglutiniralo najmanje 50 % leptospira smatra se pozitivnim.

Kod pozitivnih reakcija radi se kvantitativna pretraga. Postupak je jednak kao i1 kod kvalitativne
pretrage s razlikom broja razrjedenja. Tad se, naime, trazi konacan titar, odnosno najvece
razrjedenje u kojem je jos uvijek vidljiva pozitivna reakcija.

Tijekom ovog istrazivanja pozitivnim rezultatom smo smatrali sve one u kojih je utvrden titar

protutijela 1:50 i visi na bilo koji serovar Leptosira spp. unutar panela.

Slika 6. Prikaz leptospira pod mikroskopom s tamnim vidnim poljem

(Izvor: https://leptospira.amsterdamumc.org/leptospirosis-reference-centre/)
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3.2. Obrada podataka

Kako bismo utvrdili postoji li povezanost seroreaktivnosti u macaka s ocitovanjem odredenih
klini¢kih znakova pretrazeni su podatci arhivirani u ambulantnom protokolu. Podatci koje smo
prikupljali bili su ograni¢eni na one koji su u prijasnjim znanstvenim istrazivanjima leptospiroze
u macaka detektirani kao znacajni. Sukladno tome biljezili su se podatci o prisustvu anoreksije,
letargije, svakog odstupanja od normotermije, poliuriji i polidipsiji, uveitisu, ascitesu, upalnim
promjenama na kozi, hromosti, prisustvu respiratornih ili gastrointestinalnih problema. Od
alteracija u hematoloskim i biokemijskim pretragama biljezila su se poviSenja koncentracije
ureje, kreatinina i jetrenih enzima u serumu, prisustvo elektrolitnog disbalansa i anemije.
Takoder su se pretrazivali i biljezili podatci o moguéoj proteinuriji i hematuriji.

Prikupljeni su i obradeni i podatci o dobi i spolu Zivotinja, kao 1 podatci koji bi mogli biti
smatrani odredenim rizicnim ¢imbenikom koji pospjesuje infekciju kao $to je poznati kontakt s
glodavcima ili imunosupresija zbog retrovirusnih bolesti macaka.

Svi su podatci uneseni u Excell tablicu te se njihova prisutnost ili odsutnost usporedivala s
pozitivnim ili negativnim nalazom, a takoder je odreden i statisticki zna€aj za svaki navedeni
¢imbenik.

Za potrebe rada koriStene su metode deskriptivne statistike te je pri statistickoj obradi podataka

koristen Hi-kvadrat test uz razinu znacajnosti p=0,05.
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4. REZULTATI

Specifi¢na protutijela u razli¢itom titru (od 1:50 do 1:1600) (Tablica 2.), seroloSkom metodom
mikroskopske aglutinacije, ustanovljena su kod 20 macaka (23,81%) (Slika 7.). Vjerojatno
infektivnom seroloSkom skupinom smatrana je ona skupina ¢iji su predstavnici u reakciji
reagirali s najviSim titrom. One pozitivne rezultate u kojima je s istim titrom reagiralo vise od

jednog serovara iz razlicitih seroloskih skupina smatrali smo nedeterminiranim.

MAT rezultati

Pozitivho
23,8%

Negativno
76,2%

Slika 7. Podjela macaka ukljucenih u istrazivanje s obzirom na rezultate MAT-a
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REZULTAT

Tablica 2. Prikaz pozitivnih rezultata i vjerojatno infektivnih seroloskih skupina

VJEROJATNO

INFEKTIVNA

" Sejroe 1:100; Sax 1:50

Grippotyphosa 1:50; Bratislava 1:400; Pomona

1:200; Sax 1:50

- Bratislava 1:100; Pomona 1:100

Grippotyphosa-1:400; Bratislava 1:200; Pomona

1:800
Grippotyphosa 1:50; Pomona 1:400

.| Grippotyphosa 1:50; Pomona 1:200

& Grippotyphosa 1:50; Sejroe 1:200; Bratislava

1:200; Pomona 1:800; Sax 1:200

SEROLOSKA SKUPINA
Sejroe

Australis

Nedeteriminirano

Pomona

Pomona
Pomona
Grippotyphosa

Pomona

Grippotyphosa
Pomona
Nedeterminirano
Pomona
Pomona
Canicola
Australis
Australis
Australis
Australis
Nedeterminirano

Pomona
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Pomona, kao vjerojatno infektivna seroloska skupina, utvrdena je kod osam macaka, Australis
kod pet, Grippotyphosa kod dvije te Canicola i Sejroe kod jedne macke. U tri preostala seruma

titar protutijela je bio jednak za viSe serovara (nedeterminirano) (Slika 8).

Vjerojatno infektivha seroloSka skupina

Canicola Sejroe
50% 5,0%
Grippotyphosa
10,0%

Australis

25,0%

Pomona
40,0% ND

15,0%

Slika 8. Vjerojatno infektivna seroloska skupina

Od ukupno 20 pozitivnih zivotinja njih sedam bilo je muskog, a 13 Zenskog spola. Ipak, utvrdena
razlika nije statisticki znacajna (p=0,385) s obzirom da niti u ukupnom uzorku (n=84) raspored
spolova nije bio pojednak. Od 83 macke kod kojih smo mogli utvrditi spol, muskih je bilo 34, a

zenskih 49.
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Kako bi se utvrdilo postoji li povezanost dobi macaka sa seroprevalencijom kategorizirali smo
pretrazene zivotinje na one do jedne godine Zivota; od jedne do pet godina, pet do deset te preko
deset godina. Niti jedna seropozitivha macka tijekom ovog istrazivanja nije bila mlada od jedne
godine. 23,5% macaka s protutijelima za leptospirozu pripadale su drugoj skupini (1-5 godina),
dok je u trecoj bilo 35,7%, a u Cetvrtoj skupini 45,45% macaka. Na Slici 9. se jasno moze pratiti

kako seropozitivnost raste s dobi Zivotinja.

> 10 godina 45,45%

5-10 godina 35,70%

1-5 godina 23,50%

Do 1godine | 0%

0% 10% 20% 30% 40% 50%

Slika 9. Udio pozitivnih Zivotinja unutar svake dobne kategorije

Kako bismo utvrdili moguce rizi¢ne ¢imbenike koji pogoduju infekeiji prikupili smo i obradili i
podatke o poznatom kontaktu s glodavcima te podatke o mogu¢im komorbiditetima koji su
povezani s imunosupresijom kao $to su retrovirusne bolesti macaka. Podatci je li macka lovac i
je li bila u kontaktu s glodavcima nisu postojali za 71 Zivotinju. Od 13 macaka, kod kojih su
postojali podatci, samo kod dvije macke vlasnici su potvrdili da imaju kontakt s glodavcima i

obje su zivotinje bile seropozitivne. Kako nijedna macka od seronegativnog uzorka nije imala
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poznati kontakt s glodavcima (0%) Hi kvadrat test se nije mogao izracunati. Ipak, obzirom na
navedeno kontakt macke s glodaveem mozemo smatrati rizicnim ¢imbenikom.

Od 12 seropozitivnih macaka jedna (8,3%) je bila pozitivna na infekciju macjim virusom
imunodeficijencije (FIV) dok je kod seronegativnih macaka od 44 macke koje su bile testirane,

njih sedam (15,91%) imalo jednu ili obe macje retrovirusne zarazne bolesti.

45 42,1 30 2632

B Seropozitivne macke m Seronegativne macke

Slika 10. Usporedba ucestalosti anemije, povisenja koncentracije ureje, kreatinina i jetrenih

enzima te elektrolitnog disbalanasa u skupini seropozitivnih i seronegativnih macaka

Kako bismo utvrdili postoji li povezanost seroreaktivnosti u macaka s ocitovanjem odredenih
klinickih znakova istrazivali smo njihov udio u skupini seropozitivnih i seronegativnih Zivotinja.
Na Slici 10. prikazana je usporedba ucestalosti anemije, poviSenja koncentracije ureje, kreatinina

i jetrenih enzima te elektrolitnog disbalanasa u obje skupine zivotinja. Kao $to se moze
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primijetiti kod seropozitivnih macaka ¢e$¢e su se javljale povisene vrijednosti ureje i jetrenih
enzima i elektrolitnog disbalansa. Ipak, razlike se nisu pokazale kao statisticki znacajne.

Upvetitis je zabiljezen kod 15 % seropozitivnih macaka, dok je udio seronegativnih zivotinja sa
uveitisom bio 1,67%. Prilikom izrac¢una statistickog znacaja p je iznosio 0,0179, no zbog malih
brojeva koristena je Yatesova korekcija te je p bio 0,076 te kao takav ipak nije znacajan.

U prijas$njim istrazivanjima razli¢iti klini¢ki znakovi kao $to su povracanje, poliurija/polidpisija,
hematurija i proteinurija povezuju se s leptospirozom u macaka. Ovi su klini¢ki znakovi bili
ucestaliji i u skupini seropozitivnih macaka (Slika 11.) tijekom naSeg istrazivanja, no bez

statistiCki znacajne razlike.

Seropozitivne macke Seronegativne macke

m PU/PD = PU/PD

B Hematurija m Hematurija

i Proteinurija m Proteinurija

. 0,
Proljev 14,297 Proljev

M Povradanje m Povradanje

Slika 11. Udio seropozitivnih i seronegativnih macaka kod kojih su prisutni poliurija/polidipsija,

proljev, povracanje, proteinurija i hematurija
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Zadnjih Sest klinickih znakova koje smo pokusali povezati sa seropozitivnos¢u prikazani su na
Slici 12. Skoro je polovica (45%) seropozitivnih macaka imalo neku vrstu diSnih smetnji, no
razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,249). Drugi klinicki znak koji na prvi pogled izgleda
znacajno zbog velike razlike u postotku izmedu seropozitivnih i seronegativnih jedinki je
hipertermija. No on takoder kao i uveitis, nakon Yatesove korekcije nije imao znacaj u ovom

istrazivanju (p=0,1).

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

0%
Hipertermija Hipotermija Disni Anoreksija  Letargija Promjene na Asci'ges

problemi koZi

m Seropozitivne M Seronegativne

Slika 12. Udio seropozitivnih i seronegativnih macaka kod kojih su prisutni letargija, anoreksija,

hiper/hipotermija, respiratorni simptomi, promjene na kozi i ascites

Titar protutijela > 1:800 koji mozemo povezati s akutnom leptospirozom utvrden je kod tri
zivotinje. Podatci o razlogu dolaska na Veterinarski fakultet kao i postavljene dijagnoze,

zabiljezeni klinicki znakovi te laboratorijski nalazi prikazuju se u Tablici 3.
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Tablica 3. Podatci o ma¢kama s titrom > 1:800

Titar i
vjerojatno

infektivna
seroloSka

Razlog
dolaska

Prisutni
klini¢ki
znakovi

Dijagnoza

Laboratorijski
nalazi
(promijenjeni)

W bidier Pomona 1:1600  Vlasnica Hiperemija Prolaps Limfociti-
br. 1 primijetila Anoreksija rektuma 1,38x10°/L
tvorbu ispod Leukociti-
repa 19,7x10°/L
Seg. neutrofili-
16,94x10°/L
AT Pomona 1:800  Zivotinja Letargija Kroni¢na, = RBC-4,8x10'%/L
br.2 letargicnaiu  Hipotermija  piogranulo- HCT-25%
respiratornom  Tahipneja matozna, PLT-41x10°/L
distresu ekstezivna  Leukociti-
pleurpneu-  2x10°/L
monija Seg. neutofili-
0.26x10°/L
Limfociti-
1,24x10°/L
BUN-24,1
mmol/L
CR-387 umol/L
ALT-249 U/L
AST-140 U/L
ALP-128 U/L
W/ B¢ Pomona 1:800 Sistematski
br.3 pregled

Sve su tri macke na Veterinarski fakultet doSle iz razli¢itih razloga i1 s razli¢itim klini¢kim
znakovima. Macka s najviSim titrom (Pomona 1:1600) bila je hipertermic¢na i anoreksi¢na, a

postavljena je dijagnoza prolapsa rektuma. Svi biokemijski parametri su bili unutar referentnih
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vrijednosti, a u krvnoj slici jedine promjene su bile limfopenija, blaga leukocitoza te povecanje
segmentiranih neutrofila. Druga je macka (Pomona 1:800) zaprimljena hipotermi¢na i u
respiratornom distersu te su na rendgenskom prikazu videne promjene na plu¢ima. Hematoloska
pretraga pokazala je anemiju, trombocitopeniju, leukopeniju, neutropeniju te limfopeniju, a
biokemijska povecane vrijednosti uree, kreatinina i jetrenih enzima. Treca je macka (Pomona
1:800) dosla na sistematski pregled te nije imala promjena ni u klini¢koj slici ni u hematoloskim

1 biokemijskim nalazima.
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5. RASPRAVA

Tijekom ovog istrazivanja u macaka s podrucja Zagreba i okolice utvrdena je seroprevalencija od
23,8%. U usporedbi s prevalencijom utvrdenom u drugim zemljama, npr. Skotskoj (9,2%),
Estoniji (12,8%), Cileu (8,1%) (AGUNLOYE, 1996.; AZOCAR-AEDO i sur., 2014.; LEHTLA,
2020.), seroprevalencija dokazana u ovom istrazivanju relativno je visoka. No ako je usporedimo
sa seroprevalencijom dokazanom u Beogradu, Srbija, koja iznosi 26,7% (OBRENOVIC 1 sur.,
2014.) ili s prethodnim istrazivanjem u Republici Hrvatskoj u kojoj je udio pozitivnih macaka na
podruéju Zagreba bio 21,48% (MODRIC i sur., 2010) moZemo zaklju¢iti da je karakteristi¢na za
ovo geografsko podrucje. Usporedimo li seroprevalenciju u ovom radu sa seroprevalencijom kod
pasa u Republici Hrvatskoj, koja iznosi 23,45% (HABUS i sur., 2017.), mozemo zakljuéiti da su
na jednakoj razini, kao $to je i pretpostavljeno na samom pocetku ovog istrazivanja.

Ve¢ spomenuto istrazivanje leptospiroze macaka sa Zagrebackog podrucja navodi serovar
Icterohaemorragiae kao najceS¢i vjerojatni infektivni serovar koji je detektiran u cak 41,7%
pozitivnih magaka (MODRIC i sur., 2010.). Iako je seroprevalencija oéito ostala sli¢na,
zamjecuje se znacajna razlika u pojavnosti vjerojatno infektivnih serovara. Naime, u nasem
istrazivanju najces¢i vjerojatni infektivni serovar pripada seroloskoj skupini Pomona (40 %), dok
infekcija serovarom Icterohaemorragiae nije potvrdena ni u jednom uzorku (Tablica 2). No
serovar Pomona je opisan kao najces¢i vjerojatni infektivni serovar na podruc¢ju Baranje (39%) u
spomenutom istrazivanju iz 2010. godine (MODRIC i sur., 2010.).

U prethodno navedenom istrazivanju u Srbiji najces¢i vjerojatno infektivni serovar je pripadao
seroloskoj skupini Australis (39%), dok je serovar koji pripada seroloskoj skupini Pomona bio na

drugom mjestu po uéestalosti (35%) (OBRENOVIC i sur., 2014.).
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Dob zivotinje se uzima kao predisponirajuci ¢cimbenik kod leptospiroze u macaka, tj. dokazano je
da su starije zivotinje ¢eS¢e seropozitivne od mladih (LARSSON 1 sur., 1985.) Tijekom ovog
istrazivanja niti jedna seropozitivna macka nije bila mlada od jedne godine (0%). 8 macaka, od
ukupno 34 (23,5%) koje spadaju u drugu kategoriju (1-5 godina), bilo je seropozitivno. 5
pozitivnih od ukupno 14 (35,7%) je spadalo u tre¢u dobnu kategoriju, a u kategoriji >10 godina
se nalazilo 5 seroloski pozitivnih macaka od ukupno njih 11 (45,45%). lako postoji nejednaka
distribucija pretrazivanih zivotinja po odredenim kategorijama moZe se jasno vidjeti da udio
pozitivnih zivotinja unutar svake kategorije zaista raste s dobi.

S obzirom na ocuvan nagon za lovom, pretpostavlja se da se ve¢ina macaka zarazi kontaktom s
inficiranim miSolikim glodavecem (SYKES, 2014.). Istrazivanje moguc¢ih rizi¢nih ¢imbenika
povezanih sa seropozitivno$¢u u macaka potvrduje da su seropozitivhe macke bile ¢es¢e one
macke kod kojih su vlasnici potvrdili da love i da imaju kontakt s glodavcima (RODRIQUEZ i
sur., 2014.). Tijekom ovog istrazivanja kod 84,5 % od ukupnog uzorka macaka (n=84) u
protokolima nije postojao podatak je li macka bila u kontaktu s glodavcima niti ima li afinitet
prema lovu. Kod ostalih 17,5 % (13/84) vlasnici su samo dvije macke okaraterizirale kao ,,dobre
lovece. Od te dvije macke obje su bile seropozitivne i iako se statisticki znacaj nije mogao
izraCunati Hi kvadrat testom ovaj ¢imbenik svakako treba smatrati rizicnim.

U nekim je istrazivanjima spomenuto da je poliurija i polidipsija bila prvi simptom koji se javio
kod seropozitivnih macaka (ARBOUR 1 sur., 2012; LUCIANI, 2004.), no tijekom ovog
istrazivanja poliurija i polidpsija je bila prisutna kod samo jedne seroloski pozitivne macke
(p=0,71). Znaju¢i da leptospire oStecuju bubrege i jetru, kod seropozitivnih zivotinja ocekuju se
poviseni biokemijski parametri specifi¢ni za te organe (ARBOUR i sur., 2012; BEADU-LANGE

i sur., 2014; LAPOINTE i sur., 2013.; RODRIGUEZ i sur., 2014.). U ovom istrazivanju su se
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elektrolitni disbalansi te poviSene vrijednosti ureje 1 jetrenih enzima u krvi ¢eSce javljali kod
seropozitivnih macaka u odnosu na seronegativne. Ipak, navedene razlike nisu bile statisticki
znacajne.

Razlog zaSto skoro svi rizicni ¢imbenici nisu statisti¢ki znacajni ili se ne javljaju u ocekivanom
postotku moze biti jer je ukupan uzorak, pa tako i seropozitivan uzorak, bio nedovoljno velik, ali
1 zbog toga Sto 85% (17/20) seroloski pozitivnih Zivotinja, za vrijeme uzorkovanja krvi,
pretpostavljamo, nije bilo u akutnoj infekciji kada ocekujemo klinicke znakove. Naime, s
obzirom na niske titrove koji su zabiljezeni velika je mogucénost da se zapravo radi o
rezidualnom titru.

Samo tri seropozitivne macke u ovom radu imaju titar > 1:800 koji se u dijelu dosadasnjih
istrazivanja dovodi u vezu s mogu¢om akutnom infekcijom (MIOTTO i sur., 2018.). No treba
imati na umu da su spomenuti radovi o leptospirozi kod macaka klinicke znakove pratili bez
obzira na visinu titra iako je u vecini radova najveci dokazani titar bio znatno veci od 1:800.
Macka s najvisim titrom tijekom ovog istrazivanja (Pomona 1:1600) bila je zenskog spola te je
spadala u dobnu skupinu od jedne do pet godina. Dosla je na prvi prijem s anamnezom da je
vlasnik primijetio tvorbu ispod repa te je dijagnosticiran prolaps rektuma. Od ostalih navedenih
klini¢kih znakova macka je imala hipertermiju i anoreksiju, $to se svakako moze povezati s
postavljenom dijagnozom. Od krvnih parametara pomak je viden u limfocitima (1,38x10%/L )
gdje je zabiljezena limfopenija, leukocitima (19,7x10%/L) s dokazom blage leukocitoze te u
povecanom broju segmentiranih neutrofila (16,94x10°/L).

Druge dvije macke su imale titar od 1:800, a vjerojatno infektivni serovar bio je takoder serovar

Pomona.
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Macka broj dva bila je muskog spola te je spadala u dobnu skupinu od jedne do pet godina
zivota. Tijekom klini¢kog pregleda bila je letargicna i u respiratornom distresu. Na rendgenskom
su prikazu videne promjene na plu¢ima Sto mozemo dovesti u vezu s infekcijom serovarom
Pomona koji sli¢ne patoloSke promjene na plu¢ima uz iznimno teSke klinicke slike ocituje i u
pasa (BHARTI i sur., 2003.; HABUS i sur., 2020.). Hematoloskom pretragom krvi utvrdena je
anemija (HCT-25%), leukopenija (2x10°/L), limfopenija (1,24x10%/L) te trombocitopenija (PLT-
44x10°/L), a biokemijskom pretragom poviSenje vrijednosti ureje (24,1 mmol/L), kreatinina (387
umol/L) i jetrenih enzima (ALT-249 U/L; ALP-128 U/L; AST-140 U/L). Svi navedeni parametri
odgovaraju akutnoj leptospirozi opisanoj kod pasa (GREENE, 2012; GOLDSTEIN i sur., 2006.).
Zivotinja je naposljetku drenirana te je patohistoloski nalaz pokazao kroni¢nu,
piogranulomatoznu, ekstenzivnu pleuropneumoniju s bakterijskom kolonizacijom koja nije bila
posljedica akutne leptospiroze. Treca macka, zenka, nije imala klinicke simptome te je dosla na
sistematski pregled. Svi hematoloski i1 biokemijski parametri bili su unutar referentnih
vrijednosti. Ipak, bez obzira na navedeno ne mozemo iskljuciti da se u ove macke radilo o
relativno svjezoj infekciji s obzirom na to da su one kod macaka vrlo Cesto asimptomatske

(GREENE, 2012.).
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6. ZAKLJUCCI

1.

U Zagrebu 1 okolici dokazano je prisustvo specificnih protutijela u serumu 23,8%
macaka. Utvrdene vjerojatno infektivne seroloSke skupine bile su Pomona (40%),
Australis (25%), Grippotyphosa (10%), Canicola (5%) i1 Sejroe (5%), dok se u 15%
slu¢ajeva vjerojatno infektivna serogrupa nije mogla determinirati.

Seropozitivnost je bila ¢eS¢a u macaka ¢iji su vlasnici prijavili kontakt sa glodavcima.
Udio seropozitivnih Zivotinja povecavao se s dobi.

Nije dokazana ni spolna predispozicija ni utjecaj imunosupresije povezane s
retrovirusnim bolestima na ucestalost infekcija u macaka.

U skupini seropozitivnih macaka utvrden je veéi udio onih koje su imale poviSene
vrijednosti ureje, jetrenih enzima, disbalans elektrolita, hipotermiju, hipertermiju, uveitis,
povracanje, diSne i koZzne probleme, anoreksiju, hematuriju i proteinuriju te PU/PD, ali
razlika nije bila statisticki znacajna.

Potrebno je provesti daljnja istrazivanja koja ¢e ukljuciti ve¢i broj Zivotinja, a kako bismo
lakSe povezali pojedine klinicke znakove s infekcijom u obzir bi trebalo uzimati one
zivotinje s relativno visokim titrom ili one u kojih je infekcija dokazana molekularnim

pretragama urina.
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8. SAZETAK

Leptospiroza je zarazna bolest mnogih domacih i divljih zivotinja te covjeka uzrokovana
patogenim baktrijama iz roda Leptospira. Podatci o prevalenciji leptospiroze u macaka, kao i
vjerojatno infektivnim serovarima, klinickim znakovima povezanim s infekcijom te moguéim
riziénim ¢imbenicima povezanim uz infekciju u Republici Hrvatskoj, ali i u svijetu, relativno su
oskudni. Kako bismo potvrdili nasu pretpostavku da seroprevalencija leptospiroze u macaka
unutar endemskih podru¢ja Republike Hrvatske nije zanemariva, pretrazili smo 84 arhivirana
uzoraka seruma macaka. Serumi su prikupljeni tijekom klini¢ke obrade pacijenata od 2018. do
2021. godine i pretrazeni metodom mikroskopske aglutinacije. Prisustvo specificnih protutijela
dokazano je u serumu 20/84 (23,8%) macaka. Utvrdene vjerojatno infektivne seroloske skupine
bile su Pomona (40%), Australis (25%), Grippotyphosa (10%), Canicola (5%) 1 Sejroe (5%), dok
se u 15% slucajeva vjerojatno infektivna serogrupa nije mogla determinirati. Potvrdeno je da
seropozitivnost raste s dobi Zivotinje i da je povezana s vjeStinom lova, odnosno direktnim
kontaktom s glodavcima. Nije dokazana spolna predispozicija niti utjecaj imunosupresije
povezane sa retrovirusnim bolestima na ucestalost infekcija u macaka. Takoder, nismo uspjeli
povezati seroreaktivnost u macaka s ocitovanjem odredenih klinickih znakova. Potrebno je
provesti daljnja istrazivanja koja ¢e ukljuciti vecéi broj zivotinja, a moguce klinicko ocitovanje
trebalo bi procijenjivati samo kod onih Zivotinja s pretpostavljenom akutnom infekcijom ili u

onih kod kojih je infekcija dokazana molekularnim pretragama urina.

KLJUCNE RIJECI: Leptospira, seroprevalencija, macka, MAT
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9. SUMMARY

Ema Muselin

Serological study of feline leptospirosis

Leptospirosis is a zoonotic bacterial disease caused by infection with pathogenic species of
genus Leptospira. With worldwide distribution, it is a disease affecting most mammalian species.
Due to the fact that clinical signs are rare in cats, data on prevalence, presumptive infective
serovars, risk factors and clinical signs associated with infection are relatively scarce.

In order to confirm our hypothesis that the seroprevalence of leptospirosis in cats within endemic
areas of the Republic of Croatia is not negligible, 84 archived samples of serum of feline sera
were tested by Microscopic Agglutination Test (MAT). Overall, seroprevalence was 23,8%
(20/84). The most common presumptive infective serogroup was Pomona (40%), followed by
Australis (25%), Grippotyphosa (10%), Canicola (5%) and Sejroe (5%). It has been confirmed
that seropositivity increases with the age of the animal and is associated with hunting skills, ie
direct contact with rodents. Sex or the effect of retroviral-related immunosuppression on the
incidence of infections in cats was not demonstrated, and we have not been able to link
seroreactivity in cats to the manifestation of certain clinical signs.

All things considered, further research involving a much larger sample is needed. Clinical signs
associated with the infection should be assessed only in those animals with a presumed acute

infection or those in which the infection has been detected by molecular urine tests.

KEY WORDS: Leptospira, seroprevalance, cats, MAT
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