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1. UVOD

Leptospiroza je re-emergentna zoonoza koja se u zivotinja i ljudi ocituje razli¢itim
klinickim oblicima, od blagih subklinic¢kih infekcija do tesSkih septikemijskih oblika s visokom
smrtno$¢u (ZAHARIJA i sur., 1982.). Leptospiroza, zoonoza rasprostranjena diljem svijeta
zahvaca populaciju gotovo svih sisavaca. Bolest se u pravilu o€ituje kao akutna, septikemijska
bolest domacih i divljih Zivotinja te ljudi, a posebna pozornost pridaje se inficiranim
zivotinjama koje izluCuju bakterije Leptospira spp. urinom, pri ¢emu kontaminiraju okoli§
¢ine¢i ga sekundarnim izvorom infekcije za druge Zzivotinje i ljude. Stoga je pracenje
prevalencije i kontrola leptospiroze u populaciji domacih i divljih Zivotinja izrazito vazna zbog

javnozdravstvenog aspekta (SCHULLER i sur., 2015.).

Republika Hrvatska glavno je endemsko ZariSte Europe i trinaesta drzava u svijetu po
ucestalosti humane leptospiroze $to je povezano s ¢injenicom leptospiroze kao bolesti prirodnih
7arista, koja sezonski prati kulminaciju populacije glodavaca (BALEN TOPIC i sur., 2010.).
Bolesti prirodnih ZariSta zarazne su bolesti koje imaju visSe razli¢itih ¢imbenika koji pridonose
prezivljavanju uzro¢nika, kao $to su u slucaju leptospiroze u RH rezervoari, klimatski uvjeti 1
uvjeti tla, ekoloske niSe 1 biocenoza — veliku povrSinu zemlje prekrivaju Sume 1 poplavna
podrucja. U RH glavni izvor infekcije su miSoliki glodavci, Stakori i voluharice te je njihov
potencijal kao rezervoara leptospiroze odavno prepoznat. Leptospiroza je svrstana i u skupinu
re-emergentnih zoonoza, odnosno u zarazne bolesti kod kojih je porast ucestalosti posljednjih
nekoliko godina posljedica promjene virulencije, puteva ili nacina Sirenja uzro¢nika ili pak
pojave novog klinickog oblika bolesti, §to je bio jedan od razloga provodenja navedenog

istraZivanja.

Hipotezu o mackama kao rezervoarima leptospiroze razmatraju razlicite lilterature, pa
tako postoje seroloski potvrdeni dokazi infekcije domacih macaka bakterijom Leptospira spp.,
ali na temelju rijetkih izvjeS¢a o oc€itovanju klinicke slike, macke se smatraju otpornima na

bolesti u usporedbi s drugim zivotinjskim vrstama.

Iako se macke u pravilu ne smatraju znafajnim cimbenikom u epizootiologiji
leptospiroze, istrazivaci su zbog stalnog dodira macaka s glodavcima, glavnim rezervoarima
leptospira, nastojali spoznati o leptospirozi macke, njezinoj primljivosti za infekciju, te njezinoj

ulozi u Sirenju leptospiroze.



Razlic¢ita istrazivanja utvrdila su prisutnost specificnih protutijela nastalih po infekciji
sa serovarima Australis, Autumnalis, Ballum, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae, Pomona i Saxkoebing (MARKOVICH i sur., 2012.; RODRIGUEZ i sur.,
2014.; WEIS 1 sur., 2017.; SPRIBLER i sur., 2019.). Pokusnim infekcijama utvrdeni su
subklinicki oblici ili pojava blazih klinickih oblika uz porast tjelesne temperature i pojavu
proljeva (ANDRE-FONTAINE, 2006.). Literatura opisuje i prirodne infekcije koje su se
oCitovale akutnim glomerulonefritisom uz poliuriju i polidipsiju, letargijom i anoreksijom
(ARBOUR i sur., 2012.). Istrazuje se i uzrocno-posljedi¢na veza izmedu infekcije leptospirama

1 kroni¢ne bubrezne insuficijencije (HARTMAN i sur., 2020.).

Zbog dokaza patogenih sojeva leptospira u urinu naizgled zdravih macaka uz pomo¢
lan¢ane reakcije polimerazom, PCR-a 1 nacijepljivanjem bakterijskih kultura, pretpostavlja se
da macke uistinu mogu biti rezervoari bolesti. S druge pak strane, u vedini istraZivanja
leptospirurija nije potvrdena u slobodno Zivu¢ih odnosno uliénih macaka, za koje se

pretpostavlja da su bile u kontaktu s bakterijom (SYKES i sur., 2023.).

Ovo istrazivanje usmjereno je na otkrivanje potencijala domacih i divljih macaka kao
rezervoara bakterije Leptospira spp. Cilj provedenog istrazivanja bio je ustanoviti da li u
odredenim okolnostima domace 1 divlje macke mogu nositi leptospire u bubregu i posljedi¢no
izlu€ivati leptospire urinom i mogu li u tom slucaju predstavljati rezervoare leptospiroze. Drugi
je cilj bio ustanoviti ima li razlike u prevalenciji infekcije leptospirama u domacih i divljih

macaka s obzirom na razli¢it nacin zivota 1 razli¢iti okoli§ u kojem obitavaju.

Ocekivani znanstveni doprinos ovoga istraZivanja je stjecanje boljeg uvida o ulozi

macke u epidemio/epizootioloskom ciklusu leptospiroze.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Kratka povijest leptospiroze

Leptospiroza je kao bolest po prvi puta opisana u Njemackoj, 1886. godine. Jedan od
prvih naziva leptospiroze bila je Weilova bolest, nazvana prema lijecCniku Adolfu Weilu.
Leptospiroza je u pocetku bila opisana kao zarazna bolest kod koje dolazi do nefritisa,
povecanja slezene i zutice (tzv. zarazni ikterus) (WEIL, 1886.).

Leptospiroza se u klinickom smislu moze podijeliti na ikteri¢ni i neikteri¢ni oblik
bolesti. Ikteri¢na faza leptospiroze prepoznata je kao Weilova bolest, a tako se prema nekim
literaturama naziva i danas. Weilova bolest obiljeZena je tezim infekcijama, traje od nekoliko
tjiedana do nekoliko mjeseci a manifestacija bolesti ukljucuje vrucicu, zatajenje bubrega,
zuticu, krvarenje i respiratorni distres. lktericna faza takoder moze zahvatiti srce, srediSnji
ziv€ani sustav 1 miSi¢e. Anikteri¢ni sindrom je samoogranicavajuc¢a bolest nespecificnih
simptoma nalik gripi. Bolest moze potrajati do nekoliko dana i rijetko je fatalna. Prema
istrazivanjima predstavlja priblizno 90% svih dokumentiranih slucajeva leptospiroze (WANG
isur., 2022.).

Uzrocnika prethodno spomenute Weilove bolesti, Spirochaetu icterhaemorrhagiae,
otkrili su Ryokichi Inada i1 Yutaka Ido u Japanu, 1915., a ve¢ iduce godine utvrdili da je rije¢ o
zoonozi (INADA 1 IDO, 1915.). Iste godine su njemacki istrazivaci Uhlenhuth i Fromme
bioloSkim pokusom dokazali spiralnu bakteriju Spirochaetu icterogenes (UHLENHUTH 1
FROMME, 1915.).

Leptospiroza u RH prvi je puta otkirvena u psa 1926. godine. (BABIC, 1927.), a zatim
i u ljudi 1935. godine (ANTUNOVIC-MIKACIC, 1935).



2.2. Etiologija leptospiroze i svojstva bakterija Leptospira spp.

Bakterije Leptospira spp. pripadaju redu Spirochetales i porodici Leptospiracaeae. One
su tanke, spiralne bakterije koje su u proslosti bile klasificirane na osnovi antigenskih obiljezja
u dvije vrste; L. interrogans koja je obuhvacala sve patogene leptospire i L. biflexa koja je
obuhvacala sve saprofitne bakterije, s vise od 250 patogenih serovara kao osnovnim taksonom

(ADLER i DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010.).

Seroloska tipizacija patogenih leptospira u velikom broju razliitih serovara temeljila
se na vanjskim lipopolisaharidnih antigenima. Serovari su prema tome svrstavani u antigenski
povezane seroloske skupine, a zbog ponavljajuéih serovara koji su se mogli utvrditi u vise
razliCitih vrsta, svaka seroloSka skupina sadrzavala je serovar istog imena (npr. serovar

Grippotyphosa, seroloska skupina Grippotyphosa).

Prema danas$njoj klasifikaciji, leptospire se na temelju molekularnih metoda odnosno
sastava sekvence njihove DNA grupiraju u patogene i saprofitske podvrste. Sezdeset i osam
poznatih vrsta leptospira grupirano je u kompleks koje zajednickim imenom nazivamo
leptospire u Sirem smislu (L. interrogans sensu lato), koje se zatim dijele na patogene i
intermedijarno patogene leptospire te saprofitske vrste (Tablica 1). Patogene leptospire mogu
se jos podijeliti na leptospire visoke virulencije 1 leptospire niske virulentnosti (SYKES i sur.,

2023)).

Leptospire su pokretne, gram negativne aerobne i spororastuce bakterije ¢ija optimalna
temperatura rasta varira od 30 °C. Uglavnom su Siroke 0,1 do 0,15 um a dugacke 6 do 20 pm,;
izduZene su, a od ostalih spiroheta morfoloski se razlikuju po tome §to imaju ,,upitnik® ili
zavrSetak u obliku kuke (Slika 1). Dugo vremena prezivljavaju u vlaznom mediju i tlu, a
pokrec¢u se pomocu periplazmatskih flagela. Patogenost ovih bakterija temelji se na djelovanju
njihovih enzima: hijaluronidaze, oksidaze, katalaze, transaminaze i lipaze u organizmu

domacina, a neke leptospire imaju 1 hemoliticko djelovanje (RISTOW i sur., 2008.).



Slika 1. Prikaz bakterije Leptospira spp.; izvor:

https://sciencephotogallery.com/featured/leptospira-bacterium-thom-leach-science-photo-

Tablica 1. Genomska klasifikacija bakterija Leptospira spp.

library.html

PATOGENE INTERMEDIJARNO SAPROFITSKE
LEPTOSPIRE PATOGENE LEPTOSPIRE
LEPTOSPIRE

L. interrogans L. inadai L. biflexa

L. kirschneri L. broomii L. wolbachii

L. borgpetersenii L. fainei L. meyeri

L. santarosai L. wolffii L. terpstrae (genomospecies
3)

L. noguchii L. licerasiae L. vanthielii (genomospecies
4)

L. weilii L. yanagawae
(genomospecies 5)

L. alexanderi L. vanthielli

L. alstonii (genomospecies

1)

L. kmetyi

L. mayottensis



https://sciencephotogallery.com/featured/leptospira-bacterium-thom-leach-science-photo-library.html
https://sciencephotogallery.com/featured/leptospira-bacterium-thom-leach-science-photo-library.html

2.3. Epizootiologija, patogeneza i klinicka slika leptospiroze

Iako se macke u pravilu ne smatraju klju¢nim faktorom u epizootiologiji leptospiroze,
istrazivanja su usmjerena na primljivost macaka na infekciju i njihovu ulogu u Sirenju

leptospiroze (FAINE i sur, 1999.).

Kao S$to je ve¢ spomenuto, glavni rezervoar leptospiroze upravo su glodavci (Slika 2),
a prema svjetskim istrazivanjima usmjerenim na humanu leptospirozu, mnoge divlje i domace
zivotinje mogu posluziti kao rezervoarski domacini. Smedi Stakor, Rattus norvegicus najvazniji
je izvor infekcije u ljudi (HAAKE i LEVETT, 2015.). Posto u RH znac¢ajnu ulogu rezervoara
imaju miSoliki glodavci, kuéni mi§ (Mus musculus) vezan je uz serovar Sejroe, obi¢na poljska
voluharica (Microtus arvalis) povezuje se primarno uz serovar Grippotyphosa, crnoprugasti
poljski mi$ (Apodemus agrarius) uz Pomona, a zutovrati poljski mis (Apodemus flavicollis) uz

serovar Saxkoebing (ZAHARIJA i sur., 1982.).
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Slika 2. Epizootiologija leptospiroze, autorska slika.



Infekcije Leptospirom spp. nastaju kada su sluznice ili oste¢ena kozna barijera direktno
izloZene patogenim sojevima koji se izlucuju iz bubreznih tubula zarazenih rezervoara (SYKES
i sur., 2023.). Iako je primarni izvor zaraze urin odnosno tkivne tekucine rezervoara, potvrdeni
su slucajevi u kojima se leptospira prenosila ¢ak i nakon kontakta s kontaminiranim tlom,

vegetacijom 1 vodom (WANG i sur., 2022.).

Leptospiroza je specificna po tome Sto za pojedine serovare postoje poznati primarni,
odnosno definitivni domacini. Tako su psi su domacini za serovar Canicola; goveda za Hardjo;
svinje za serovare Pomona i Bratislava; a glodavci za Icterohaemorrhagiae i Copenhageni.
Upravo navedene vrste u ve¢oj mjeri doprinose Sirenju leptospiroze u okolisu u usporedbi sa
slu¢ajnim 1ili slijepim (dead-end host) domacinima, najceS¢e ljudima. Najcesc¢e dokazani
serovari leptospira u macaka na podruc¢ju EU pripadaju seroloskim skupinama Australis,
Autumnalis, Ballum, Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona i Sejroe, a
potvrdeni su testom mikroskopske aglutinacije, MAT-om; dijagnosti¢kom metodom koja se
provodi na temelju prevalencije protutijela IgG i IgM koja aglutiniraju zivi antigen i smatra se

zlatnim standardom u dijagnostici leptospiroze (MURILLO i sur., 2020.).

Magja je leptospiroza prvi put opisana 1972. godine, a klinicka slika bolesti izrazito
varira zbog potencijala macaka kao rezervoara bolesti. Macke u tom slucaju mogu prenositi
bolest, a da pritom ne razviju klinicku sliku leptospiroze (MURILLO 1 sur., 2020.). u RH
leptospiroza macaka sustavno je istrazivana od 1974. godine, od kada su po prvi puta
detektirana protutijela u serumu sto dvanaest macaka u okolici Zagreba, a iz bubrega jedne
macke izoliran je serovar Australis (MODRIC, 1978.). Prema novijim istraZivanja leptospiroze
u domacih macaka, iz bubrega macaka izdvojeno je ukupno pet sojeva leptospira (dva soja
Pomona i po jedan soj Australis, Icterohaemorrhagiae i Bataviae). Postotak macjih seruma s
protutijelima za leptospire na podru¢ju Zagreba bio je 21, 42%, u Baranji 28, 09%, u Slavoniji

30, 41% i na podruéju Siska 30% (MODRIC i sur., 2010.).

Infekcije s patogenim bakterijama Leptospira spp. nastaju prilikom oSte¢enja sluznice
ili koZe domacina koji je izloZen patogenim sojevima. Primarno zahvaceni organi djelovanjem
leptospira u vecine sisavaca su bubrezi. Bakterije iz krvotoka infiltracijom preko bubreznih
tubula i intersticija dovode do ocitovanja tipicne klinicke slike leptospiroze (Slika 3). Svojom
sposobnos$c¢u zaobilazenja i izbjegavanja aktivacije imunosnog sustava domacina preZivljavaju

u organizmu dulje vrijeme.



Najpoznatiji patogeni mehanizam oSte¢enja bubreznih tubula je izravno vezanje
bakterijskog proteina vanjske membrane LipL32 na toll-like receptor-2 (TLR-2) u epitelnim
stanicama bubreznih tubula, Sto posljedi¢no dovodi do aktivacije intracelularnih upalnih
medijatora i samog pocetka upale. Uz to, prilikom vezanja bakterijskog antigena na receptore,
organizam domacina odgovara proizvodnjom c¢imbenika nekroze tumora alfa (TNF-a) i
aktivacijom nuklearnog faktora kappa, sto na kraju rezultira akutnom i kronicnom ozljedom

bubrega povezanom s leptospirozom (CHOU i sur., 2023.).

Leptospiroza se najceS¢e ispoljava u kronicnom obliku, osim kod pasa.
Rekonvalescentno kliconostvo koje traje i do nekoliko mjeseci nakon preboljenja bolesti, uz
veliku divergenciju klinicke slilke — od subklinic¢ke infekcije do teSkog ikteri¢nog sindroma s
prestankom funkcije bubrega i visokom smrtno$¢u svrstava bolest u vrlo opasnu zoonozu.
Izvori zaraze su dakle razli¢ite vrste domacih 1 divljih Zivotinja koje luce leptospire urinom
(leptospirurija) dugo vremena nakon ozdravljenja, a leptospire tako dospijevanju u tlo i vodu i

time nastaju novi, sekundarni izvori infekcija (ZAHARIJA i sur., 1982.).

Prijenos Leptospire spp.
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RazmnoZavanje leptospira
u bubreznim tubulima

Multiorgansko oStecenje

Slika 3. Mehanizam patogeneze leptospiroze u macaka, autorska slika.
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IzloZenost ljudi leptospirozi u proslosti je prvenstveno bila vezana uz vodene sportove,
ali u novije vrijeme Sjedinjene Ameri¢ke Drzave biljeZze porast profesionalne izloZenosti
leptospirama. Razli¢ita zanimanja mogu biti izloZena povec¢anom riziku obolijevanja, kao npr.
poljoprivredni radnici, veterinari, farmeri, mesari, lovci, ali i sami vlasnici ljubimaca (Slika 4).
Nakon izlucivanja leptospira mokra¢om zaraZene Zivotinje, bakterije u vodenim povrSinama
mogu prezivjeti i do Sesnaest dana, a tlu gotovo dvadeset i Cetiri dana. U ljudi i Zivotinja takoder
je zabiljezen placentarni prijenos koji dovode do pobacaja u prve dvije treCine graviditeta

(WANG i sur., 2022.).



Primarne lezije uzrokovane leptospirama nastaju nakon diseminacije krvotokom na
endotelu krvnih zila, Sto dovodi do lokalizirane ishemije. Ishemija pak dovodi do nekroze
razli¢itih zahvacenih organskih sustava, u macaka konkretno nekroze bubreznih tubula.
Bubrezna kolonizacija leptospirama javlja kod vecine inficiranih Zivotinja zbog toga $to su
upravo bubrezni tubuli mjesto razmnozavanja leptospira. Umnozavanje leptospira u organizmu
domacina aktivira kaskadu reakcija uz oslobadanje citokina i upalnih medijatora, Sto
posljedi¢no dovodi do najceS¢eg klinickog simptoma — nefritisa. Kronicitet ove bolesti
uzrokuje kroni¢no zatajenje bubrega, stanje opisano u macaka s leptospirozom. Deset dana
nakon infekcije, leptospire ulaze u tubularni lumen i kroz odredeno vrijeme, koje moze potrajati
1 do nekoliko mjeseci, izlu¢uju se mokrac¢om iz domacina (rekonvalescentno kliconostvo).
Duljina izlu¢ivanja bakterija Leptospira spp. putem mokrace varira izmedu zivotinjskih vrsta

te ovisi o serovaru kojim je zivotinja inficira (MURILLO i sur., 2020.).

Jednom kada leptospire dodu do tubularnog lumena, one koloniziraju tzv. Cetkastu
granicu proksimalnog bubreznog tubularnog epitela, iz kojeg luc¢enje bakterija urinom moze
biti izrazito dugotrajno, pritom bez znacajnog pogorsanja klinicke slike domacina. Upravo se
iz tog razloga infekcija domacina leptospirama, odnosno rezervoara moze se smatrati

komenzalskim odnosom (HAAKE i LEVETT, 2015.).

Za vrijeme trajanja leptospiremije koja se u prosjeku javlja unutar prvih sedam dana od
infekcije, urodeni imunoloSki mehanizmi domacina pokrecu tkivne i sustavne odgovore na
infekciju koji dovode do zatajenje organa i posljedicno tomu ocitovanju teskog oblika
leptospiroze. Pacijenti koji boluju od teskog oblika leptospiroze u organizmu pokrecu tzv.
citokinsku oluju s viSim razinama IL-6, TNF- a i niza drugih citokina u usporedbi s pacijentima

blazeg klini¢kog stanja (REIS 1 sur., 2008.).

Pulmonalni oblik leptospiroze plu¢nog tkiva, koji se kao najnoviji klinicki entitet
pojavio prije dvadesetak godina, obiljeZavaju razli€iti stupnjevi intraalveolarnog krvarenja u
odsutnosti infiltrata upalnih stanica odnosno vaskulitisa. Intraalveolarni edem, fibrin i
hijalinske membrane, koje su svojstvena popratna pojava difuznog ostecenjem alveola, takoder

mogu biti prisutni, no nisu dominantni znakovi leptospiroze (SYKES i sur., 2023.).
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Visemjesecno izluCivanje leptospiroze dokazano je razli¢itim istrazivanjima, te je
prema jednoj studiji prisutnost leptospiralne DNA potvrdena u mokra¢i macaka vise od osam
mjeseci nakon infekcije, s malom ili nikakvom povezanosti s boles¢u. S druge strane, ove
spoznaje ne iskljuCuju moguénost razvoja nefritisa u kasnijoj fazi rekonvalescencije

(MURILLO i sur., 2020.).
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2.4. Divlje macke — hranidba i povezanost s bakterijama Leptospira spp.

Populacije europske divlje macke, Felis silvestris silvestris (Slika 5) fragmentirane su
kroz vec¢i dio raspona podvrsta i mogu biti ugrozene hibridizacijom s doma¢om mackom, Felis
catus (BEUGIN 1 sur., 2019.). Europska divlja macka morfoloski se razlikuje od domace
macke. Divlje macke opcenito su vece, imaju nesto kraci rep, Siru lubanju i dulje noge. Krzno
im je neujednacene boje, varira od nijansa sive do zuckaste. Glavno obiljezje prema kojoj
prepoznajemo divlju macku jest upravo njihov rep, proSaran crnim krugovima koji uvijek
zavrSava crnim vrhom (Slika 6). U RH obitava u podrucju bjelogori¢nih Suma, a prehrana divlje
macke ukljucuje: Stakore, miSolike glodavce, puhove, zeceve, pojedine vrste ptica, ponekad
sitnije predstavnike zvijeri iz porodice kuna, a rjede napada i srnecu lanad. Kuni¢i su uz
glodavce preferirani plijen u veéini podrucja sa zabiljezenom aktivnos$¢u divljih macaka. Divlje
macke obi¢no su aktivne nocu ili u sumrak i zoru. ZabiljeZzena zanimljivost prilikom lova na
plijen je da europske divlje macke Ciste strvinu, ali se navodi da je to rijetkost kod africkih i
azijskih divljih macaka (Felis silvestris libyca 1 Felis silvestris notatus). SkladiStenje hrane
takoder je zabiljezeno samo kod europske divlje macke.

Europske divlje macke imaju vaznu ulogu u kontroli populacije glodavaca i drugih
malih sisavaca, iako se u urbanim i poljoprivredno usmjerenim podrucjima i domace macke
jos uvijek prvenstveno drze u svrhu kontrole invazije glodavaca. Divlje macke su klju¢ni
faktori u odrzavanju prirodnih ekosustava zemlje.

S druge pak strane, divlje macke ukljucene su u odrzavanju raznih zaraznih bolesti
bolesti kao §to je 1 leptospiroza, a zbog specifi€énog nacina prehrane moguce djeluju i kao njezin

rezervoar (YAMAGUCHI 1 sur., 2004.).
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Slika 5. Europska divlja macka, Felis silvestris silvestris;

izvor: https://sparrou.net/en/mamifero/gato-montes/

veliki bijeli brkovi, podrudje bijele pigmentacije dlake
u regiji vrata
(2) 4-5 debljih crnih pruga u podrucju zatiljka
(3) Okomite crne linije na stranama tijela
koje nisu povezane s lednom prugom
(4) Ledna pruga zavr§ava u podrucju korijena repa
(5) Krugovi crnih linija na poslijednjoj treéini repa
koji uvijek ima crni zavrietak

ﬁ\// //ZHD (1) Ruzic¢asto-crvena njuska u odraslih jedinki,

Slika 6. Morfoloske razlike europske divlje macke, prijevod; izvor:
https://www.researchgate.net/figure/Key-diagnostic-traits-for-Felis-silvestris-

silvestris_fig3 349427126
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2.5. Domac¢e macke — specificnosti epizootiologije 1 infekcije s Leptospira spp.

Sve je CeSc¢a pretpostavka u danasnje vrijeme kako upravo domace macke predstavljaju
veliki rizik od prenosenja ove zoonoze, Cak i ako klinicki tijek bolesti povezan s patogenezom
leptospiroze kod ove vrste jos uvijek nije u potpunosti razjasnjen. U prilog tomu dolazi i
Cinjenica kako se prema provedenom istrazivanju Leptospira spp. u urinu macaka
molekularnim metodama identificirala i viSe od osam mjeseci od infekcije, s time da jedinke
nisu pokazivale detektibilna specificna protutijela u serumu (MURILLO 1 sur., 2020.). Po
pitanju prirodne izloZenosti macaka patogenim leptospirama na podru¢ju Europe, najnovija
literatura navodi kako seroloska prevalencija protutijela za Leptospira spp. izrazito varira
ovisno o zemljopisnom podrucju. Protutijela za Leptospira spp. ocekivano je pronaéi kod
starijih, uli¢nih, urbanih macaka ¢ije prehrambene navike ovise isklju¢ivo o lovu plijena
odnosno glodavaca. Seroloske skupine Australis, Autumnalis, Ballum, Canicola,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona i Sejroe najceS¢e su ustanovljene medu
mackama u Europi, iako sa zna¢ajnim regionalnim varijacijama, kako u pogledu serovara tako

i distribucije domacina.

Izvjesc¢a o klinickoj slici leptospiroze u macaka su rijetka i nespecificna — klini¢ko
oCitovanje bolesti obiljezava mnoStvo razliCitith simptoma, od asimptomatske infekcije do
fulminantne bolesti, Sto dijagnosticki proces €ini izazovnim. Opcenito govoreéi, akutna
klinicka slika leptospiroze uglavnom se javlja u mladih macaka inficiranim patogenim
hemolitickim sojevima Leptospira spp., dok ¢e u ve€ini ostalih zabiljezenih slucajeva klinicki
znakovi biti vjerojatno blagi. Klinicki znakovi leptospiroze koji su posljedica eksperimentalne
infekcije u macaka ukljucuju poliuriju, polidipsiju, hematuriju, uveitis, letargiju, anoreksiju,
gubitak tjelesne mase, ascites, povracanje, proljev, bolnost, kutane i interdigitalne upalne lezije,

izljev u tjelesne Supljine i nefritis.

Hematoloske promjene ukljucuju leukocitozu, dok se u biokemijskim pretragama moze
zapaziti azotemija, hipokalijemija, hiperfosfatemija; a pretragom urina i hipostenurija,
hematurija i1 proteinurija. Jetreni parametri rijetko su promijenjeni prema cemu zaklju¢ujemo

kako se disfunkcija ne prijavljuje ¢esto kao u pasa.

Prisutnost bolesti povezanih s imunosupresijom u macaka dovodi do smanjene
otpornosti na infekcije s Leptospira spp., 1 na razvoj tezeg oblika klinicke slike. Razne zarazne
1 nezarazne bolesti, stres, loSa prehrana, lijekovi, veterinarske terapije, toksini, kao i sam nacin

zivota ulicnih macaka takoder su povezani s imunosupresijom (Slika 7).
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Konkretno, naj¢esce bolesti koje uzrokuju komorbiditete u uli¢nih macaka su tzv. macje
zarazne bolesti, a njihovi uzrocnici su: virus macje panleukopenije (FPV), macji herpesvirus,
macji kalicivirusi (FCV), virus macjeg peritonitisa (FIP), virus macje leukemije (FeLV) i virus
macje imunodeficijencije (FIV). Najprijemljivije su macke do druge godine zivota,
istrazivanjima procjenjuje se kako je do 1,4% svih uginu¢a u macaka uzrokovano FIP-om.
FeLV i FIV infekcije prijavljene su u macaka diljem svijeta, a obje su infekcije povezane s
razli¢itim klini¢kim znakovima i vremenom njihova ocitovanja te mogu utjecati na kvalitetu
zivota 1 dugovjeCnost macaka. Macke oboljele od bilo koje zarazne bolesti su
imunosuprimirane s usporenim i smanjenim odgovorom primarnih i sekundarnih protutijela i
samim time pogodne za infekcije razli¢itim bakterijama, kao Sto je primjerice Leptospira spp.
Tome u prilog ide i velika gustoca populacije uli¢nih macaka ili macaka u skloniStima,

¢imbenik je koji ¢e olakSati prijenos patoloskih mikroorganizama izmedu populacije.

Istrazivanjem populacije macaka u Italiji koje imaju pristup vanjskoj okolini u kojoj
imaju priliku loviti plijen, pretpostavljeno je kako bi velika populacija tih macaka mogla biti
izlozena leptospirama i time pridonijeti sloZzenoj epidemiologiji ove bolesti. Zakljucak
istrazivanja bio je kako su macke koje imaju pristup vanjskoj okolini i ispoljavaju predatorsko
ponaSanje najvazniji ¢imbenik rizika obolijevanja macaka od leptospiroze. Uz to, Zivot u
ruralnim podrucjima u bliskom kontaktu sa sto¢nim farmama, kontakt sa sinantropskim ili
divljim vrstama 1 prisutnost drugih macaka u kucanstvu takoder su povezani s povecanim
rizikom od obolijevanja od leptospiroze. Identificirani su daljnji ¢imbenici rizika za okoli§, kao
Sto je Zivot u poplavljenim podru¢jima u kojima se intenzivno iskoriStavaju voda iz rijeka ili
jezera. Sukladno tomu, u tropskim je zemljama ucestalost klinickih o€itovanja leptospiroze u

ljudi snazno povezana s kiSnim sezonama (MAZZOTTA i sur., 2023.).
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Macke koje izbjegavaju kontakt s ljudima Macke u kontaktu s ljudima

Divlje matke Uli¢ne macke Matkes
pristupom

Prilagodene predatorskom nacinu zivota, Slobodno zivuce Akl GRoIRn
Slobodno se krecu macke Nisu prilagodene na

slobodno kretanje,
TNR (eng. trap-neuture-retrurn) nacin TNR (eng. trap- kao ni na potpuno
upravljanja neuture-retrurn) nacin obitavanje u kudi
gustoc¢om populacije upravljanja

gusto¢om populacije Udomljene

Nenaseljena podrucja  Naseljena podrudja uli¢ne macke

Macke kao
kuéni
ljubimci

Macke potpuno
prilagodene na
suzivot s ljudima
u kucama

Slika 7. Usporedba zivotnih navika slobodno zivu¢ih macaka i kuéne macke, prijevod; izvor:

https://icatcare.org/unowned-cats/the-different-needs-of-domestic-cats/
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3. MATERIJALI METODE

Istrazivanje je provedeno je na osamnaest uzoraka bubrega divljih macaka dobivenih
odstrelom grabezljivaca na loviStima na podru¢ju RH te na dvadeset i dva uzorka bubrega
domacih uli¢nih macaka europske pasmine koje su pretrpjele traumu i posljedicno tomu
uginule. Bubrezi su bili pohranjeni u Laboratoriju za leptospire (LEPTOlab) Zavoda za
mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na -

20°C (Tablice 2 i 3).

Istrazivanje je zapoceto 13. rujna 2023. i trajalo je do 2. travnja 2024.

Tablica 2. Uzorci bubrega divljih macaka

VRSTA ZIVOTINJE LEPTO broj ORGAN MJESTO DATUM I
POHRANE VRIJEME
IZDVAJANJA
Divlja macka WC23 Bubreg Zamrziva¢ Klinika 14.9.2023
Divlja macka WwC24 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC25 Bubreg Zamrzivac Klinika 14.9.2023
Divlja macka WC26 Bubreg Zamrzivac Klinika 15.9.2023
Divlja macka WC27 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 20.9.2023
Divlja macka WC29 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 15.9.2023
Divlja macka WC30 Bubreg Zamrzivac Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC31 Bubreg Zamrzivac Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC33 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 20.9.2023
Divlja macka WC35 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC37 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC38 Bubreg Zamrzivac Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC39 Bubreg Zamrzivac Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC40 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 20.9.2023
Divlja macka WC41 Bubreg Zamrzivac¢ Klinika 22.9.2023
Divlja macka WC(C42 Bubreg Zamrzivac Klinika 22.9.2023
Divlja macka DNA-1 Bubreg Zamrzivac Klinika 20.9.2023
Divlja macka DNA-2 Bubreg Zamrzivac Klinika 20.9.2023
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Tablica 3. Uzorci bubrega domacih macaka

VRSTA ZIVOTINJE LEPTO broj ORGAN MJESTO DATUM I
POHRANE VRIJEME
IZDVAJANJA

Domaca macka L-p-1 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-2 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-3 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024
Domaca macka L-p-4 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024
Domaca macka L-p-5 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024
Domaca macka L-p-6 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024
Domaca macka L-p-7 Bubreg Zamrzivac Zavod 1.3.2024
Domaca macka L-p-8 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024
Domaca macka L-p-9 Bubreg Zamrzivac Zavod 1.3.2024
Domaca macka L-p-10 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024
Domaca macka L-p-11 Bubreg Zamrzivac Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-12 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-13 Bubreg Zamrzivac Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-14 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024
Domaca macka L-p-15 Bubreg Zamrzivac Zavod 29.2.2024
Domaca macka L-p-16 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024
Domaca macka L-p-17 Bubreg Zamrzivac Zavod 28.2.2024
Domaca macka L-p-18 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 28.2.2024
Domaca macka L-p-19 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024
Domaca macka L-p-20 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-21 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024
Domaca macka L-p-22 Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024

Bubrezi su nakon odmrzavanja homogenizirani u laboratorijskom tarioniku pomocu
tucka, prethodno usitnjeni koriste¢i sterilne Skare, skalpele 1 pincete unutar laboratorijske
komore (digestora). Homogenizacija uzoraka unutar laboratorijske komore odvijala se u
sterilnim uvjetima te je nakon svake uporabe prostor ociS¢en i dezinficiran pomocu
ultraljubicastog (UV) svjetla. Pojedini klinicki uzorak tezio je izmedu 0,025 — 0,040 g; Sto je
optimalan raspon tezine uzorka, budu¢i da uzorci koji prelaze 0,040 g mogu uzrokovati
zagusenje silikagel membrane koja sluzi da bi se na njoj zadrzala DNA uzorka, dok uzorci laksi
od 0,025 g mogu prouzrociti kontraefekt, odnosno nedovoljno ¢iste DNA. Pojedini uzorak
pohranio se u Eppendorf epruvete zapremnine 1,5 ml i oznacio. Nakon homogeniziranja,
NucleoSpin® Tissue metodom izdvojena je DNA iz pojedinih tkiva bubrega. Osnovni princip
izvodenja navedene metode jest liza stanica koja se postize inkubacijom uzoraka u otopini

proteinaze K (25 pl) te dodatkom pufera T1 (180 pl).
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Uzorci se nakon mijeSanja stolnom laboratorijskom mjeSalicom (vorteksom) i
centrifugiranja na 11000 rcf-a kroz 25 sekundi preko no¢i stavljaju u ThermoMixer na 56°C

(300 rpm).

Odgovaraju¢i uvjeti za vezanje DNA na silikagel membrane Eppendorf epruveta
postizu se dodavanjem kaotropnih soli i etanola (210 pl) u lizat. U medukoracima dolazi do
mijesanja u vorteksu i centrifugiranja sadrzaja na 11000 rcf-a kroz 25 sekundi u tzv.
epruvetama sakupljacicama. Puferi koji se koriste za ispiranje uzoraka su BW (500 ul), B5
(600 pl) i konacno BE (100 pl), blago alkalni pufer ¢ija je uloga osloboditi DNA s membrane.
Posljednjim centrifugiranjem u protokolu, DNA se spusta sa membrane i konac¢an produkt je
DNA otopljena u 100 pl pufera, odnosno 100 pl ¢iste genomske DNA, koja se nakon toga

prikladno oznacuje 1 smrzava na -20°C.

Za potrebe PCR dijagnostike potrebno je u sterilnim laboratorijskim uvjetima izraditi
PCR reakcijsku smjesu koja se sastoji od pufera za zbivanje reakcije, smjese
deoksiribonukleotida u jednakom omjeru (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), para pocetnica
(primera), odnosno odsjeCaka DNA specifiénog za dio genoma traZzenog uzro¢nika 1 od
termostabilnog enzima 7ag polimeraze. PCR smjesi dodajemo DNA izdvojenu iz klinickog
materijala 1 dokazujemo prisutnost DNA trazenog mikroorganizma, u ovom slucaju bakterije

Leptospira spp.

PCR kit koristen za dijagnostiku leptospira pomoc¢u RealTime PCR metode jest Quanti
Fast Pathogen PCR Mix + IC kit — izolat pozitivne kontrole (DNA izdvojena iz prethodno
utvrdenog pozitivnog klinickog materijala za odredeni mikroorganizam ili DNA iz €iste kulture
mikroorganizma), u ovom slucaju SABA hemo. Pozitivne kontrole omogucéuju visoku
sigurnost procesa detekcijom i razlikovanjem negativnih od pozitivnih rezultata. Za potrebe
negativne kontrole u ovom istrazivanju koristena je proc¢iS¢ena voda, a moze se koristiti DNA
izdvojena iz prethodno utvrdenog negativnog klini¢kog uzorka. Optimizirana glavna mjesavina
(PCR Mastermix) osigurava da se PCR proizvodi u multipleksnoj reakciji umnozavaju s istom
ucinkovitoS¢u 1 osjetljivos¢u kao PCR proizvodi u odgovarajuc¢oj reakciji jednostruke
amplifikacije te ju je potrebno cuvati na 2—8°C. Quanti Fast PCR Mix, odnosno glavna
mjeSavina sastoji se od DNA polimeraze, Quanti Fast pufera za patogene i ANTP mjeSavine u
koju ulaze dATP, dCTP, dGTP, dTTP. U kit-u se nalaze i boje, odnosno 50x ROX boja koja
sluzi kao referentna boja za normalizaciju fluorescentnih signala na RealTime PCR uredajima.

Sve zajedno ¢ini PCR Mastermix koji se sastoji od 5x Quanti Fast PCR Mix, 10x Specific
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Primer — Probe Mix (FRP), 10x Internal Control DNA, 10x Internal Control Assay i
DNA/RNA-ase free water. Napravljen je FRP u koji ulaze dva primera, LipL.32 —45F i LipL.32
— 286R, pocetnice koje su specific(ne za umnazanje dijela gena za lipoprotein vanjske

membrane LipL32 i probe (Tablica 4).

Tablica 4. Geni koji kodiraju lipoprotein vanjske membrane patogenih leptospira

LipL32-45F 5'-AAGCATTACCGCTTGTGGTG-3'
LipL32-286R 5'-GAACTCCCATTTCAGCGATT-3'
LipL32-189P FAM-AAAGCCAGGACAAGCGCCG-BHQ-1

Kao S§to je ve¢ spomenuto, istrazivanje se provodilo na osamnaest uzoraka bubrega
divljih macaka, ali zbog uracunatih gubitaka Mastermix-a, smjesa se radila za ukupno dvadeset
i pet uzoraka, $to se svodi na 62,5 pl Quanti Fast PCR Mix-a; 48,5 ul FRP-a; 31,25 ul IC DNA;
31,25 pl IC 4ssay te 144 ul vode (Tablica 5). U posljednjem koraku PCR Mastermix u koli¢ini
od 11,5 pl pomijesan je s 1 pl DNA uzorka. PCR Mastermix razdijelio se u dvadeset i dvije
epruvete, od kojih je osamnaest epruveta sadrzavalo DNA uzorka, a uz njih su dvije bile

pozitivne i dvije negativne kontrole.

Prilikom izrade Mastermix-a za dvadeset i dva uzorka bubrega domacih macaka, zbog
gubitaka u nastavcima koriStenih epruveta, smjesa je bila dostatna za ukupno dvadeset i sedam
uzoraka i ukljucivala je 67,5 ul Quanti Fast PCR Mix-a; 52,38 ul FRP-a; 33,75 ul IC DNA;
33,75 wl IC Assay te 123,12 ul vode (Tablica 6). PCR Mastermix razdijelio se u dvadeset 1 Sest
epruveta, od kojih su dvadeset i dvije epruvete sadrzavale DNA uzorka a uz njih su dvije bile
pozitivne 1 dvije negativne kontrole. U svaku pojedinu prethodno oznacenu Eppendorf
epruvetu pipetom je odmjereno 11,5 pl pripravljenog PCR Mastermix-a 1 na to je dodan 1 pl

DNA uzorka.
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Tablica 5. PCR Mix izraden za osamnaest uzoraka bubrega divljih macaka

PCR MIX Volumen za jedan uzorak Volumen za dvadeset
(nb) i pet uzoraka (ul)

5x QuantiFast PCR Mix 2,5 62,5

10x Specific Primer-Probe 1,94 48,5

Mix (FRP)

10x Internal Control DNA 1,25 31,25

10x Internal Control Assay 1,25 31,25

DNA/RNA-ase free water 4,56 114

Tablica 6. PCR Mix izraden za dvadeset i dva uzorka bubrega domacih macaka

PCR MIX Volumen za jedan uzorak Volumen za dvadeset
(nb) i sedam uzoraka (ul)

5x QuantiFast PCR Mix 2,5 67,5

10x Specific Primer-Probe 1,94 52,38

Mix (FRP)

10x Internal Control DNA 1,25 33,75

10x Internal Control Assay 1,25 33,75

DNA/RNA-ase free water 4,56 123,12

Dobiveni uzorci obradeni su na uredaju Rotor-Gene Q PCR, folder LipL32. Vaznost
gena LipL 32 kojeg umnazamo jest da upravo taj gen kodira lipoprotein vanjske membrane koji
se, za razliku od LipL21, smatra faktorom virulencije koji nije prisutan u nepatogenim vrstama
Leptospira spp. (HAAKE 1 sur., 2000.). Metoda izolacije leptospira koriStena u ovom
istrazivanju temelji se na unaprijedenoj tehnici otkrivanja LipL32 gena pomocu TagMan
tehnologije 1 pritom istovremeno odreduje donju granicu detekcije (LLOD), osjetljivost,

specificnost i1 izvedbu pomocu obogacenih uzoraka krvi i urina (STODDARD i sur., 2009.).

21



Opcenito govorec¢i, molekularne metode dijagnostike primjenjuju se u istrazivanjima u
kojima je mali broj mikroorganizama u istrazivanom materijalu ili su u pitanju mikroorganizmi
koji zahtijevaju posebne uvjete rasta. PCR se stoga primjenjuje u dijagnostici zaraznih,
nasljednih i nenasljednih bolesti, forenzici, populacijskoj genetici, sistematici, bioinzenjerstvu
1 u evolucijskoj biologiji. Upravo ova metoda omogucuje kemijsku sintezu i umnazanje
odredenog odsjecka DNA u in vitro uvjetima. Kao $to je ve¢ opisano, prije provodenja PCR
analize potrebno je sekvencirati, odnosno izdvojiti cjelokupnu DNA iz nekog materijala uz
pomo¢ komercijalnih kitova; nakon toga u sterilnim uvjetima izraditi PCR reakcijsku smjesu

kojoj u posljednjem koraku dodajemo izdvojenu DNA iz klinickog materijala.

RealTime PCR metoda temelji se pra¢enjem kvantifikacije umnozenog dijela DNA
odnosno RNA uzoraka na raCunalu. Novonastali proizvod jasno je vidljiv zbog svojih

fluorescirajucih bojanja.

Molekularna metoda dijagnostike pomoc¢u PCR uredaja omogucuje kemijsku sintezu i
umnazanje jednog ili viSe nukleotidnih slijedova DNA. Rotor-Gene Q uredaj je koji omogucuje
visoko precizni PCR u stvarnom vremenu (RealTime PCR) te je prikladan za upotrebu u analizi
ekspresije gena, genotipizaciji, detekciji patogena, 1 ostalim podrucjima istraZivanja.
Jedinstveni rotacijski format osigurava optimalnu toplinsku 1 opti¢ku uniformnost uzoraka koji
se neprestano vrte na 400 rpm-a. Rotiranje uzoraka sprje¢ava kondenzaciju i uklanja mjehurice
zraka, ali pritom ne taloZi DNA. PCR se temelji na ciklickoj promjeni temperature, a postupak
je razdvojen u tri koraka (Tablica 7). Zapocinje denaturacijom, odnosno razdvajanjem
dvolancane DNA u dva jednolancana lanca na 95°C kroz 2 minute. Zatim se cikli¢ki ponavljaju
koraci 40x, na temperaturi od 90°C kroz 5 sekundi i na temperaturi od 60°C kroz 30 sekundi.
Dolazi do hibridizacije, odnosno sparivanja pocetnica koje se veZzu na komplementarne
sljedove baza na odvojenim lancima. Pocetnice omeduju ciljni odsjecak DNA koji se umnaza
PCR-om. Posljednji korak je produzivanje lanca DNA pomocu enzima 7ag-polimeraze koji ¢e
se vezati na slobodne dNTP-ove iz PCR smjese i stvara se novi lanac koji je komplementaran

lancu ¢ija je on kopija.
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Tablica 7. Opis i trajanje PCR ciklusa

PCR ciklus Vrijeme Temperatura Reakcija
Aktivacija enzima 2 min 95°C Prva aktivacija
polimeraze enzima polimeraze
Denaturacija DNA 5 sek 95 °C (40x) Denaturacija
Hibridizacija 30 sek 60 °C dvolanc¢ane DNA u
dva jednolan¢ana
lanca; nastanak
novog
lanaca koji je
komplementaran

lancu ¢ija je on
kopija; produzivanje
novonastalih lanaca

RealTime PCR reakcija temelji se na prac¢enju i kvantifikaciji umnozenog dijela DNA
na racunalu, odnosno prac¢enjem reakcije na programu Software Version Roto-Gene 2. 1. 0. 9.
Novonastali DNA proizvod fluorescira, pozitivan uzorak vidljiv je kao amplifikacijska krivulja
zelene 1 Zute boje, dok negativni uzorak fluorescira samo u Zutoj boji. Fluorescencija koju
pratimo na racunalnom programu razmjerna je koli¢ini PCR produkta. Za analizu uzoraka
koriste se tocke krizanja, Ct (cycle threshold) — vrijednost koja odreduje ciklus prilikom kojeg
linija amplifikacije prelazi prag detekcije, koje je u slucaju analize uzoraka bubrega divljih
macaka iznosila Ct PK1= 19,85 1 Ct PK2=19,36; a analizom uzoraka bubrega domacih macaka

iznosila je CtPK1= 13,36 1 CtPK2=10,59.

Za sve izdvojene uzorke izmjerena je koncentracija 1 Cistoca DNA pomocu
spektrofotometra Nanodrop na uredaju BioDrop WLITE spectrophotometer. Koncentracija se
uz navedeni spektofotometar mjerila 1 na fluorometru Qubit; uredaju Invitrogen™ Qubit™ 4
Fluorometer. U odnosu na Nanodrop, Qubit fluorometar daje pouzdanije rezultate
koncentracije DNA zbog svoje osjetljivosti. Uredaj pouzdano mjeri vrlo niske koncentracije i
specifi€niji te se veze za prethodno izolirani DNA. Upravo zbog svoje sposobnosti vezanja na
DNA, razlic¢iti bakterijski kontaminanti nece utjecati na rezultat. Svi uzorci ¢iji su dobiveni
rezultati prelazili koncentraciju su iznad 110 ng/uL (mjereni Qubitom) nisu mogli biti izmjereni

zbog vrlo visoke koncentracije. U tom slucaju, izolirane DNA bile su diluirane kako bi dobili

relevantne rezultate. Prema rezultatima koncentracije i isto¢e DNA navedenim u tablici, kod
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mjerenja u vecine uzoraka izmjerena je vrlo dobra, ¢ak i1 visoka koncentraciju DNA, osobito

kod DNA izolirane iz bubrega domac¢ih macaka.

Cisto¢a DNA izmjerena je pomoéu A260/A280 omjera na Nanodrop-u pri éemu se

rezultati od otprilike 1,8 smatraju zadovoljavaju¢om cisto¢om za DNA.
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje provedeno je na ukupno cetrdeset uzoraka bubrega domacih i divljih
macaka, 18 bubrega divljih i 22 bubrega domacih macaka, pohranjenih u zamrzivacu Zavoda
za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
na -20°C. Obrada uzoraka, izoliranje pojedine DNA 1 PCR analiza uzoraka zapocela je 13.
rujna 2023. i zavrSila zakljucno s 2. travnjem 2024.

U provedenom istrazivanju dobiveno je trideset i devet negativnih PCR reakcija,
odnosno u trideset 1 devet uzoraka nije doslo do umnazanja DNA u uzorku (Slika 8, Tablica 9).
Samo je jedan uzorak bio pozitivan (L-p-3) koji je izoliran iz bubrega domace macke (Slika 9,
Tablica 10).

Na slikama 8 1 9, koje prikazuju rezultate istrazivanja provedenog na uzorcima bubrega
divljih 1 domac¢ih macaka, vidljiva je krivulja koja oznacuje pozitivhu kontrolu (PTC) 1
negativnu kontrolu (NTC). Porast amplifikacijske krivulje PCR produkta (Ct=18,93) prikazuje
pozitivan uzorak (Slika 9). Ispod Treshold linije nalaze se svi negativni uzorci bubrega divljih

1 domadih macaka.

NTC

Negativni uzorci

Slika 8. Prikaz metode ocitanja rezultata lanCane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu na uzorcima bubrega divljih macaka, autorska slika.
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Slika 9. Prikaz metode ocitanja rezultata lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

na uzorcima bubrega domacih macaka, autorska slika.
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Tablica 9. Rezultati renokulture i PCR analize provedene na uzorcima divljih macaka

VRSTA LEPTO ORGAN MJESTO DATUM I RENOKULTURA REZULTAT
ZIVOTINJE  broj POHRANE VRIJEME PCR
IZDVAJANJA ANALIZE

Divljamacka WC23 Bubreg Zamrzivac 14.9.2023 negativna negativan
Klinika

Divljamacka WC24 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 negativna negativan
Klinika

Divljamacka WC25 Bubreg Zamrzivac 14.9.2023 negativna negativan
Klinika

Divljamacka WC26 Bubreg Zamrzivac 15.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC27 Bubreg Zamrzivac 20.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC29 Bubreg Zamrzivac 15.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC30 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC3l1 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC33 Bubreg Zamrzivac 20.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC35 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC37 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC38 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC39 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC40 Bubreg Zamrzivac 20.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC41 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka WC42 Bubreg Zamrzivac 22.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

Divljamacka DNA-1  Bubreg Zamrzivac 20.9.2023 nema negativan
Klinika podataka

27



Tablica 10. Rezultati renokulture 1 PCR analize provedene na uzorcima domacih macaka

VRSTA LEPTO ORGAN MJESTO DATUM I RENOKULTURA  REZULTAT

ZIVOTINJE broj POHRANE VRIJEME PCR ANALIZE
IZDVAJANJA

Domaca L-p-1 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-2 Bubreg = Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-3 Bubreg Zamrzivaé 22.2.2024 nema pozitivan

macka Zavod podataka

Domaca L-p-4 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-5 Bubreg = Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-6 Bubreg = Zamrziva¢ Zavod 22.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-7 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-8 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-9 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-10  Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 1.3.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-11  Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-12  Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-13  Bubreg Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-14 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-15 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-p-16 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-17 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 28.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-18 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 28.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-19 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 29.2.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-20 Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 negativna negativan

macka

Domaca L-p-21  Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 6.3.2024 nema negativan

macka podataka

Domaca L-P-22  Bubreg  Zamrziva¢ Zavod 6.3. 2024 nema negativan

macka podataka
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5. RASPRAVA

U ovom radu pokusali smo potvrditi hipotezu da domace i1 divlje macka mogu u
odredenim uvjetima imati potencijal rezervoara bakterija Leptospira spp., odnosno da mogu
imati stanovitu ulogu u prijenosu leptospiroze na druge Zivotinje i ljude. KoriStene metode
ukljucivale su izolaciju DNA iz klinickog materijala, u nasem slu¢aju bubrega macaka, pomocu

NucleoSpin® Tissue metode te lanCanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu.

Prema dosad objavljenim podacima macka se ne smatra zivotinjom koja ima osobit
znac¢aj u epidemio/epizootioloskom lancu leptospiroze, prvenstveno radi evolucijske
prilagodbe na Leptospire spp. koja je posljedica prevladavajué¢eg nacina hranidbe misolikim
glodavcima koji predstavljaju glavne rezervoare Leptospire spp.. U Hrvatskoj, leptospiroza u
macke sustavno je istrazivana od 1974. godine. Najprije su ustanovljena protutijela za
leptospire u serumu 112 macaka u okolici Zagreba, a iz bubrega jedne izdvojen je serovar
Australis. U macaka pokusno inficiranim leptospirama serovara Australis, Pomona ili
Icterohaemorrhagiae ustanovljena je blaga klinicka reakcija i blage patolosko-anatomske
promjene u jetri, plu¢ima i1 bubrezima, a u serumu protutijela za infektivni serovar, uz
uobilajenu koaglutinaciju (MODRIC, 1978.). 1z bubrega macaka u Baranji izdvojena su jo$
Getiri soja i to serovari Bataviae, Pomona (dva) i Icterohemorrhagiae (MODRIC i sur., 1981.).

Nakon provedene izolacije DNA i obrade uzoraka molekularnom metodom RealTime
PCR, utvrdeno je kako je samo jedan uzorak domace macke bio pozitivan na infekciju
Leptospirom spp., a ostali su se pokazali negativnima. Prilikom o€itovanja rezultata, zbog
uzdignu¢a PTC krivulje, odnosno pozitivne kontrole u uzorcima, mozemo sa velikom
sigurnosS¢u tvrditi kako su uzorci bili pravilno pohranjeni i pripremljeni, a DNA izolirana
pridrzavajuéi se uputstava bez dodatnih kontaminacija uzoraka i na kraju analizirana Rotor-
Gene Q PCR uredajem. Molekularne metode u danasnje vrijeme odlikuje visoka osjetljivost i
specifiCnost te je koriStena metoda RealTime PCR-a u ovom istraZivanju predstavljala
optimalnu metodu detekcije leptospira u istrazivanom materijalu. U prilog tomu idu prethodno
napravljene negativne renokulture svih uzoraka divljih macaka, ¢iji se rezultati temelje na
uzgoju materijala na teku¢im hranidbenim podlogama u svrhu izdvajanja bakterije Leptospira
spp. U svakom slucaju potvrdili smo da je RealTime PCR metoda izbora i u sljede¢im
istrazivanjima, ne samo kao metoda detekcije leptospira u istrazivanim tkivima organa, vec je
smatramo jednako dobrom i kod pretrage krvi i ostalih tkivnih tekuéina kao i kod pretrage urina

radi dokazivanja leptospirurije.
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Prema sli¢nom istrazivanju provedenom u Salvadoru, Brazilu iz 2021. godine, autori
koji su istrazivali titar protutijela za Leptospira spp. u serumu domacih macaka potvrdili su
prethodne pretpostavke i provedena istrazivanja u kojima su uspjeli izolirati DNA ili
bakterijske izolate Leptospire spp. u uzorcima urina ili klinickih materijala, najces¢e bubrega
domacih macaka s niskim ili negativnim MAT titrom. Dokazano je i da macke koje prema
MAT-u ne pokazuju titar protutijela i dalje mogu izluc¢ivati bakterije urinom, ¢ime urin postaje
sekundarni izvor infekcije za Zivotinje i ljude. Provedenim istraZzivanjem je ustanovljeno da
domace macke mogu djelovati kao kronicni prijenosnici leptospiroze, ¢ak i ako epidemioloska
vaznost domacih macaka u lancu bakterijske transmisije leptospiroze ostaje djelomicno

nepoznata (PAZ i sur., 2021.).

Iako to ovim istrazivanjem nije potvrdeno na temelju samo jednog pozitivnog uzorka,
a Sto je vjerojatno i posljedica manjeg broja uzoraka, nije iskljuc¢eno kako domace i divlje
macke 1 dalje ostaju mogucéi rezervoari leptospiroze. Negativni aspekt naSeg istrazivanja je Sto
nismo bili u mogucnosti detektirati i mogucu leptospiruriju zivih macaka. Takoder, bubrezi
divljih, ali i domac¢ih macaka su izuzeti tijekom razudbe i vjerojatno je stanoviti broj bubrega
bio 1 izvrgnut inicijanoj postmortalnoj autolizi, a time je postojala i stanovita mogucnost i
raspada Leptospira spp. u istraZivanom materijalu. Nadalje, uz istraZivanje provedeno na
macjoj populaciji, smatra se kako je odredivanje sposobnosti kliconoStva i brojnosti populacije
miSolikih glodavaca vazan ¢cimbenik prilikom procjenjivanja leptospiroze kao bolesti prirodnih
zariSta. Ostaje otvoreno pitanje mogu li u slucajevima nekih kroni¢nih infekcija, kao $to su
infekcije virusom leukemije macaka (FeLV) te virusom imunodeficijencije macaka (FIV), ili
pak u slu¢ajevima kroni¢nih bolesti bubrega druge etiologije, macke ostati kliconoSe leptospira

duze vrijeme.

U narednim istrazivanjima potreban je multidisciplinarni pristup pracenja bolesti i
provodenje mjera veterinarske kontrole, kao 1 suzbijanja leptospiroze u razlicitih vrsta Zivotinja
kao potencijalnih izvora infekcije (TURK 1 sur., 2003.). Zbog svoje kompleksne
epizootiologije, leptospiroza ima mnogobrojne ¢imbenike koji utjeCu na njezino Sirenje i
odrzavanje bolesti u ekosustavu — tlo, prekrivenost povrSine Sumama, vodom, prisutnost

rezervoara, ali 1 ostalim ¢imbenicima koje ne mozemo iskljuciti, a nisu jo§ dovoljno istrazeni.
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6. ZAKLJUCCI

o Kod domacih macaka ustanovljen je jedan pozitivan uzorak i time i potencijal
rezervoara ovih zivotinja za bakteriju Leptospira spp., dok kod divljih macaka
to nije bio slucaj. Dobiveni rezultati ne iskljuc¢uju divlje macke kao ¢imbenike
rizika u prijenosu i odrzavanju leptospiroze

e Domace su macke zbog svog nacina Zzivota, imunokompromitiranosti i
asociranih komorbiditeta osjetljivije od divljih macaka kao mogu¢i nositelji
leptospira, a smatramo da su i prijemljivije manifestnom obliku klinicke slike
leptospiroze

e Zavjerodostojnije rezultate potrebno je uzeti u obzir vecu populaciju domacih
1 divljih macaka i pritom nastojati detektirati i mogucu leptospiruriju u domacih
macaka te imati informacije 1 o prevalenciji leptospiroze dominantnih serovara
u populaciji misolikih glodavaca istoga podrucja

e KoriStena molekularna metoda Real/Time PCR-a pokazala se izvrsnim izborom
u detekciji leptospira u istrazivanom kliniCkom materijalu 1 smatramo je
pogodnom 1 za buduca Sira istrazivanja uloga razliCitih Zivotinja u

epidemio/epizootioloSkom ciklusu leptospiroze
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8. SAZETAK

Potencijal domace i divlje macke kao rezervoara bakterije Leptospira spp.

Leonarda Cagljevi¢

Leptospiroza je najrasirenija zoonoza u svijetu i bolest prirodnih Zarista, ¢iji su do sad
jedini utvrdeni rezervoari glodavci. Leptospiroza je u pravilu akutna septikemijska bolest
domacih i divljih zivotinja ali 1 ljudi uzrokovana patogenim bakterijama Leptospira spp. Zbog
svoje kompleksne epizootiologije 1 nedovoljno zabiljezenih podataka o domac¢im i divljim
mackama kao potencijalnim rezervoarima leptospiroze, provedeno je istrazivanje u koje je
ukljueno ukupno cCetrdeset uzoraka bubrega, od toga osamnaest uzoraka bubrega divljih
macaka 1 dvadeset 1 dva uzorka bubrega domac¢ih macaka. Uz neotkriveno pitanje konacnog
broja vrsta Zivotinja kao rezervoara leptospiroze, ovu bolest odlikuje rekonvalescentno
kliconostvo, velike divergencije klinicke slike i1 dugotrajno odrzavanje bakterija u tlu,
vegetaciji 1 vodi, $to predstavlja dodatan problem u dijagnosticiranju bolesti i prikupljanju svih
potrebnih podataka o rezervoarima. Prikupljeni uzorci bubrega su u istrazivackom radu u
sedmomjesecnom periodu homogenizirani, iz njih je izolirana DNA NucleoSpin® Tissue
metodom te je nakon izrade glavne smjese potrebne za provodenje lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (RealTime PCR), pojedini uzorak izolirane DNA bio
pomijesan s pripravljenom smjesom i kao takav bio spreman za analizu u Rotor-Gene Q PCR
uredaju. Nakon provedene izolacije DNA i obrade uzoraka molekularnom metodom RealTime
PCR, utvrdeno je kako niti jedan uzorak bubrega divljih macaka nije bio pozitivan na infekciju
Leptospirom spp., dok je u domacih macaka dokazan jedan pozitivan uzorak na infekciju
Leptospirom spp. lako dobiveni negativni rezultati opovrgavaju ¢injenicu da bi divlje macke
potencijalno uz glodavce, zbog svojih Zivotnih i predatorskih tendencija, mogle biti rezervoari
bakterije Leptospira spp., ovu hipotezu potrebno je dodatno istraZiti, uzimajuci u obzir vece
uzorke populacije 1 Siru geografsku rasprostranjenost potencijalnih rezervoara. Dokaz
Leptospire spp. u uzorku bubrega domace macke implicira na njihov potencijal rezervoara ove

bolesti, iako to ovim istrazivanjem nije potvrdeno na temelju samo jednog pozitivnog uzorka.

Kljucne rijeci: Leptospira spp., leptospiroza, domaca macka, divlja macka, rezervoari, PCR
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9. SUMMARY

Potential of domestic and wild cats as reservoirs of Leptospira spp.

Leonarda Cagljevi¢

Leptospirosis is a zoonosis occurring worldwide, caused by pathogenic spirochaetes
Leptospira spp. The only known reservoirs for this disease so far are rodents. In most
recorded cases, leptospirosis is an acute septicemic disease of domestic and wild animals, as
well as humans. Due to its complex epizootiology and insufficient recorded data on domestic
and wild cats as potential reservoirs of leptospirosis, a study was conducted that included a
total of forty kidney samples, of which eighteen kidney samples were of wild cats and
twenty-two kidney samples were of domestic cats. In addition to the undiscovered finite
number of animal species as reservoirs of leptospirosis, this disease is characterized by
convalescent carrier-state, large divergences of the clinical symptoms and long-term
maintenance of bacteria in the soil, vegetation and water, which represents an additional
problem in the diagnosis of the disease and the collection of all necessary data on the
reservoirs. The collected kidney samples were homogenized during the seven-month research
period, their DNA was isolated using the NucleoSpin® Tissue method, and after the
preparation of the main mixture required for conducting real-time polymerase chain reaction
(RealTime PCR), every single sample of the isolated DNA was mixed with the prepared
mixture, and as such was ready for analysis in the Rofor-Gene Q PCR machine. After DNA
isolation and sample processing using the Rea/Time PCR molecular method, it was
determined that not a single sample of the wild cat kidney was positive, meaning no
Leptospira spp. was discovered in samples. Only one domestic cat kidney sample was tested
positive. Although the obtained negative results refute the fact that wild cats could
potentially, in addition to rodents, due to their lifestyle and predatory tendencies, to be
reservoirs of Leptospira spp., this hypothesis needs to be further investigated, taking into
account larger population samples and a wider geographical distribution of potential
reservoirs. The evidence of Leptospire spp. in a kidney sample of a domestic cat implies that
they could be the potential reservoir of this disease, although it was not confirmed by this

research based on only one positive sample.

Key words: Leptospira spp., leptospirosis, domestic cat, wild cat, reservoir, PCR
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