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POPIS KRATICA

DNK - (eng. Deoxyribonucleic acid, DNA) — deoksiribonukleinska kiselina

FIV — (eng. Feline immunodeficiency virus) — virus macje imunodeficijencije
FELV — (eng. Feline leukemia virus) - virus macje leukemije

HIV — (eng. Human immunodeficiency virus) — virus humane imunodeficijencije
P — (eng. Probability) — vrijednost vjerojatnosti

PCR - (eng. Polymerase chain reaction) — lan¢ana reakcija polimerazom

Rcf - (eng. Relative centrifugal force) — relativna centrifugalna sila
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1. UvOD

Hemotropne mikoplazme su bakterije iz roda Mycoplasma koje nemaju stani¢nu stijenku i
ne mogu se kultivirati. Nakon infekcije, ove bakterije prihvacaju se za eritrocite domacina i mogu
uzrokovati hemoliticku anemiju. Danas razlikujemo vise vrsta hemotropnih mikoplazmi koje imaju
sposobnost inficirati razli¢ite vrste domacih Zivotinja, a medusobno se razlikuju i po svojoj
sposobnosti da uzrokuju klini¢ki znac¢ajnu anemiju i pojavu pratec¢ih klinickih znakova bolesti.

Tri su vrste koje mogu inficirati macke; Mycoplasma haemofelis (M. haemofelis),
"Candidatus Mycoplasma haemominutum’ (‘Ca. M. haemominutum’) i “Candidatus Mycoplasma
turicensis” (‘Ca. M. turicensis’). Smatra se da sve tri vrste imaju Siroku geografsku
rasprostranjenost, no njihova prevalencija znatno se razlikuje u pojedinim podruc¢jima. Kao §to je
veé reCeno, zabiljezene su i razlike u patogenosti. Najpatogenijom vrstom se smatra M. haemofelis
koja tijekom akutne infekcije moze izazvati klinicki znacajnu hemoliticku anemiju. S druge strane
kroni¢ne infekcije ovom vrstom najc¢eS¢e nisu pracene razvojem znacajne anemije, pa tako niti
pojavom klinickih znakova bolesti. ‘Ca. M. haemominutum’ i ‘Ca. M. turicensis’ smatraju se
slabije patogenim, ali razvoj bolesti je mogu¢ u imunokompromitiranih macaka.

Nacin prijenosa ovih bakterija jo§ nije sasvim razjaSnjen, no budu¢i je zabiljeZeno
geografsko grupiranje slucajeva kao i najviSa prevalencija infekcije u muskih, nekastriranih
macaka koji izlaze izvan kuce, pretpostavlja se da glavnu ulogu u prijenosu imaju vektori i kontakt
sa krvlju do kojeg dolazi tijekom agresivnih interakcija izmedu macaka.

Budu¢i da infekcija macjim hemotropnim mikoplazmama moze, ali i ne mora biti pracena
pojavom klini¢kih znakova, dijagnosticiranje infekcije moze biti otezano. Otezanoj dijagnostici
pridonosi i ¢injenica da se ovi mikroorganizmi ne mogu kultivirati te da citologija kao dijagnosticka
metoda nije dovoljno osjetljiva niti specifi¢na. Zlatni je standard dijagnostika molekularnim
metodama, koje su omogucile velik napredak u istrazivanju hemotropnih mikoplazmi.

Lijecenje se preporucuje samo ukoliko je infekcija potvrdena u Zivotinja s klini¢kim znakovima
odnosno klini¢ko-patoloskim promjenama koje odgovaraju infekciji hemoplazmom.

Cilj ovog istrazivanja bio je primjeniti molekularnu metodu lan¢ane reakcije polimerazom
1 utvrditi ucestalost infekcije hemotropnim mikoplazmama u macaka - pacijenata SveuciliSne

veterinarske bolnice.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. POVIJEST

Nomenklatura i klasifikacija macjih hemotropnih mikoplazmi mijenjala se kroz povijest te
se i u novije vrijeme odluka pripadnosti rodu Mycoplasma smatra kontroverznom (UILENBERG
i sur., 2006.).

Prvo spominjanje bolesti i njenog uzro¢nika u literaturi datira iz 1942. godine, kad CLARK
i sur. uzro¢nika bolesti svrstavaju u rod Eperythrozoon i daju mu ime E. felis (CLARK, 1942.).
Svega nekoliko godina kasnije, dolazi do prve reklasifikacije; uzro¢nik se naziva Haemobartonella
felis, a bolest infekciozna anemija macaka (FLINT i MOSS, 1953.). U to se doba, prije razvoja
molekularnih metoda, smatralo da postoje dva tipa H. felis; tzv. "veliki", koji je ¢eSc¢e bio povezan
sa razvojem klinickih znakova, 1 "mali", za kojeg se smatralo da je slabije patogen i rjede uzrokuje
bolest.

Analizom 16S gena ribosomske RNA, hemotropne su mikoplazme u konac¢nici dodijeljene
rodu Mycoplasma (RIKIHISA i sur., 1997.). Dva oblika koja su se ranije opisivala, zapravo su bile
dvije vrste: Mycoplasma haemofelis i "Candidatus Mycoplasma haemominutum’. Nedavno,
otkrivena je i treca, koja je nazvana "Candidatus Mycoplasma turicensis” (WILLI i sur., 2005).

U nastojanju davanja naglaska na tropizam prema eritrocitima, za sada se izdvojenost od
klasi¢nih mikoplazmi postize dodatkom prefiksa "haemo-" pri nazivu vrste, kao i koritenje izraza
"haemoplasma" (GREENE, 2012.).

Buduc¢i da se ove bakterije, za razliku od vecine ostalih mikoplazmi, ne mogu Kultivirati,

neki smatraju kako bi trebale pripadati novom, zasebnom rodu (HICKS i sur., 2014.).

2.2. ETIOLOGIJA

Mikoplazme su najmanji prokariotski mikroorganizmi koji se mogu samostalno
razmnozavati. Trenutna sistematizacija u rod Mycoplasma svrstava i bakterije koji su prvotno
svrstavane u rodove Eperythrozoon i Haemobartonella. Ta nova klasifikacija temelji se na
nedostatku stani¢ne stijenke navedenih bakterija, uporabi UGA kodona za sintezu triptofana i
filogenijskoj analizi 16S rRNA gena. Ipak, bakterije iz tih rodova prili¢no se razlikuju od drugih
mikoplazmi, pa je danas uvrijezeno da ih nazivamo hemoplazmama ili hemotropnim

mikoplazmama. Niti jednu vrstu hemotropnih mikoplazmi ne moze se kultivirati ¢ime je otezana
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potpuna karakterizacija pojedinih vrsta pa se stoga, novoopisanim vrstama ¢esto pridaje dodatak
"Candidatus" u nazivu (FOLEY, 2022.).

Hemotropne mikoplazme su kuglasta, Stapicasta ili rijetko prstenasta oblika. Promatrane

mikroskopom na krvnom razmazu obojanom polikromnim modrilom, hemotropne mikoplazme

vide se kao maleni tamnoplavi koki ili $tapiéi veli¢ine 0,3-0,8 ul, prihvaceni na stijenku eritrocita

(Slika 1.) (GREENE, 2012.).

Slika 1. Krvni razmaz obojen po Romanowsky metodi. Na slici jest Mycoplasma haemofelis
vidljiva u obliku ljubicastih tockica prihvacenih na stijenku eritrocita.

Izvor: Haemoplasmas: Lessons learnt from cats, New Zealand Veterinary Journal (BARKER i
TASKER, 2013.).

Razli¢ite vrste hemotropnih mikoplazmi mogu inficirati razliite vrste sisavaca, a
zabiljeZeni su i sluéajevi pojave infekcije u ljudi (SYKES, 2014.). Tri su vrste koje uzrokuju
infekciju u macaka; Mycoplasma haemofelis, "Candidatus Mycoplasma haemominutum” i
"Candidatus Mycoplasma turicensis’ (BERGMANN i sur., 2017.). Smatra se da sve tri vrste imaju
Siroku geografsku rasprostranjenost (SYKES, 2014.), no prevalencija se razlikuje ovisno o vrsti 1
pojedinom geografskom podrucju.

Visoko patogenom smatra se M. haemofelis, dok su ‘Ca. M. haemominutum’ i "Ca. M.
turicensis” slabije patogene i rijetko samostalno uzrokuju bolest (TASKER, 2010.). Potvrdeno je
da infekcija s dvije ili tri vrste istovremeno nije neuobicajena (BARKER i TASKER, 2013.).



Infekcija vrstom sliécnom ‘Candidatus Mycoplasma hematoparvorum ‘ utvrdena je u par slucajeva

oboljenja macaka u SAD-uU, medutim nije dovoljno opisana (SYKES, 2007.).

2.3. EPIZOOTIOLOGIJA
2.3.1. Prevalencija i rasprostranjenost

Epizootiologija hemotropnih mikoplazmi ostaje nepotpuno razjasnjena, veé¢im dijelom
zahvaljujudi ¢injenici da se ove bakterije ne mogu kultivirati pa je njihovo istrazivanje bilo prilicno
otezano (OBARA i sur., 2011.). Medutim, razvitak molekularnih metoda detekcije i tipizacije
danas pridonosi uspjesnijem istrazivanju te dobivanju podataka o prevalenciji (GENTILINI i sur.,
2009.). Smatra se da su infekcije sa sve tri vrste macjih hemotropnih mikoplazmi §iroko geografski
rasprostranjene (SYKES, 2014.), no podaci o prevalenciji znatno se razlikuju u pojedinim
podru¢jima. Kao moguci razlog navode se klimatske razlike, primjerice neke studije dokazuju vecu
ucestalost macjih hemotropnih mikoplazmi u toplijim klimatskim podru¢jima (ROSENQVIST i
sur., 2016.). Ipak, razlike u dobivenim rezultatima ponajviSe se pripisuju varijacijama u
pretrazivanim skupinama macaka. Tako neke studije prezentiraju podatke dobivene pretrazivanjem
populacije zdravih macaka, dok su u nekima kao ciljana skupina odabrane isklju¢ivo anemic¢ne
macke. Takoder, pojedine studije prikazuju rezultate pretrazivanja macaka bez obzira na njihovo
zdravstveno stanje, no ovisno o tome borave li vani ili u ku¢i (GREENE, 2012.; TASKER, 2018.).
Istrazivanja ucestalosti infekcije macjim hemotropnim mikoplazmama provedena u Europi
pokazuju znacajne varijacije u prevalenciji. Ona je, primjerice, u juznom dijelu Njemacke iznosila
9,4% (BERGMANN i sur., 2016.), u centralnoj Spanjolskoj 10,6% (DIAZ-REGANON i sur.,
2018.), u sjevernom dijelu Srbije 17,2% (SARVANI i sur., 2018.), u Ujedinjenom Kraljevstvu
18,3% (TASKER i sur., 2003.), u Cetiri turske provincije 18,9% (URAL i sur., 2009.), a u sjevernoj
Italiji 33,1% (SPADA i sur., 2014.).

Od tri vrste, infekcija sa "Ca. M. haemominutum™ uglavnom je bila najucestalija (4,4 -
46,7%), nakon koje je uslijedila infekcija sa M. haemofelis (0,4 - 27%) te infekcija sa "Ca. M.
turicensis” koja je utvrdena u 0 - 26,0% pretrazenih macaka (TASKER, 2018.).



2.3.2. lzvori infekcije, nacini Sirenja i ulazna vrata

Kao S§to je ve¢ spomenuto, epizootiologija macjih hemotropnih mikoplazmi nije u
potpunosti razjasnjena, a nacin prijenosa i dalje ostaje djelomi¢no nepoznat.

Izvorima infekcije smatraju se bolesne macke, macke kliconose, krv bolesnih ili mac¢aka
kliconosa te vjerojatno i artropodi (BARKER i TASKER, 2013.; GREENE 2012.; FOLEY, 2022.).

Zbog geografskog grupiranja te povecane prevalencije infekcija u toplijim klimatskim
podruc¢jima (BERGMANN i sur., 2017.) i u pojedinim skupinama macaka (nekastrirani muzjaci
koji izlaze van kuce) ve¢ se dugo vremena pretpostavlja da su glavni nacini prijenosa vezani uz
vektore i prijenos krvlju do kojeg dolazi tijekom agresivne interakcije. Nazalost, usprkos velikom
napretku u razvoju i istraZivanju, jo§ uvijek nemamo konkretnih, znanstvenih dokaza o na¢inima
prijenosa ove bolesti. Razli¢ita istrazivanja koja se bave ovom tematikom cesto daju sasvim
suprotne rezultate.

Do danas je, uporabom molekularnih metoda, nedvojbeno dokazana prisutnost DNK
macjih hemotropnih mikoplazmi u razli¢itim potencijalnim vektorima kao §to su macja buha
(Ctenocephalides felis) (LAPPIN i sur., 2006.), komarci (Aedes aegypti) (REAGAN, 2017.) i
krpelji (rodovi Ixodes i Rhipicephalus) (WILLI i sur., 2007). Ipak, pokusaj prijenosa
eksperimentalnim infekcijama najéesce nije bio uspjesan. Dodatno, DNK hemotropnih mikoplazmi
u komaraca dokazana je nakon pokusne infekcije i hranjenja na inficiranim mackama, ali nije
dokazana niti u jednom uzorku Kkoji je sadrzavao ,,slobodnozivuce* komarce, ¢ak niti kad su oni
bili hvatani u neposrednoj blizini macjih kolonija (REAGAN, 2017.). Vrlo slicno, DNK macjih
hemotropnih mikoplazmi dokazana je u krpeljima roda Ixodes i Rhipicephalus skinutih sa macaka,
no ne i u krpelja prikupljenih u okolisu (WILLI i sur., 2007.). Jedino su znanstvenici iz Japana,
prijavili uspjeSan dokaz odsjecka DNK 'Ca. M. haemominutum' iz dvije vrste (Ixodida) krpelja koji
su bili nenahranjeni i prikupljeni u okolisu.

IstraZivan je 1 direktni nacin prijenosa, pa je tako DNK hemotropnih mikoplazmi osim u
krvi, dokazan i u slini inficiranih zivotinja. Ipak, tijekom pokusnih studija, do uspjesnog prijenosa
doslo je samo nakon potkozne inokulacije krvi koja je sadrzavala hemotropne mikoplazme, ali ne
i nakon potkozne ili oronazalne inokulacije zarazene sline ili oralne inokulacije inficirane krvi
(MUSEUX 1 sur., 2009.). Stoga, agresivno ponasanje i posljedi¢an direktan kontakt s krvi
inficiranom macjim hemotropnim mikoplazmama predstavlja najvjerojatniju moguénost zaraze, a

ostaje nejasno igra li slina ikakvu ulogu u Sirenju bolesti.



Jatrogen prijenos je bitan nalin Sirenja. Pri tome osobit problem predstavljaju macke
kliconose (BARKER i TASKER, 2013.). Naime, hemotropne mikoplazme se s jedne zivotinje na
drugu mogu prenijeti transfuzijom krvi te bi stoga u svih macaka donora krvi trebalo napraviti
pretragu na hemotropne mikoplazme (PENNISI i sur., 2015.).

Vertikalan prijenos ovih bakterija nije potvrden (BARKER i TASKER, 2013.).

2.3.3. Predisponirajuci ¢imbenici

Infekcija se najc¢es$ée javlja u nekastriranih muskih macaka koje borave vani, macaka
lutalica te u zivotinja s anamnezom apscesa i ugriza (TASKER, 2003.; YASMIN i sur., 2022.).
Pojedina istrazivanja navode kako su macke inficirane retrovirusima (osobito virusom macje
imunodeficijencije) podloznije infekciji macjim hemotropnim mikoplazmama (BERGMANN i
sur., 2017.), medutim neka istrazivanja ne dijele iste rezultate (GENTILINI i sur., 2009.). Postavlja
se i pitanje je li povezujuéi ¢imbenik zapravo nacin ponasanja (agresivni, teritorijalni muzjaci), a

ne povecan rizik od infekcije zbog retrovirusnog statusa.

2.4. PATOGENEZA

Macje hemotropne mikoplazme prihvacaju se na stijenku eritrocita i mogu uzrokovati
hemoliticku anemiju (TASKER, 2018.). Smatra se da je M. haemofelis najpatogenija od tri vrste i
da ona moze uzrokovati najtezu klinicku sliku odnosno ¢ak i potencijalno i zivotno ugrozavajucu
hemoliti¢ku anemiju. Ovakvi teski klinicki oblici mogu¢i su i kod imunokompetentnih Zivotinja
bez dokazanih komorbiditeta. Kod drugih jedinki klinic¢ka slika pak moze biti blaga ili pak dolazi
do asimptomatske infekcije. S druge strane, infekcije ‘Ca. M. haemominutum’ i “Ca. M. turicensis’
mogu dovesti do pada broja eritrocita, hemoglobina i hematokrita, no klini¢ka ocitovanja bolesti
javljaju se uglavnom u imunokopromitiranih jedinki (BARKER i TASKER, 2013.).

Nakon ulaska M. haemofelis u cirkulaciju i njenog prihvacanja za eritrocite dolazi do
njihove destrukcije, a organizam odgovara snaznom retikulocitozom. Pretpostavlja se da je
hemoliza uzrokovana hemotropnim mikoplazmama u macaka posljedica djelovanja samog
mikroorganizma. Pojava auto-aglutinacijskih protutijela i pozitivan Coombs-ov test biljezi se tek

nakon pojave hemolize i smatraju se posljedicom, a ne uzrokom primarne hemolize (BARKER i



TASKER, 2013.). U ekperimentalnim studijama dokazano je da se broj M. haemofelis
eksponencijalno povecava prvih 2-4 tjedna nakon infekcije. Nakon toga broj mikoplazmi u krvi
znacajno fluktuira. Uzroci takve fluktuacije nisu sasvim jasni. Sekvestracija u slezeni ili jetri
tijekom faza u kojima je broj bakterija u krvi nizak nije dokazana kod infekcije M. haemofelis, ali
jest kod infekcije s “Ca. M. turicensis” (NOVACCO i sur. 2013.).

Macka se od akutne infekcije moze oporaviti, medutim Vvelik broj macaka ostaje
perzistentno inficiran te je moguca regresija bolesti uslijed stresa, graviditeta, promjene okoline ili
drugih oboljenja (BARKER i TASKER, 2013.). U latentno inficiranih macaka, umnazanje
mikroorganizama te njihovo uklanjanje fagocitozom jest u ravnotezi. Takve se zivotinje doimaju
klinicki zdravima uz moguéu pojavu blaze regenerativne anemije koja se moze utvrditi
hematloskom pretragom (GREENE, 2018.).

Splenektomija kao ¢imbenik utjecaja na tok infekcije hemoplazmoze za sada ostaje
nepotpuno razjaSnjena. Neka istrazivanja zabiljeZila su da ona ne utjece na klinicku sliku u

zarazenih macaka, dok neka govore o postoperativnoj povratnoj bakterijemiji te posljedi¢noj
anemiji (SYKES, 2014.).

2.5. KLINICKA SLIKA

Duljina inkubacije moze varirati od 2 do 34 dana, nakon ¢ega slijedi akutna faza s nastupom
anemije u trajanju 18-30 dana (SYKES, 2014.).

Klini¢ka slika ovisi o vrsti mikoplazme, stadiju infekcije, imunosnom statusu domacina te
prisustvu konkurentnih infekcija, kao $to su retrovirusne bolesti (BARKER I TASKER, 2013.).
Koinfekcija s viSe vrsta mikoplazmi moZe uzrokovati tezu klinicku sliku (FOLEY, 2022.).

Klini¢ki znakovi ukljuc¢uju bljedilo sluznica, letargiju, dehidraciju, dispneju, tahipneju,
hepatosplenomegaliju, limfadenopatiju, depresiju, inapetencu te intermitentnu vrucicu, koja moze
biti jedini Klinicki znak. Ikterus je rijedak, osim ako nije doslo do jake hemolize (BARKER I
TASKER, 2013.).

Infekcija je uglavnom pracena razvojem makrocitne, hipokromne anemije uz napomenu da
izrazena retikulocitoza nije uvijek prisutna. Moguée su i promjene u bijeloj krvnoj slici u vidu

leukopenije, limfopenije, eozinopenije i monocitoze. Kao §to je ve¢ receno, bilirubinemija (osobito



izrazena) nije ucestala. Mozemo nac¢i i1 poviSene vrijednosti alanin aminotransferaze zbog
hipoksi¢nog ostecenja jetre (TASKER, 2018.).

U jednom istrazivanju utvrdeno je da su macke inficirane sa “Ca. M. haemominutum’ u
krvnoj slici imale vise vrijednosti ureje, kreatinina, proteina i lipaze u odnosu na macke koje nisu
bile inficirane, te im je ¢eS¢e bila dijagnosticirana bubrezna insuficijencija. Ipak, autori nisu uspjeli
utvrditi je li utvrdena bubrezna insuficijencija bila uzrokovana hemotropnim mikoplazmama, ili je
povezana sa nekim drugim ¢imbenikom, primjerice starijom dobi pretrazivanih macaka (WILLI i
sur., 2006.).

2.6. DIJAGNOSTIKA

Dijagnostika hemotropnih mikoplazmi otezana je zbog nemogucnosti kultivacije ovih
mikroorganizama. Mogu se dokazati citoloskom pretragom krvnog razmaza obojenog bojama tipa
Romanowsky (Giemsa Wright ili Diff-Quick) gdje su vidljive kao okrugla tjeleSca na povrsini
eritrocita. Ova metoda ima nisku osjetljivost (0-37,5%) te nesSto visu specificnost (84 to 98%)
(BARKER 1 TASKER, 2013.). Mogu¢i su lazno pozitivni rezultati budu¢i da se hemotropne
mikoplazme mogu zamijeniti za, primjerice, Howell-Jollyjeva tjeleSca, precipitate boje, protozoe
iz roda Cytauxzoon ili artefakte. Nadalje, ovom metodom ne moze se izdiferencirati to¢na vrsta
bakterije. Negativan nalaz pak, ne znaci da bolest nije prisutna: broj hemotropnih mikoplazmi u
krvi 1zraZeno fluktuira, u sluajevima kad je broj mikroorganizama izuzetno nizak vrlo ¢e ih se
teSko vizualizirati (FOLEY, 2022.), a "Ca. M. turicensis” ne moze se izdiferencirati svjetlosnom
mikroskopijom (BARKER i TASKER, 2013.), ve¢ jedino elektronskom (WILLI i sur. 2011.).
Duljim skladistenjem u epruvetama s EDTA, ovi mikroorganizmi mogu se odvojiti od eritrocita
(GREENE, 2012.), pa je preporucljivo krvne razmaze za pretragu raditi ¢im je prije moguce.

U dijagnostici hemotropnih mikoplazmi zlatni standard predstavlja molekularna metoda
lan¢ane reakcije polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR). PCR metoda visoko je
osjetljiva i specifi¢na te omogucuje detekciju dok je u krvi prisutan malen broj bakterija. Danasnji
PCR testovi koristeni u dijagnostici baziraju se na umnazanju dijela 16S rRNA gena zajednickog
svim macjim hemotropnim mikoplazmama. Temeljem razlike u veli¢ini PCR produkta ili analizom
sekvenci moguce je odrediti o kojoj se vrsti hemoplazme radi (BARKER i TASKER, 2013.). U

rutinskoj dijagnostici koriste se konvencionalni PCR, te tzv. ,,PCR u stvarnom vremenu* (Real-



time PCR) koji je neSto osjetljiviji i omogucuje kvantifikaciju mikroorganizama u odredenom
volumenu uzorka. Ovi testovi omoguéuju pracenje razine bakterijemije in vivo i odgovora na
terapiju (Slika 2.).
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Slika 2. Koristenjem metode lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu dobiven je prikaz
varijacije broja mikroorganizama (M. haemofelis) u krvi macke u periodu prije, za vrijeme i nakon
lije¢enja doksiciklinom.

Izvor: Haemoplasmosis in cats, Journal of Felne Medicine and Surgery, 20 (TASKER, 2018.).

Serologija kao metoda dijagnostike rutinski se ne koristi, ponajvise jer nemoguénost in vitro
kultivacije hemotropnih mikoplazmi onemoguéava istrazivanje i produkciju dovoljne koli¢ine
antigena koji bi se koristio u komercijalni testovima (TASKER, 2018.). Odredene eksperimentalne
studije pokazuju da bi se seroloske metode bazirane na dnaK antigenu mogle rabiti u distinkciji

akutnih od kroni¢nih infekcija (WOLF-JACKEL, 2010.).

2.7. LIJECENJE

Ne preporucuje se lijeCenje macaka koje ne pokazuju klinicke znakove bolesti.

Antimikrobna terapija smanjuje broj hemotropnih mikoplazmi u krvi te dovodi do poboljSanja


https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/CVI.00282-10#con1

klini¢ke slike, medutim nijedan terapijski protokol ne dovodi pouzdano do potpune eliminacije
ovih bakterija iz organizma (BARKER i TASKER, 2013.; GREENE, 2012.).

Prvi izbor u odabiru antimikrobne terapije su tetraciklini, prvenstveno doksiciklin.
Preporucene peroralne doze doksiciklina su 10 mg/kg dnevno ili 5 mg/kg svakih 12 sati u trajanju
od minimalno dva tjedna (2-4 tjedna), dok neki autori preporucuju lijeenje i U trajanju od 6 tjedana
(TASKER, 2018.). S obzirom na moguéu pojavu ezofagitisa u macaka, ovaj lijek uvijek je
preporuc¢eno davati uz hranu (BARKER i TASKER, 2013.; TASKER, 2018.). Od fluorokinolona
mogu se Koristiti pradofloksacin i marbofloksacin. Enrofloksacin ne preporuca se davati zbog
toksi¢nog djelovanja na retinu (BARKER i TASKER, 2018.). Pradofloksacin se koristi per oralno
u dozi od 5 mg/kg ili 10mg/kg dnevno. U istrazivanju iz 2009. godine pokazao se djelotvornijim
izborom antibiotika u uklanjanju M. haemofelis iz organizma u odnosu na doksiciklin (DOWERS
i sur., 2009.). Marbofloksacin u dozi 2-4 mg/kg dnevno per oralno takoder se moze Koristiti,
medutim upitna je njegova djelotvornost protiv ‘Ca. M. haemominutum’ (TASKER, 2018.).

Obje skupine antibiotika smatraju se u¢inkovitima u smanjenju broja mikroorganizama u
krvi, u poboljSanju klinicke slike te ispravljanju promijenjenih parametara u krvnoj slici.
(BARKER i TASKER, 2013.).

U pojedinim slucajevima, kada je cilj povecati moguénost potpune eliminacije
mikroorganizma, antimikrobni pripravci mogu se kombinirati; primjerice kod prisutne teske
klinicke slike, pri pojavi rekurentnih infekcija te kod uvodenja zarazene macke u novu neinficiranu
skupinu macaka (TASKER, 2018.). U studiji provedenoj 2018. godine, kao protokol lijeenja u
macaka s prisutnom bakterijemijom nakon terapije doksiciklinom, predlozen je nastavak terapije
uporabom marbofloksacina (2 mg/kg dnevno) u trajanju od 2 tjedna (NOVACCO i sur., 2018.).
Taj se protokol pokazao djelotvornim u lijecenju infekcije uzrokovane sa M. haemofelis.

Kao potporna terapija za ispravak dehidracije indicirana je primjena intravenoznih
infuzijskih otopina te transfuzija krvi u slu¢ajevima jake anemije.

Nema provedenih studija o u¢inku kortikosteroida na ishod infekcije macjim hemotropnim
mikoplazmama. Macke kod kojih je Coombsov test bio pozitivan naj¢esé¢e dobro odgovaraju na
antimikrobnu i potpornu terapiju. Stoga, primjena kortikosteroida u lijecenju infekcija izazvanih
hemotropnim mikoplazmama cesto nije potrebna (BARKER i TASKER, 2013.). Ipak u

slu¢ajevima pojave jake, akutne hemoliticke anemije njihova je upotreba uobicajena.
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2.8. PREVENTIVA

Budu¢i da je nacin prijenosa bolesti i dalje nepoznat, nijedna preventivna mjera protiv
infekcije hemotropnim mikoplazmama nije dokazana kao pouzdana. Uzevsi u obzir da je infekcija
s ovom bolesti ucestalija u muskih nekastriranih macaka koje imaju pristup boravku vani, kastracija
kao mjera prevencije svakako moze smanjiti mogucnost Sirenja bolesti. Takoder je preporucljivo
ograniCiti kontakt s vanjskim mackama te sprijeciti kontakt s mogucée zaraZzenim zivotinjama.
Buduc¢i da je transmisivan prijenos vrlo vjerojatan, preporucéena je redovita uporaba ektoparazitika.
Obzirom da se radi o Cesto subklinickoj infekciji koja se prenosi krvlju smatra se da je pretrazivanje
krvi macaka donora izuzetno bitno (PENNISI i sur., 2015.).

Imunoprofilaksa ove bolesti ne postoji (FOLEY, 2022.; TASKER, 2018.).

2.9. ZOONOTSKI POTENCIJAL

Infekcija hemotropnim mikoplazmama ne predstavlja znacajan rizik u ljudi. Medutim,
smatra se da zoonotski potencijal postoji; potvrden je sluc¢aj oboljenja u HIV pozitivnog muskarca
iz Brazila (SANTOS i sur., 2008.) u kojeg je PCR metodom dokazana infekcija mikoplazmom

nalik na M. haemofelis i s Bartonella henselae, koje su takoder dokazane u krvi njegovih macaka.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Odabir uzoraka i obrada podataka

U ovom istrazivanju koriSteni su ostatni, arhivirani uzorci pune krvi macaka- koje su
lije¢ene na klinikama SveuciliSne veterinarske bolnice u Zagrebu tijekom proljeca i ljeta 2021.
godine. 1z arhive su nasumi¢no odabrani uzorci onih macaka za koje su postojali podatci o tome
da barem povremeno borave vani. Ukupno je odabrano i molekularnom metodom lan¢ane reakcije
polimerazom pretrazeno 105 uzoraka pune krvi. Osim podataka o prevalenciji hemotropnih
mikoplazmi, zanimali su nas i potencijalni rizi¢ni ¢imbenici koji bi mogli utjecati na infekciju.
Osnovni podatci o dobi, spolu, kastraciji, porijeklu (vlasni¢ke ili macke iz skloni$ta), hematokritu
te retrovirusnom statusu dobiveni su pretrazivanjem ambulantnog protokola.

Gore navedene podatke zatim smo uvrstili u tablicu Excell programa i statisticki obradili
kako bismo uvrdili utjecu li oni na rizik od infekcije macjim hemotropnim mikoplazmama. Razina
znacajnosti izmedu ispitivanih varijabli ispitivana je pomocu hi-kvadrat i Fischerov-im testom, pri

¢emu je uzimana razina znacajnosti p <0,05.

3.2. Izdvajanje DNK

Postupak izdvajanja DNK iz uzoraka pune Kkrvi prethodi metodi lancane reakcije
polimerazom. Provoden je uporabom komercijalnog kompleta za izdvajanje nukleinskih kiselina,
NucleoSpin® Tissue, Macherey Nagel, Njemacka, koriStenog prema uputi proizvodaca. Osnova
djelovanja kompleta temelji se na oslobadanju DNK iz materijala te njenom vezanju na silikagelnu

membranu pri cemu DNK biva izdvojena i prociScena.

3.2.1. Pribor i oprema:

U sklopu NucleoSpin® Tissue kompleta:

- proteinaza K
- pufer za lizu B3
- pufer za ispiranje B5

- pufer za ispiranje BW
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- pufer za otpustanje s membrane BE
- epruvete sa silikagelnom membranom
- epruvete sakupljacice

Kemikalije koje su potrebne pri izdvajanju DNK iz materijala, a nisu sadrzane u komercijalnom

kompletu Nucleo Spin Tissue:
-Etilni alkohol (96%-tni)

Pribor i oprema:

- mikropipete Eppendorf s odgovarajué¢im nastavcima
-1,5 mL Eppendorf epruvete

- centrifuga Eppendorf Mini Spin

- stolna tresilica, vortex mikser

- termomikser Eppendorf F1.5

Materijal:
-puna krv- 200 pl

3.2.2. Postupak izdvajanja DNK iz krvi

U prethodno oznacenu Eppendorf epruvetu zapremnine 1,5 ml, pipetira se200 ul pune krvi
kojoj sam dodala 25 pl proteinaze K s ciljem oslobadanja nukleinske kiseline, razaranja proteina i
inaktiviranja nukleaza.. Dodatnim dodavanjem 200 pl B3 puferske otopine omoguéena je stani¢na
liza. Nakon mijesanja u vorteksu te inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, uzorci
su stavljeni u termomikser na temperaturu od 70°, u trajanju 20 minuta. Inkubacija na ovoj
temperaturi pomaze denaturaciju proteina.
Uzorci su potom kratko centrifugirani te im je dodano 210 pl 96%-tne otopine etanola, ¢ime se
postize vezanje DNK na membranu. Zatim smo otpipetirali uzorak u epruvetu s membranom, koja
se nalazi unutar epruvete sakupljacice. Nakon centrifugiranja na 11000 rcf u trajanju od 1 minute,
sakupljacicu smo uklonili i zamijenili. Na taj je na¢in DNK zadrZana na membrani, a ostatne tvari
su maknute. Uzorak je u idu¢em koraku ispran pomocu 500 ul BW pufera te ponovno centrifugiran.
Sadrzaj sakupljaCice je bacen, a uzorak ispran sa 600 ul pufera B5. Korak centrifugiranja i

odbacivanja filtrata je ponovljen, nakon ¢ega se epruveta s membranom stavlja u novu, oznacenu
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epruvetu u koju se dodaje 100 ul pufera BE. Nakon jednominutne inkubacije na sobnoj temperaturi

te posljednjeg centrifugiranja 11000 rcf/1 minuta DNK je bila izdvojena i pro¢iséena.

3.3. Dokazivanje hemotropnih mikoplazmi pomoc¢u lanéane reakcije polimerazom

Metoda lancane reakcije polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) molekularna
je metoda visoke osjetljivosti i specifi¢nosti koja omogucuje dokaz fragmenata nukleinskih kiselina
specificnih za odredeni mikroorganizam. Zasniva se na umnazanju specifi¢nog slijeda nukleotida.
Provedena je u svrhu dokaza DNK macjih hemotropnih mikoplazmi u uzorku prethodno izdvojene
DNK iz pune krvi. Za izvedbu ove metode koristen je komercijalni komplet Emerald Amp® MAX
HS PCR Master Mix.

3.3.1. Pribor i oprema:

U sklopu Emerald Amp® MAX HS PCR Master Mix kompleta:

-PCR reakcijska smjesa Emerald Amp® MAX PCR Master Mix, 2x

-par pocetnica, uzvodna: HF (16S rRNA) ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA
i nizvodna HR (16S rRNA) ACGCCCAATAAATCCGRATAAT

-Dnaze/ Rnaze

-slobodna ultracista voda

Pribor:

- sterilne Eppendorf epruvete zapremnine 1,51 0,2 mli
- mikropipete s odgovaraju¢im nastavcima s filtrima
- Erlenmayer tikvica

- agaroza, SIGMA

- TAE, 1x pufer

- Diamond Nucleic Acid Dye boja, Promega

- 100 bp marker, Lonza

Uredaji:

- Biozastitna mikrobioloska komora

- BIO RAD T100 Thermal Cycler uredaj za izvodenje PCR reakcije

- BIORAD UV uredaj za ocitanje gelova s pripadaju¢om kamerom i uredajem za ispis fotografije
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gela

- kadica za elektroforezu i izvor elektri¢ne struje, Consort EV232
Materijal:

- prethodno izdvojena DNK

- pozitivna i negativna kontrola

3.3.2. Postupak izvodenja lanc¢ane reakcije polimerazom

Prije same izvedbe, izraCunata je ukupna potrebna koli¢ina PCR reakcijske smjese, koja je
ovisila o broju koristenih uzoraka u jednoj PCR reakciji. Zatim se u svaku epruvetu dodalo 6 ul
EmeraldAmp® smjese, 0,25 ul pocetnice F (eng. forward), 0,25 ul pocetnice R (eng. reversed) te
5 ul destilirane vode. Pipetiranje se provodilo u mikrobioloskoj biozastitnoj komori koja
omogucava sterilan rad.

U sastav Emerald Amp® smyjese ulaze enzim Taq polimeraza (Thermus aquaticus), pufer te smjesa
deoksiribonukleotida.

Koristene su pocetnice HFf (16S rRNA) ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA 1 HFr (16S
rRNA) ACGCCCAATAAATCCGRATAAT opisane u radu Jensena i suradnika iz 2001. godine.
U svaku je epruvetu potom dodano po 1 ul DNK odgovaraju¢eg uzorka. Kao negativnu Kkoristila
sam opisanu mjesavinu kojoj je umjesto DNK dodana destilirana voda, dok su za pozitivnu
kontrolu koristeni pozitivni i sekvenciranjem provjereni DNK uzorci. Pripremljene epruvete potom
su stavljene u BIO RAD T100 Thermal Cycler uredaj za izvodenje PCR reakcije kojem se zadaje
odgovarajuci temperaturni protokol: 1 minuta na 94°C (inicijalna denaturacija) te zatim 45 ciklusa
u kojima se izmjenjuje 1 minuta na 94°C (denaturacija), 1 minuta na 65°C (hibridizacija) i 30 s na
72°C (elongacija), te zavr$na elongacija na 72°C kroz 10 minuta.. Za 2h i 30 minuta, reakcija je

zavrsena.

3.3.3 Elektroforeza

U idu¢em koraku ucinjena je elektroforeza kojom se u agaroznom gelu vizualiziraju PCR

proizvodi u svakom pojedinom PCR uzorku.
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Za izvodenje metode potrebno je napraviti agarozni gel. U Erlenmeyer tikvicu dodaje se
0,5 g agaroze te 50 mL 1x TAE puferske otopine.

Za pripremu 1x TAE puferske otopine kao reagensi se koriste 93,5 g EDTA, 242 g Tris i
57 mL octene kiseline. Najprije se pripremi 0,5 molarna otopina EDTA nanacin da se 93,5¢g EDTA
stavi u 400 ml redestilirane vode, pri ¢emu se uz dodavanje kristala NaOH, pH namjesta na 8,0.
Otopini se dodaje redestilirana voda do 500 ml. U sljede¢em koraku pripreme TAE puferske
otopine, 242 g Tris otopi se u 750 ml redestilirane vode ¢emu se dodaje 57 ml octene kiseline i 100
ml 0,5 M EDTA. Zatim se redestilirana voda dodaje do ukupnog volumena od 1000 ml. Dobivena
otopina je 50x koncentriran TAE pufer. Kako bismo dobili 1x koncentrirani TAE pufer, u 490 mi
destilirane vode dodajemo 10 ml prethodno napravljenog 50x TAE pufera.

Nakon zagrijavanja 0,5 g agaroze te 50 mL 1x TAE puferske otopine u trajanju od 2-3
minute te hladenja, dodaje se 3ul Diamond Nucleic Acid Dye boje, Promega. Ovako pripremljena
otopina prenosi se u kalup za elektroforezu u kojem ¢ée se nakon sat vremena oblikovati u gel.

U jazice gela pipetirano je po 4ul PCR proizvoda. Kao DNA biljeg koristen je 100bp DNA
Loading Buffer, Lonza. Kako bi se isjecci DNK u gelu kretali, kalup s agaroznim gelom je uronjen
u 1x TAE pufersku otopinu te su prispojene elektrode i pokrenuta je elektroforeza. Za to je koristen
izvor el. struje Consort EV232. NamjeSten je napon od 100 V, struja od 80 mA u trajanju od sat
vremena.

Gel je stavljen u BIORAD uredaj za o€itanje pod UV svjetlom, a dobivena slika je
prenesena na racunalo.

Pozitivan rezultat vidimo kao signal u gelu na mjestu jaZice u koju je stavljen odredeni PCR

produkt.
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4. REZULTATI

Od ukupno 105 pretrazenih uzoraka krvi, u njih 24 (22,86%) utvrdena je prisutnost specificnog
odsjecka DNK hemotropnih mikoplazmi (Slika 3.).

= PCR pozitivni = PCR negativni

Slika 3. Prikaz prevalencije infekcije hemotropnim mikoplazmama unutar pretrazenog uzorka

Tablica 1. sumarno prikazuje razlike u prevalenciji infekcije uzevsi u obzir dob, spol, podatke o

kastraciji, porijeklu (vlasni¢ke ili macke iz skloniSta), hematokritu i retrovirusnom statusu.
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Tablica 1. Rezultati obrade podataka

Varijabla Ukupno Broj pozitivnih Broj negativnih p
pretraZenih macaka macaka
SPOL 103 0,00537*
M 54 (52,43%) 20 (37,04%) 34 (62,96%)
Zz 49 (47,57%) 4 (8,16%) 45 (91,84%)
DOB 99 0,037834*
Do 3 godine 45 (45,45%) 6 (13,33%) 39 (86,67%)
4 i viSe godina 54 (54,55%) 18 (33,33%) 36 (66,67%)
KASTRACIJA 64 0,397586
DA 57 (89,06%) 9 (15,79%) 48 (84,21%)
NE 7 (10,94%) 2 (28,57%) 5 (71,43%)
PORIJEKLO 98 0,086143
Vlasnicke 87 (88,78%) 19 (21,83%) 68 (78,16%)
Zivotinje
Zivotinje iz 11 (11,22%) 5 (45,45%) 6 (54,54%)
sklonista
FIV STATUS 60 0,000318*
FIV + 10 (16,67%) 7 (70,00%) 3 (30,00%)
FIV - 50 (83,33%) 8 (16,00%) 42 (84,00%)
FeLV STATUS 60 0,689157
FelLV + 10 (16,67%) 3 (30,00%) 7 (70,00%)
FelLV + 50 (83,33%) 12 (24,00%) 38 (76,00%)
HEMATOKRIT 99 0,005624*

Ispod 30%
30% i iznad

16 (16,16%)
83 (83,83%)

8 (50,00%)
15 (18,07%)

* upucuje na statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05)

8 (50,00%)
68 (81,93%)

U naSem istrazivanju utvrdili smo statisti¢ki znacajnu razliku u ucestalosti infekcije u odnosu na
spol; infekcija hemotropnim mikoplazmama bila je ¢eS¢a u mac¢aka muskog spola. Od ukupno 24
macke kod kojih je PCR metodom utvrdena prisutnost hemotropnih mikoplazmi, ¢ak 20 bilo je

muskog spola (Slika 4.).
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Slika 4. Prikaz raspodjele spola unutar skupine PCR pozitivnih macaka

Takoder smo utvrdili statisticki znacajnu razliku u ucestalosti infekcije ovisno o dobnoj kategoriji
macaka. Starije macke bile su sklonije infekciji. Za ukupno 99 macaka imali smo podatke o dobi.
Sveukupno 30 macaka bilo je mlade od 3 godine starosti te nijedna od njih nije bila pozitivna na
hemotropne mikoplazme. Na slici 5. mozemo vidjeti kako prevalencija infekcijom hemotropnim

mikoplazmama raste sa starosti.

BROJ POZITIVNIH

O Rr N W b U1 O N 0O O

0 1 2 3 4-7 8-12 13+
DOB U GODINAMA

Slika 5. Prikaz linijske krivulje koja prati broj macaka pozitivnih na hemotropne mikoplazme u

odnosu na dobne kategorije
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U ovom istrazivanju nismo utvrdili statisti¢ki znac€aju razliku u ucestalosti infekcije obzirom na

porijeklo i kastraciju.

Medutim, ako promatramo samo skupinu macaka iz sklonista, medu njima je, od 11, ¢ak 5 macaka

bilo pozitivno, §to iznosi 45,45% (Slika 6).
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Slika 6. Udio pozitivnih rezultata u skupinama macaka razdijeljenim obzirom na njihovo

porijeklo i podatke o kastraciji

Za ukupno 60 macaka imali smo dostupne podatke o testiranju na macje retrovirusne bolesti (FIV
i FeLV). Utvrdili smo da je infekcija hemotropnim mikoplazmama bila ¢e$¢a u macaka
inficiranih mac¢jim virusom imunodeficijencije (FIV pozitivne macke; p < 0,05) (Slika 7.).
Istodobna FIV i FeLV infekcija utvrdena je u 3 macke. Sve tri macke bile su nekastrirani muzjaci

i kod sve tri rezultat PCR pretrage na hemotropne mikoplazme bio je pozitivan.
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Slika 7. Prikaz udjela pozitivnih Zivotinja obzirom na njihov retrovirusni status

Prilikom usporedbe udjela pozitivnih macaka uzevsi u obzir vrijednosti njihovog hematokrita,

ustanovili smo da je infekcija hemotropnim mikoplazmama ¢es$c¢a u anemi¢nih macaka (Slika 8.).

HEMATOKRIT ISPOD 30% HEMATOKRIT 30 | IZNAD 30%

m Macke pozitivne na hemotropne mikoplazme ™ Macke negativne na hemotropne mikoplazme

Slika 8. Usporedba ucestalosti infekcije u mac¢aka uzevsi u obzir vrijednosti njihovog

hematokrita
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5. RASPRAVA

U naSem istrazivanju prevalencije hemotropnih mikoplazmi kod macaka, ona je iznosila
22,86%.

Kako u Hrvatskoj do sada nema podataka o prevalenciji infekcije mac¢jim hemotropnim
mikoplazmama, ovaj podatak mozemo usporediti Samo sa istrazivanjima provedenim u okolnim
zemljama Europe. Ako uzmemo u obzir da je prevalencija u juznom dijelu Njemacke iznosila 9,4%
(BERGMANN i sur., 2016.), u centralnoj Spanjolskoj 10,6% (DIAZ-REGANON i sur., 2018.), u
Danskoj 16,4% (ROSENQVIST i sur., 2016.), u sjevernom dijelu Srbije 17,2% (SARVANI i sur.,
2018.), u Ujedinjenom Kraljevstvu 18,3% (TASKER i sur., 2003.), u ¢etiri turske provincije 18,9%
(URAL i sur., 2009.), u Gr¢koj 20,6% (MAHER i sur., 2010.), u sjevernoj Italiji 33,1% (SPADA i
sur., 2014.), a u Portugalu 46,43% (MARTINEZ-DIAZ i sur., 2013.), mozemo zakljuéiti da se radi
o relativno visokoj prevalenciji. Kako je ve¢ ranije navedeno, unato¢ Sirokoj geografskoj
rasprostranjenosti tri vrste hemotropnih mikoplazmi, podaci o prevalenciji znacajno variraju.
Dosadasnja istrazivanja prevalencije u Europi pokazuju da je prevalencija infekcije hemotropnim
mikoplazmama uglavnom vi$a u juznijem i mediteranskom podrucju, nego u zemljama centralne i
sjeverne Europe (ROSENQVIST i sur., 2016.), u §to se uklapaju i podatci dobiveni u nasem
istrazivanju.

Kod tumacenja 1 usporedbe rezultata treba imati na umu da se u razli¢itim istrazivanjima
dosta razlikuju i pretrazivane skupine macaka (GREENE, 2012.; TASKER, 2018.). U ovom
istrazivanju tako su ciljana skupina bile macke koje redovito ili povremeno izlaze van kuce/stana,
dok primjerice u istrazivanju prevalencije hemotropnih mikoplazmi u centralnoj Spanjolskoj, to
nije bio slucaj, ve¢ je 75% macaka ukljucenih u istrazivanje boravilo isklju¢ivo unutra.
Pretpostavka da ¢e macke koje CeS¢e idu van imati ve¢u moguénost zaraze hemotropnim
mikoplazmama, zasniva se na Cinjenici da ¢e vanjske macke lakSe stupiti u kontakt s drugim
mackama i ¢eSc¢e biti infestirane buhama 1 drugim ektoparazitima.

Osim utvrdivanja ucestalosti, cilj ovog istrazivanja bio je i analizirati odredene rizi¢ne ¢imbenike
vezane uz infekciju hemotropnim mikoplazmama u macaka. Rezultati su pokazali da je infekcija
bila ¢es¢a u muskih macaka, §to odgovara rezultatima vecine drugih istrazivanja (TASKER, 2003.,
YASMIN i sur., 2022.). U istrazivanjima u Spanjolskoj i Njemackoj, prevalencija je takoder bila
vi$a u muskih macaka, ali primjerice, u istrazivanju u Portugalu, nije bilo znac¢ajne razlike u odnosu

na spol (MARTINEZ-DIAZ i sur., 2013.). Smatra se da je povecani rizik od infekcije u muzjaka
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vezan uz ¢injenicu da oni ¢esce ispoljavaju agresivno ponasanje. Agresivno, odnosno teritorijalno
ponasanje macaka karakteristicno je za spolno intaktne muzjake pa je, s tim u vezi postavljena i
pretpostavka da e se infekcije ¢esce javljati u nekastriranih Zivotinja (muzjaka) (TASKER, 2003.,
YASMIN i sur., 2022.). Ovu pretpostavku u nasem radu nismo uspjeli dokazati vjerojatno zbog
¢injenice da za velik broj macaka nismo imali podatke o kastraciji, a i razlika izmedu pretrazenih
skupina bila je velika.

U dosadas$njim istrazivanjima utvrdeno je da je prevalencija infekcije visa u starijih
zivotinja, odnosno da sa dobi raste i mogucnost izlaganja uzrocniku koji ¢e dovesti do kronicne
infekcije (ROSENQVIST i sur., 2016.). Tako je u istraZivanju u Spanjolskoj infekcija utvrdena u
zivotinja starijih od godinu dana (DIAZ-REGANON i sur., 2018.) dok su primjerice u Danskoj,
macke starije od 8 godina imale najveci rizik od infekcije (ROSENQVIST i sur., 2016.). U nasem
istrazivanju, infekcija hemotropnim mikoplazmama bila je dokazana u macaka 3 godine starosti 1
starijih. Nijedna macka mlada od 3 godine, od ukupno 30, nije bila pozitivnha na hemotropne
mikoplazme. Pad prevalencije u macaka starijih od 12 godina koji smo zabiljezili mozemo pripisati
tome da je broj macaka unutar 13+ dobne skupine bio znatno manji u odnosu na ostale pretrazene
dobne skupine.

Istrazivanje provedeno u Spanjolskoj utvrdilo je veéu uéestalost infekcije u macaka lutalica
(TASKER, 2003., YASMIN i sur., 2022.), no u naSem istrazivanju, ovaj se ¢imbenik nije pokazao
statisticki znac¢ajnim, moguce zbog Vvelike razlike u broju zivotinja unutar pretrazivanih skupina.
Retrovirusne bolesti takoder se mogu smatrati rizicnim ¢imbenikom budu¢i da oslabljuju imunosni
status 1 Cine Zivotinju prijemljivijom na razne bolesti (AQUINO 1 sur., 2014.). U naSem
istrazivanju, infekcija FIV-om pokazala se znac¢ajnim rizi¢nim ¢imbenikom. Macke koje su imale
FIV, imale su vecu vjerojatnost infekcije hemotropnim mikoplazmama. Medutim, infekcija FeLV-
om nije se pokazala kao ¢imbenik koji pospjesuje infekciju. Ovakav se rezultat podudara sa
rezultatima istraZivanja u centralnoj Spanjolskoj te Njemackoj, gdje autori navode kako je
mogucnost infekcije FIV-om velika u slucaju ugriza, Sto takoder ide u prilog vjerojatnom
horizontalnom prijenosu macjih hemotropnih mikoplazmi (BERGMANN i sur., 2016.). S druge
strane FeLV se prenosi i tijekom socijalnih kontakata unutar stabilnih zajednica bez zabiljezene
agresije.

Ipak, u pojedinim istrazivanjima dobiveni su i drugaciji rezultati; u onom provedenom u
Portugalu (MARTINEZ-DIAZ i sur., 2013.) i FIV i FeLV pokazali su se kao znacajan rizik
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infekcije hemotropnim mikoplazmama, dok u istrazivanju u sjevernoj Italiji (GETILINI i sur.,
2009.), ni FIV ni FeLV nisu utjecali na pojavnost infekcije hemotropnim mikoplazmama.
Infekcija hemotropnim mikoplazmama moze uzrokovati anemiju, a uslijed pojave
imunoposredovane hemoliticke anemije moze do¢i i do razvoja teze klinicke slike (BARKER |
TASKER, 2013.). Sukladno navedenom bilo bi logi¢no ocekivati vecu ucestalost infekcije u
anemi¢nih macaka koja je potvrdena i u nasem istrazivanju. Ipak, obzirom da su uzorci za ovo
istrazivanje prikupljani nasumic¢no, a u analizi nismo uzimali u obzir primarne dijagnoze ovih
pacijenata ne mozemo tvrditi da je anemija iskljuc¢ivo posljedica infekcije hemotropnim

mikoplazmama, a ne mozda drugog uzroka.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ovo je prvo istrazivanje prevalencije hemotropnih mikoplazmi U macaka u Hrvatsko;j.
Dobivena prevalencija od 22,86% moze se smatrati relativno visokom u odnosu na onu utvrdenu

u drugim drzavama Europe.

2. Infekcija je bila znacajno ¢es¢a u muskih u odnosu na Zenske macke.

3. Hemotropne mikoplazme nisu utvrdene kod macaka mladih od 3 godine starosti. Infekcija je
bila ¢esc¢a u starijih zivotinja.

4. FIV status pokazao se znacajnim rizikom za infekciju macjim hemotropnim mikoplazmama.

5. Utvrdena je veca ucestalost infekcije hemotropnim mikoplazmama u anemiénih macaka.

6. U budu¢im istrazivanjima rizicnih ¢imbenika i razjasnjavanju nacina prijenosa preporuca se
prospektivni pristup na nacin da se osigura prikupljanje strukturiranih anamnestic¢kih podataka

(npr. uporaba unaprijed pripremljenog upitnika) koji bi uvelike olaksali analizu rizika.

7. Kako bismo uspjesno povezali infekciju hemotropnim mikoplazmama s pripadaju¢om
klinickom slikom i laboratorijskim nalazima potrebno je provesti daljnja istrazivanja koja ¢e
ukljucivati ve¢i broj Zivotinja i uzeti u obzir primarne dijagnoze i komorbiditete koji takoder
mogu uzrokovati anemiju. Prilikom ovog istraZivanja trebalo bi determinirati tocnu vrstu
hemotropnih mikoplazmi, budu¢i da se zna da sve hemotropne mikoplazme nisu jednako

patogene.
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8. SAZETAK

Naslov: Molekularna detekcija hemotropnih mikoplazmi u macaka

Ime i prezime: Petra Pir$i¢

Hemotropne mikoplazme su bakterije iz roda Mycoplasma koje nemaju stani¢nu stijenku i ne mogu
se kultivirati. Tri su vrste koje mogu inficirati macke; Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum i “Candidatus Mycoplasma turicensis. Nacin prijenosa ovih bakterija
jos$ nije potpuno razjasnjen; pretpostavlja se da glavnu ulogu u prijenosu imaju vektori i kontakt sa
krvlju do kojeg dolazi tijekom agresivnih interakcija izmedu macaka. Nakon infekcije, ove
bakterije prihvacaju se za eritrocite domacina i mogu uzrokovati hemoliti¢ku anemiju. Prevalencija
infekcije macjim hemotropnim mikoplazmama znatno se razlikuje u pojedinim geografskim
podrucjima, a podatci o prevalenciji u Hrvatskoj potpuno nedostaju. Stoga je cilj ovog istrazivanja
bio primjeniti molekularnu metodu lan¢ane reakcije polimerazom i utvrditi ucestalost infekcije
hemotropnim mikoplazmama u macaka - pacijenata SveuciliSne veterinarske bolnice. Dodatno su
istrazeni mogu¢i rizicni ¢imbenici povezani s infekcijom. Lancanom reakcijom polimerazom
ukupno je pretrazeno 105 arhiviranih uzoraka pune krvi macaka, prikupljanih tijekom proljeca i
ljeta 2021. godine. Utvrdena je ukupna prevalencija od 22,86%. Ucestalost infekcija bila je
znacajno visa u anemicnih Zivotinja, a ve¢a vjerojatnost infekcije utvrdena je u muskih macaka te
opéenito u starijih Zivotinja. Zivotinje inficirane maéjim virusom imunodeficijencije takoder su
bile statisti¢ki znacajno podloznije infekciji hemotropnim mikoplazmama. Nasi rezultati pocetak
su istrazivanja molekularne detekcije hemotropnih mikoplazmi macaka u Hrvatskoj. U daljnjim
istrazivanjima pomocu detaljnijih, strukturiranih anamnestickih podataka, potrebno je analizirati
veci broj riziénih ¢imbenika infekcije i utvrditi klini¢ki znacaj infekcije pojedinim vrstama

hemotropnih mikoplazmi.

KLJUCNE RIJECI: hemotropne mikoplazme, prevalencija, PCR, macka
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9. SUMMARY

Title: Molecular detection of hemotropic mycoplasmas in cats

Name: Petra Pirsi¢

Hemotropic mycoplasmas are a group of bacteria of the Mycoplasma genus that do not have a cell
wall and cannot be cultured. Three species are known to infect cats; Mycoplasma haemofelis,
"Candidatus Mycoplasma haemominutum and "Candidatus Mycoplasma turicensis. The mode of
transmission of these bacteria is not fully understood; it is assumed that the main role in
transmission is through vectors and contact with blood that occurs during aggressive interactions
between cats. After infection, these bacteria are attach to host's erythrocytes and can cause immune-
mediated hemolytic anemia. The prevalence of feline hemotropic mycoplasma infection varies
significantly in certain geographical areas, and there is a complete lack of data on the prevalence
in Croatia. Therefore, the aim of this research was to apply the molecular method of polymerase
chain reaction and determine the frequency of infection with hemotropic mycoplasmas in cats -
patients of the University Veterinary Hospital. In addition, possible risk factors for infection were
investigated. A total of 105 archived whole blood samples of cats, collected during the spring and
summer of 2021, were analyzed for the presence of hemotropic mycoplasmas using conventional
polymerase chain reaction (PCR). An overall prevalence of 22.86% was determined. The frequency
of infections was significantly higher in anemic animals, and a higher probability of infection was
found in male cats and in older animals in general. Animals infected with feline immunodeficiency
virus were also statistically significantly more susceptible to hemotropic mycoplasma infection.
Our results are the beginning of research on the molecular detection of hemotropic mycoplasmas
in cats in Croatia. For further research, more detailed, structured anamnestic data should be used,
it is necessary to analyze a larger number of risk factors for infection and to determine the clinical

significance of infection with certain types of hemotrophic mycoplasmas.

KEY WORDS: hemotropic mycoplasmas, prevalence, PCR, cat
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 1996. godine u Zagrebu. Osnovnu i srednju skolu pohadala sam u Zagrebu.
Veterinarski fakultet upisujem 2015. godine. Na cetvrtoj godini studija, odluCujem se za
volontiranje na Klinici za zarazne bolesti. Tamo se susre¢em s prakti¢nim dijelom veterinarske
medicine i sve dotadasnje znanje nadogradujem. Nakon godinu i pol, pocinjem volontirati na
Klinici za kirurgiju, gdje volontiram do zadnje godine studija. Tijekom studija sudjelovala sam na
kongresima i na reptilomaniji. Radila sam u veterinarskoj ljekarni. Na zadnjoj godini studija
odlucujem rijesiti sve studentske obaveze i1 ostvariti erasmus praksu te work and travel USA
program. Erasmus praksu odradujem u institutu za divlje zivotinje na Cipru. Tijekom svih godina

studiranja pratio me moj najdrazi pas Barni.
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