Klinicki znacaj prisutnosti gena za toksine NetE i NetF
bakterije Clostridium perfringens u pasa s proljevom

Duci¢, Vanda

Master's thesis / Diplomski rad
2025

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:762852

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-14

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:762852
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:1386
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:1386
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:1386

SVEUCILISTE U ZAGREBU

VETERINARSKI FAKULTET

SVEUCILISNI INTEGRIRANI PRIJEDIPLOMSKI I DIPLOMSKI STUDIJ
VETERINARSKA MEDICINA

DIPLOMSKI RAD

Vanda Ducié¢

Klini¢ki znacaj prisutnosti gena za toksine NetE i NetF bakterije Clostridium

perfringens u pasa s proljevom

Zagreb, 2025.



Vanda Ducié

Odjel za veterinarsko javno zdravstvo i sigurnost hrane

Zavod za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom

Predstojnik Zavoda:

Prof. dr. sc. Vilim StareSina

Mentorica:

Prof. dr. sc. Suzana Hadina

Clanovi Povjerenstva za obranu diplomskog rada:

1. izv. prof. dr. sc. Josipa Habu§

N

prof. dr. sc. Vilim StareSina

w

prof. dr. sc. Suzana Hadina

&

izv. prof. dr. sc. Selma Pintari¢ (zamjena)

Rad sadrzava 53 stranice, 2 slike, 12 tablica i 36 literaturnih navoda.



Zahvale

Prije svega, veliko hvala mojoj mentorici, prof. dr. sc. Suzani Hadini, na neizmjernom
strpljenju, prenesenom znanju, motivaciji i strucnosti. Hvala Vam sto ste vjerovali u mene,
usmjeravali me kroz izazove i poticali me da uvijek tezim boljem, kako u akademskom radu,

tako i u buducoj veterinarskoj praksi.

Takoder, veliko hvala dr. sc. Vesni Mojcec Perko, dipl. ing. mol. biol., bez ¢ijih savjeta,
nesebicne podrske i prenesenog znanja ovaj rad ne bi ni bio mogué. Hvala Vam Sto ste stvorili

okruzenje u kojem je bilo uzitak uciti i raditi!

Hvala svim djelatnicima Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, sto ste

me slusali, bodrili i savjetovali i ucinili moje dane studiranja ljepsim i bogatijim.

Veliko hvala mami i tati, Zoksu i Dei, mojim lektorima, prijateljima, roditeljima, i svim
ostalim ulogama koje su odigrali tokom mog studija i Zivota, bez vas nebi bila pola osobe koja
sam danas. Moj uspjeh je prije svega vas. Hvala vam Sto ste uvijek vjerovali u mene, cak i onda

kada ja nisam.

Takoder hvala mojoj maloj, ali velikoj sestri Marti i baki Dubravki, na neizmjernoj

podrsci i brizi tokom svih godina moga studija.

Hvala Karli i Jurici, familiji koju sam sama odabrala, koji su me naucili §to to znaci
bezuvjetna ljubav te koji su svaku moju muku djelili samnom i ¢inili laksom i pokazali mi da

obitelj nije samo ona u kojoj se rodimo, veé i ona koju sami izaberemo.

Hvala Neri, Luciji, Anji i Heleni $to ste bile uz mene u svim mojim fazama — od onih
najsretnijih do onih najtezih. Vase prijateljstvo je bilo moj oslonac, sigurno mjesto i podsjetnik

da, bez obzira na sve, nikad nisam sama.

Ne mogu a da ne zahvalim i onima zbog kojih sam odlucila upisati ovaj studij — \Westy,
Kent, Leda, Kaan, Frx, Twitty i svakoj ptici i Zivotinji koju smo tata i ja putem spasavali. Hvala
vam Sto ste Me bez rijeci, naucili suosjecanju, strpljenju i odgovornosti, sto ste mi pokazali

koliko ljubavi moze stati u jedno zahvalno srce.

Last but not least, to Yuri, Hajar, Susanna, Timo, Matteo and Karina, thank you for

loving me and supporting me from all the corners of the world.

Mica, nadam se da gledas, ovo je za tebe.



POPIS PRILOGA
Popis tablica
Tablica 1. Klasifikacija bakterije C. perfringens u biotipove (GOHARI i sur., 2021.).

Tablica 2. Povezanost biotipova bakterije C. perfringens i klini¢ke slike bolesti u sisavaca i
ptica (GOHARI i sur. 2021.).

Tablica 3. Klinicki parametri za procjenu AHDS indeksa (BUSCH i UNTERER, 2022.)

Tablica 4. Pocetnice koristene za utvrdivanje prisutnosti gena za toksine NetE i NetF bakterije
C. perfringens (GOHARI i sur. 2015).

Tablica 5. Temperaturni protokol lancane reakcije polimerazom za utvrdivanje prisutnosti

gena za toksine NetE i NetF.

Tablica 6. Usporedba osnovnih podataka skupine pasa pozitivne odnosno negativne na

prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Tablica 7. Usporedba vrijednosti trijasa pasa pozitivnih u odnosu na pse negativhe na

prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Tablica 8. Usporedba odabranih laboratorijskih parametara, pasa pozitivnih u odnosu na pse

negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Tablica 9. Usporedba klinickih i laboratorijskih parametara SIRS kriterija pasa pozitivnih u

odnosu na negativne na gene netE i netF bakterije C. perfringens

Tablica 10. Zastupljenost klini¢kih znakova bolesti probavnog sustava i tezina AHDS u pasa
s krvavim proljevom bodovanih prema tablici za odredivanje AHDS indeksa (BUSCH i
UNTERER, 2022.)

Tablica 11. Tezina AHDS odredena prema ukupnom zbroju AHDS bodova u odnosu na pse

pozitivne, odnosno negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Tablica 12. Uzorci fecesa pozitivni na CPV i cpe gen kod netE i netF pozitivnih odnosno netE

i netF negativnih pasa



Popis grafikona

Grafikon 1. Zastupljenost spolova u istrazivanoj skupini

Grafikon 2. Starosne skupine ispitanih pasa

Grafikon 3. Podaci o konzistenciji fecesa

Grafikon 4. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF u istraZivanoj skupini pasa
Grafikon 5. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF ovisno o konzistenciji fecesa
Grafikon 6. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF u pasa s proljevom

Popis slika

Slika 1. Elektroforeza u agaroznom gelu. B - DNK biljeg, 100 bp; 1-6 — ispitivani uzorci; 7-

pozitivna kontrola za netE gen; 8 - negativna kontrola

Slika 2. Elektroforeza u agaroznom gelu. B - DNK biljeg, 100 bp; 1-6 — ispitivani uzorci; 7-

pozitivna kontrola za netF gen; 8 - negativna kontrola



POPIS I OBJASNJENJA KRATICA
DNK - deoksiribonukleinska kiselina
RNK - ribonukleinska kiselina

TSB - tripti¢ni sojin bujon

TSC - triptoza sulfit cikloserin agar
TSA - tripti¢ni sojin agar

CPA - alfa toksin

CPB - beta toksin

CPE - enterotoksin

ETX - epsilon toksin

ITX - iota toksin

BEC - binarni enterotoksin

CPB2- beta 2 toksin

CPD - delta toksin

PGO - perfringolizin O

AHDS (engl. acute hemorrhagic diarrhea syndrome) - sindrom akutnog hemoragijskog

proljeva

PCR (engl. polymerase chain reaction) - lan¢ana reakcija polimerazom
CRT (engl. capillary refill time) - vrijeme ponovnog punjenja kapilara
ALP (engl. alkaline phosphatase ) - alkalna fosfataza

ALT (engl. alanine transaminase) - alanin transaminaza

CRP - C- reaktivni protein

SIRS - sindrom sustavnog upalnog odgovora (engl. systemic inflammatory response syndrome)

Vi



SADRZAJ

1.

2.

UuvOoD 1

PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA 2
2.1.  Povijest 2
2.2.  Etiologija 2
2.3.  Epizootiologija 6
2.4. Patogeneza 6
2.5. Klinicka slika 7
2.6.  Patoanatomski i patohistoloski nalaz 7
2.7.  Dijagnostika 8
2.8.  Diferencijalna dijagnostika 9
2.9. Lijecenje 10
2.10. Profilaksa 11
2.11. Javno zdravstvo 12

MATERIJAL | METODE 13
3.1.  Uzorci fecesa 13
3.2.  Prikupljanje podataka 13
3.3.  lzdvajanje DNK iz fecesa 15
3.4.  Elektroforeza 17
3.5.  Sekvenciranje 18
3.6.  Statisticka obrada podataka 19

REZULTATI 20
4.1.  Uzorci fecesa 20
4.2.  Prisutnost gena za toksine NetE i NetF 22

4.3. Podaci o pasmini, dobi, spolu, tjelesnoj masi, konzistenciji i izgledu fecesa netE i

netF pozitivnih i negativnih pasa 24

Vil



4.4.  Odabrani laboratorijski parametri i vrijednosti trijasa, pozitivnih pasa u odnosu na

pse negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF 27
4.6. AHDS Indeks 31
4.7.  Prisutnost netE i netF gena u pasa s utvrdenim uzrokom proljeva 33
5. RASPRAVA 34
6. ZAKLJUCCI 38
7. LITERATURA 39
8. SAZETAK 43
9. SUMMARY 44
10.  ZIVOTOPIS 45

VI



1. UVvOD

Clostridium perfringens gram je pozitivna, anaerobna, sporogena i ubikvitarna bakterija
koja se nalazi u probavnom sustavu domacih zivotinja i ljudi. Pripada rodu Clostridium, a
karakterizira ju iznimna sposobnost prezivljavanja u razli¢itim uvjetima zahvaljujuéi stvaranju
spora. Ova bakterija jedna je od najvaznijih uzro¢nika klostridijskih enterotoksemija i drugih
gastrointestinalnih poremecaja u razli¢itih Zzivotinjskih vrsta (GOHARI i sur. 2021,
CAMARGO i sur. 2024.). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da bakterija C. perfringens
proizvodi vise od 20 razli¢itih toksina, prema kojima ju svrstavamo u sedam biotipova (A, B,
C, D, E, F, G). Osnovni toksini ukljucuju alfa toksin (CPA), beta toksin (CPB), enterotoksin
(CPE), epsilon toksin (ETX), iota toksin (ITX) te NetB toksin, a uz njih su identificirani brojni
sekundarni toksini koji mogu imati zna¢ajnu ulogu u patogenezi bolesti. Medutim, to¢na uloga
C. perfringens u etiologiji gastrointestinalnih poremecaja kod pasa jo$ uvijek nije u potpunosti
rasvijetljena, ponajprije zbog velikog broja toksina, njihove razli¢ite ekspresije te problema u
dijagnostici (GOHARI i sur., 2021.). U posljednjih nekoliko godina istrazivanja su se
fokusirala na nove toksine koji bi mogli objasniti razlike u klini¢kim slikama bolesti povezanih
s ovom bakterijom. Posebno su znacajni toksini NetE, NetF, ¢ija je prisutnost utvrdena u
odredenim sojevima C. perfringens tipa A. Ovi toksini djeluju stvaranjem pora na stani¢noj
membrani epitelnih stanica crijeva domacina, Sto dovodi do povecane propusnosti, ulaska
tekucine u stanice, njihove citolize 1 posljedi¢nog razvoja proljeva (GOHARI i sur. 2015.).
Posebnu paznju privukao je NetF toksin, koji se povezuje s razvojem sindroma akutnog
hemoragijskog proljeva (engl. acute hemorrhagic diarrhea syndrome, AHDS) te teskim, ¢esto
letalnim ishodima u pasa. Smatra se da NetF pozitivni sojevi imaju iznimnu patogenost, $to
dovodi do pretpostavke da bi mogli biti klasificirani kao novi toksinski tip C. perfringens
(GOHARI 1 sur. 2020.). Daljnja istrazivanja usmjerena su na razjasnjavanje patogenetskih
mehanizama ovih novih toksina, njihovog utjecaja na domac¢ina te moguc¢nosti dijagnosticke

identifikacije i terapijske intervencije.

Cilj ovog istrazivanja bio je dokazati prisutnost gena za toksine NetE i NetF bakterije C.
perfringens u pasa s proljevom u svrhu dobivanja preciznijih podataka o njihovoj zastupljenosti

te rasvjetljavanja njihove uloge u nastanku gastrointestinalnih poremecaja.



2.  PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Povijest

Bakteriju Clostridium perfringens otkrio je doktor William H. Welch 1891. godine. Do
njenog otkri¢a doslo je za vrijeme obdukcije 38-godisnjaka, kod kojeg je osim kroni¢ne pluéne
tuberkuloze, akutne milijarne tuberkuloze i aneurizme uzlaznog luka aorte, primijecena
krepitacija u podrucju oba pazuha, unutarnje strane ruku, prsa, straznjice, prepona i unutarnje
strane bedara. Takoder, u povrSinskim zilama i organima nadeni su mjehuri¢i plina.
Mikroskopski, u razmazu krvi iz srca i krvnih Zila te u jetri, sréanom misi¢u i bubrezima
otkrivene su Stapicaste bakterije koje su imale kapsulu (LUCEY i HUTCHINS, 2004.). S
obzirom na sposobnost novootkrivenog mikroorganizma da tvori plin, te da u vecini slucajeva
ima kapsulu, Welch mu je dao ime Bacillus aerogenes capsulatus 1892. godine (KIU i HALL,
2018.), a 1911. godine je preimenovan u Bacillus perfringens, sto proizlazi iz latinske rijeci
perfringere, Ciji je prijevod “probiti”, zbog sposobnosti bakterije da razara povrSinu agara
velikom koli¢inom plina koji proizvodi. Medutim, istovremeno je koriSten i naziv Bacillus
Welchii u cast Williama Welcha koji ju je prvi identificirao i opisao. Poc¢etkom 19. stoljeca
svrstana je u rod Clostridium, ¢iji naziv dolazi od grcke rijeci kloster koja je latinizirana u rije¢
Clostridium §to znac¢i vretenast (ROOD i sur., 2018.). Imena Clostridium perfringens i
Clostridium Welchii priznata su 1920. godine u bakterijskoj klasifikaciji Americkog drustva za
bakteriologiju, a danas je bakterija poznata pod nazivom Clostridium perfringens (GRENDA i
sur., 2023.).

2.2. Etiologija

Clostridium perfringens je gram-pozitivna, anaerobna, Stapic¢asta bakterija koja tvori
spore. Ne posjeduje biceve, ve¢ se krece pomocu povrsinskih vlakana, to¢nije pila tipa IV
(GOHARI 1 sur. 2021.). Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako ova vlakna imaju vise
razli¢itih funkcija u gram-pozitivnim bakterijama, a jedna od njih je da omogucuju bakteriji da
,klizi* po povrsini ploCe agara. Uz prethodno navedeno, pili tipa IV sluze za stvaranje biofilma
koji $titi bakteriju od oksidativnog stresa, antibiotika i baktericidnih tvari (VARGA i sur.,
2008.; DA CRUZ NIZER i sur., 2024.). Spore koje tvori sastoje se od proteinskog omotaca
ispod kojeg se nalazi vanjska membrana, sloj peptidoglikana, stanicna stijenka, unutarnja
membrana, te jezgra koja sadrzi deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK), ribonukleinsku kiselinu

(RNK) i enzime (LI i sur., 2016.). Spore su vrlo otporne na visoke temperature, nedostatak
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hranjivih tvari i prisutnost kisika. Otpornost na nepovoljne uvjete omogucéuje ovoj bakteriji

dugo prezivljavanje u okoliSu te prijenos na ljude i1 Zivotinje (CAMARGO i sur. 2024.).

U laboratorijskim uvjetima, bakterija C. perfringens ¢esto se uzgaja na temperaturi od
37 °C u anaerobnim uvjetima na razli¢itim hranjivim podlogama i medijima poput mesnog
bujona, Duncan-Strong medija, tekuceg tioglikolata, tripticnog soja bujona (TSB), triptoza
sulfit cikloserin (TSC) agara i tripticnog soja agara (TSA) koji sluzi kao baza te se u njega

dodaje Zumanjak ili 5% ov¢je krvi (FU 1 sur., 2022.).

Danas je poznato da ova bakterija moze proizvesti vise od 20 razlicitih toksina. Glavni
toksini koje proizvodi, a koji se koriste za njezinu klasifikaciju u sedam razli¢itih biotipova,
ukljucuju: alfa toksin (CPA), beta toksin (CPB), enterotoksin (CPE), epsilon toksin (ETX), iota
toksin (ITX) te NetB toksin (GOHARI i sur., 2021.) (Tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija bakterije C. perfringens u biotipove (GOHARI i sur., 2021.).

Biotip CPA CPB ETX IAP CPE NetB
A + - - - - -
B + + + - - -
C + + - - +/- -
D + - + - +/- -
E + - - + +/- -
F + - - - + -
G + - - - - +

U Tablici 1, znak (+) predstavlja prisutnost toksina u biotipu, dok (-) oznacava da toksin
nije prisutan. Znak (+/-) oznacava da u biotipu toksin moze, ali i ne mora biti prisutan. Svaki
biotip proizvodi odredene vrste toksina, no vazno je napomenuti i da svaki od biotipova

uzrokuje razli¢itu patologiju u sisavaca i ptica (Tablica 2).



Tablica 2. Povezanost biotipova bakterije C. perfringens i klinicke slike bolesti u sisavaca i
ptica (GOHARI i sur. 2021.).

Biotip Klinicka slika bolesti

A Plinska gangrena ljudi i Zivotinja; enterotoksemija i bolesti probavnog sustava

prezivaca, konja 1 svinja; sindrom akutnog hemoragijskog proljeva u pasa 1

konja
B Dizenterija janjadi
C Hemoragicni i nekrotizirajuéi enteritis raznih vrsta Zivotinja u neonatalnom

periodu zivota; nekroti¢ni enteritis u ljudi

D Enterotoksemija u ovaca, koza i goveda; enterokolitis u koza
E Gastroenteritis goveda i zeCeva
F Ljudsko trovanje hranom; proljev uzrokovan antimikrobnom terapijom;

sporadi¢ni proljevi

G Nekroti¢ni enteritis u peradi

Osim glavnih toksina, bakterija C. perfringens proizvodi i nekoliko sporednih toksina
koji se ne koriste za klasifikaciju u biotipove, ali se smatra da imaju ulogu u nastanku klini¢ke
slike bolesti. Ti toksini ukljuc¢uju: BEC toksin (binarni enterotoksin), beta2 toksin (CPB2),
delta toksin (CPD), NetF toksin, perfringolizin O (PGO) i TpeL toksin (GOHARI i sur. 2021.).

GOHARLI 1 sur. (2015.) otkrili su tri nova toksina koji formiraju pore na stani¢nim
membranama domacina, te ih imenovali NetE, NetF i NetG. Do njihova otkri¢a doslo je

prilikom utvrdivanja uzroka akutnog uginu¢a dvogodiSnje kuje, pasmine njemackog



patuljastog Spica, koja je dan prije sudjelovala u izlozbi pasa. Kuja prethodno nije pokazivala
nikakve znakove bolesti, bila je urednog apetita, te nije povracala niti imala proljev. Pronadena
je jutro nakon izlozbe, u lokvi krvavog proljeva. Zbog sumnje na trovanje, vlasnici su zatrazili
obdukciju (SCHLEGEL i sur. 2012.), prilikom Kkoje je iz crijeva izdvojen soj JFP718 bakterije
C. perfringens. Zbog akutnog nastupa uginuéa, ispitana je citotoksi¢nost ovog soja na deset
razli¢itih stani¢nih kultura podrijetlom od devet razli¢itih zivotinjskih vrsta. Citotoksicnost
ovog soja usporedena je s citotoksicnoséu sojeva NCTC3110 (CPA, CPB), JFP564 (CPA,
CPB2, CPE), SM101 (CPA, CPE) i CW504 (CPA) koji sadrze ve¢ otprije poznate i opisane
toksine. Soj JFP718 pokazao je znacajnu citotoksi¢nost na stani¢noj liniji jajnika kobile u
razrjedenju 1:128, dok su ostali sojevi pokazali znatno manju citotoksi¢nost ili je ¢ak izostala.
Zbog visoko citotoksi¢nog ucinka, ovaj soj je sekvenciran, prilikom ¢ega je otkriveno da sadrzi
gene za dva do tada nepoznata toksina: NetE 1 NetF toksin molekularne veli¢ine 32.9 kDa
odnosno 31.7 kDa. Nadalje, istrazivanje GOHARI i sur. (2015.) pokazalo je da je samo NetF
toksin taj koji je citotoksiCan, za razliku od NetE toksina za koji se nije utvrdila sposobnost
citotoksi¢nosti. Postoji vjerojatnost da NetE toksin moZe pridonijeti sposobnosti izazivanja
bolesti i kod drugih domacina osim u pasa i konja, te da posjeduje sposobnost proupalnog
ucinka, no potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se to potvrdilo. Nadalje, utvrdeno je da svi
NetF-pozitivni sojevi bakterije C. perfringens nose dva konjugirana plazmida: jedan koji
kodira NetE i1 NetF toksine, dok drugi sadrzi gen za CPE (enterotoksin). Navedena ¢injenica
objasnjava prisutnost NetE, NetF i enterotoksina u svim NetF pozitivnim sojevima ove
bakterije (GOHARI i sur., 2015.). Iako NetE nije citotoksican, smatra se da u sinergiji s NetF
toksinom pridonosi razvoju klinicke slike sindroma akutnog hemoragijskog proljeva
(GOHARI i sur., 2020.). Naime, razli¢ita istrazivanja su pokazala da postoji znacajna
povezanost izmedu prisutnosti NetF toksina u sojevima tipa A i pojavnosti AHDS u pasa i
nekrotiziraju¢eg enterokolitisa u Zdrebadi. Jedno od posljednjih istrazivanja (SINDERN i sur.,
2019.), ¢ijije cilj bio istraziti prevalenciju gena za toksine NetE i NetF u pasa s AHDS pokazalo
je da NetF pozitivni sojevi bakterije C. perfringens koji posjeduju gene za toksine NetE i NetF
mogu doprinijeti razvoju AHDS. Zbog toga $to je ¢ak 12.1% zdravih pasa bilo pozitivno na
gene za navedene toksine, nije bilo mogucée postaviti dijagnozu sindroma akutno
hemoragijskog proljeva samo prema rezultatu lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase
chain reaction, PCR), ve¢ je preporuka da dobiveni rezultat moze posluziti kao vazna smjernica

za postavljanje dijagnoze i odabir adekvatne terapije.



2.3.  Epizootiologija

Clostridium perfringens je bakterija Siroko rasprostranjena u okoliSu, te se moze
pronadi u hrani, otpadnim vodama, tlu, koji su obi¢no kontaminirani ljudskim ili Zivotinjskim
fecesom. Ona predstavlja dio fizioloske mikroflore probavnog sustava ljudi i Zivotinja. Prijenos
uzro¢nika odvija se unosom kontaminirane hrane ili izravnim prijenosom na ranu iz okolisa. S
obzirom da je bakterija C. perfringens dio crijevne mikroflore, mogu¢ je razvoj klinic¢ke slike
AHDS zbog njenog prekomjernog umnazanja u crijevima. lako ona zahtjeva strogo anaerobne
uvjete za uzgoj u laboratoriju, relativno je otporna na kisik. Ova sposobnost olakSava prijenos
s domacina na domacina, zbog njezine moguénosti prezivljavanja u aerobnom okoliSu, kao Sto
su povrsine na bolnickim odjelima, te posljedicno moze uzrokovati razvoj klinicke slike bolesti
(KIU 1 HALL, 2018.). Bolest se §iri i sporama, $to je posebice vazno u prijenosu putem hrane.
Dok njene vegetativne stanice bivaju uniStene ve¢ na 55°C, poznato je da spore nekih sojeva

mogu podnijeti i temperaturu vrenja u trajanju od jednog sata (LI i sur., 2016.).

S obzirom da je tip A netF pozitivni soj novootkriven, njegova rasprostranjenost jos
nije dovoljno istrazena, no povezana je s razvojem nekrotizirajuc¢eg enterokolitisa u zdrebadi,

te AHDS u pasa (GOHARI i sur., 2020.).

2.4. Patogeneza

C. perfringens je bakterija koja mozZe uzrokovati histotoksi¢ne infekcije (plinsku
gangrenu) te bolesti probavnog sustava (KIU i HALL, 2018.). Budu¢i da je ova bakterija dio
crijevne mikroflore, bolesti probavnog sustava koje uzrokuje ne moraju nuzno biti povezane s
unosom kontaminirane hrane, nego mogu biti izazvane i drugim ¢imbenicima (FU 1 sur.,
2022.). Na primjer, u pasa razvoj klinicke slike ¢esto je povezan s promjenama u prehrani,
okolisSnim uvjetima, stresom, te drugim virusnim ili parazitarnim patogenima (SILVA i
LOBATO, 2015.). Kao §to je ve¢ prethodno spomenuto, istrazivanja su pokazala da NetE 1
NetF toksini imaju ulogu u razvoju AHDS kod pasa, iako to¢na uloga tih toksina jo§ uvijek

nije potpuno razjasnjena.

NetE i NetF toksini spadaju u skupinu hemolizin/leukocidin toksina koji formiraju pore
na stanicnim membranama (GOHARI 1 sur.,, 2015.) te su svrstani u najveéu skupinu
bakterijskih citotoksi¢nih proteina. Djeluju na nacin da o$teéuju stani¢nu membranu, $to
dovodi do osmotske lize 1 posljedi¢nog uniStenja stanice. Ukratko, toksini se vezu na receptore

koji se nalaze na povrSini stanicne membrane domacina, Cime se povecava njihova
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koncentracija na mjestu vezanja i dolazi do formiranja oligomernih kompleksa. Posljedi¢no
dolazi do stvaranja prstenaste strukture, koja prethodi nastanku aktivne pore odnosno otvora
na stanicnoj membrani te perforacije stani¢ne membrane i propadanja stanice (ULHUQ i
MARIANO, 2022.).

2.5. Klinicka slika

AHDS, prethodno nazvan akutni hemoragicni gastroenteritis, bolest je koja se najcesce
povezuje s bakterijom C. perfringens tip A. Ovaj sindrom naj¢es$ce zahvaca pse malih pasmina,
prosjecne starosti oko pet godina i tezine oko 10 kg (GOHARI 1 sur., 2020.). Ocituje se
pojavom povraéanja kao prvim klinickim znakom bolesti, te je u 80% slucajeva taj povraceni
sadrzaj krvav (hematemeza). Povrac¢anje obi¢no prati pojava krvavog proljeva. Ovisno o tezini
klinickih znakova i stupnju dehidracije, moZze se uociti letargija, slabost, tahikardija, oslabljeni
puls te produljeno vrijeme ponovnog punjenja kapilara (engl. capillary refill time, CRT).
Vazno je napomenuti da su Zivotinje najceS¢e hipotermicne, a u slu¢aju kada su
normotermicne, temperatura im je najc¢esce blizu donje granice normalne tjelesne temperature
(BUSCH 1 UNTERER, 2022.). Bolnost abdomena prisutna je u oko 20% slu¢ajeva (GOHARI
i sur., 2020.).

Kod nekompliciranih slucajeva AHDS, vrijednosti hematokrita su obi¢no poviSene, u
rasponu od 33% do 76%. U ovim klinickim slu¢ajevima obicno ne dolazi do promjene
leukograma koji bi ukazivao na sistemsku bakterijsku infekciju ili septikemiju, pa stoga nema
neutrofilije, neutropenije niti poviSenog broja segmentiranih neutrofila. Blago skretanje krvne
slike u lijevo prisutno je u 50% pasa. Azotemija se rijetko pojavljuje, ¢ak i prilikom utvrdene
dehidracije. Razina alkalne fosfataze (engl. alkaline phosphatase, ALP) je obi¢no normalna,
dok je alanin aminotransferaza (ALT) poviSena u 20% pasa (BUSCH i UNTERER, 2022.). U
slucaju poviSene vrijednosti ALT, potrebno je provjeriti ukupni bilirubin i Zu¢ne kiseline u
serumu, tri do pet dana nakon rehidracije kako bi se iskljucila pojava akutnog hemoragijskog
proljeva kao posljedica akutnog zatajenja jetre (BUSCH i UNTERER, 2022.).

2.6. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

NetF pozitivni sojevi Clostridium perfringens tip A predstavljaju novootkrivene sojeve,
te trenutno postoji ogranien broj istrazivanja koja bi detaljno opisala patoanatomske i

patohistoloSke promjene uzrokovane infekcijom ovim sojevima.



U slucaju kuje pasmine njemackog patuljastog $pica, kod koje je po prvi puta utvrdena
prisutnost NetE 1 NetF toksina, na seroznim i mukoznim povrSinama probavnog sustava bile
su vidljive difuzne hemoragi¢ne promjene. U lumenu crijeva nalazio se crveni vodenast
sadrzaj. Mukozne zlijezde zeluca izgledale su nekroti¢no, te su submukozne krvne zile zeluca
i debelog crijeva bile zaCepljene. Patohistoloskim nalazom Zeluca i crijeva utvrdila se
prisutnost gram-pozitivnih Stapicastih bakterija na povrsini mukoze, u lumenu i na kriptama
crijeva (SCHLEGEL i sur., 2012.).

Jedna od glavnih patoloskih promjena pasa inficiranih NetF pozitivnim sojevima su
nekrotizirajuca 1 neutrofilna upala sluznice tankog 1 debelog crijeva. Ova upala moze rezultirati
oSte¢enjem sluznice i poremecajem normalne funkcije crijeva. LEIPIG-RUDOLPH i sur.
(2018.) obradili su devet slucajeva sindroma akutnog hemoragijskog proljeva s letalnim
ishodom te su u svih devet Zivotinja pronadeni znakovi nekroze kripti, §to se podudara s
nalazom ve¢ spomenute kuje njemackog patuljastog Spica. Lezije u crijevima ¢esce su bile jace
izrazene u debelom crijevu, nego u tankom, te se postavlja sumnja kako se infekcija Siri uzlazno

krecuci iz debelog crijeva. (LEIPIG-RUDOLPH i sur., 2018.).

Vazno je napomenuti kako se u pasa s AHDS, naj¢eSc¢e ne pronalaze promjene u zelucu
te se smatra kako naziv “hemoragi¢ni gastroenteritis” nije adekvatan, i stoga se koristi naziv

sindrom akutnog hemoragijskog proljeva (UNTERER i sur., 2014).

2.7.  Dijagnostika

U dijagnostici AHDS uzrokovanog bakterijom C. perfringens preporuca se koristenje
neinvazivnih dijagnostickih testova, iako nijedan nije u potpunosti pouzdan. Primjerice, PCR
dijagnostika prisutnosti gena za enterotoksin 1 alfa toksin nije pouzdana, iz razloga Sto je
navedene gene moguce naci i u fecesu zdravih pasa, te njihova prisutnost nije utvrdena u svih

pasa s klinickom slikom AHDS (BUSCH i sur. 2022.).

Novija istrazivanja ukazuju da pozitivan PCR rezultat za biotip A bakterije C.
perfringens koji sadrzi i gene za toksin NetF ukazuje na mogucu prisutnost AHDS, no
negativan rezultat ga ne iskljucuje. Razlog tomu je to Sto su istrazivanja pokazala kako
koncentracija NetF toksina u fecesu drasti¢no pada, te je moguce propustiti dijagnosticirati
njegovu prisutnost ukoliko uzorak fecesa nije uzet pri pojavi prvih klinickih znakova bolesti

ve¢ koji dan kasnije (ZIESE i sur., 2018.; DINIZ i sur., 2018.).



Dijagnostika AHDS i dalje se uglavnom temelji na iskljuc¢ivanju ostalih mogucih
uzroka proljeva. U pomo¢i pri dijagnostici uputno je Koristiti tablicu za procjenu AHDS
indeksa (BUSCH i UNTERER, 2022.), zajedno s krvnim i biokemijskim parametrima.
DUPONT i sur. (2021.) utvrdili su povezanost C-reaktivhog proteina (CRP) s AHDS
indeksom, te je postavljena sumnja na povezanost izmedu razine CRP-a i ozbiljnosti AHDS.
Medutim, autori naglasavaju da su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo moze li

CRP pouzdano sluziti kao prognosticki ili dijagnosticki parametar za AHDS.

Procjena AHDS indeksa temelji se na bodovanju klinickih parametara koji ukljucuju
stanje svijesti, apetit, uCestalost povracanja, konzistenciju fecesa, ucestalost defeciranja 1
stupanj dehidracije te se svaki od njih vrednuje bodovima u rasponu od nula do tri. Nadalje,
nakon $to Se dodjele bodovi za svaki parametar, potrebno ih je zbrojiti. Zbroj bodova od nula
do tri ukazuje na to da nema indikacija za sumnju na AHDS, dok se zbroj od €etiri do pet smatra
blagim oblikom bolesti. Zbroj od Sest do osam sugerira srednji oblik bolesti, dok zbroj iznad
devet ukazuje na teSki oblik AHDS. Ova kategorizacija moze pomo¢i u odredivanju tezine
stanja pacijenta i usmyjeriti klini¢ara prema odgovarajuéem izboru terapije. Najpouzdanija
metoda dijagnostike je endoskopsko uzimanje biopsata probavnog sustava. Medutim, zbog
potencijalnih rizika za pacijenta i visokih troskova postupaka kolonoskopije i duodenoskopije,

ova metoda se Cesto ne primjenjuje u svakodnevnoj praksi (BUSCH i UNTERER, 2022.).

2.8.  Diferencijalna dijagnostika

S obzirom da se AHDS dijagnosticira uglavnom eliminacijskom metodom dijagnostike,
potrebno je iskljuciti ostale moguce uzroke bolesti probavnog sustava odnosno proljeva. Uzroci
mogu biti zarazne 1 nezarazne etiologije. U vecini slu¢ajeva AHDS zahtjeva samo potpornu
tekucinsku terapiju stoga nije uvijek potrebna to¢na dijagnoza, no vazno je diferencijalno

dijagnosticki razlikovati radi i se o zaraznom proljevu ili ne.

U proljeve zarazne etiologije spadaju bakterijski i virusni te proljevi uzrokovani
parazitima. Od bakterijskih uzro¢nika potrebno je iskljuciti proljev uzrokovan bakterijama
Campylobacter jejuni, Clostridium difficile, Escherichia coli, Providencia alcalifaciens,
Salmonella spp., Shigella, Yersinia. Najc¢es¢i virusni uzro¢nik krvavog proljeva u pasa je pseci
parvovirus, a osim njega moguéi uzrocnici su i pseéi koronavirus, virus Stenecaka, pseci

cirkovirus te pse¢i adenovirus (HALL, 2023.). Od parazitoloskih uzro¢nika to su najcesce



Giardia i Tritrichomonas, stoga je uputno napraviti i koprolosku pretragu u pasa s krvavim
proljevom (ALLENSPACH, 2015.).

U svrhu diferencijalne dijagnostike svakako se preporuca detaljno uzimanje anamneze
kako bi se iskljucili uzroci nezarazne etiologije, poput hiperadrenokorticizma, akutne upale
gusterace 1 preosjetljivosti tipa 1. Osim toga, moguéi uzroci mogu biti 1 torzija zeluca,
invaginacija crijeva, kao i trovanje te uporaba razliCitih lijekova poput nesteroidnih

protuupalnih lijekova i visoke doze glukokortikoida (HALL, 2023.).

2.9. Lijecenje

Jedan od prvih koraka u terapiji AHDS-a je tekuéinska terapija kristaloidima. Zivotinje
s AHDS najces¢e su dehidrirane uslijed povracanja i proljeva koje je obicno popraceno
smanjenim apetitom. U sluc¢aju hipoalbuminemije indicirano je davati i koloide zajedno s
kristaloidima (BUSCH i UNTERER, 2022.). U slucaju znatno poviSenog hematokrita te
ukoliko je zivotinja u Soku zbog ekstremne dehidracije ili septikemije, potrebno je davati
boluse kristaloida 10 do 20 ml/kg dok vrijednost hematokrita ne padne ispod 55% (HALL,
2023.). Uz tekucinsku terapiju, u slucaju da zivotinja ne prestane povracati, moguée je davati i
antiemetike, kao na primjer metoklopramid u dozi od 0,2-0,5 mg/kg, tri puta dnevno
intravenski ili subkutano (BUSCH i UNTERER, 2022.).

Do 2011. godine smatralo se kako je, u slucajevima pasa s krvavim proljevom
uzrokovanim bakterijama, indicirano davati antimikrobne lijekove, no novija istrazivanja
ukazuju suprotno. U sluc¢ajevima kada nisu prisutni znakovi septikemije, antimikrobni lijekovi
nisu nuzni, odnosno ne utjeCu na duljinu oporavka zivotinje (UNTERER 1 sur. 2011.).
Istrazivanje MORTIER 1 sur. (2015.) pokazalo je da skretanje krvne slike ulijevo takoder nije
nuzno indikator za primjenu antimikrobnih lijekova. U njihovom istrazivanju skretanje ulijevo
u krvnoj slici bilo je prisutno u 23 od 47 pasa s AHDS, te su se svi oporavili bez uporabe
antimikrobnih lijjekova. U slu€aju potrebe za antimikrobnim lijekovima, upotreba samo

ampicilina trebala bi biti dostatna (DUPONT i sur., 2021.).

Najnovije smjernice za upotrebu antimikrobnih lijekova u pasa s proljevom izdane od
strane Europske organizacije za optimizaciju veterinarske antimikrobne terapije (European
Network for Optimization of Veterinary Antimicrobial Therapy (ENOVAT), 2024.) takoder ne
preporucuju primjenu antimikrobnih lijekova u pasa s krvavim proljevom u slucaju kada

klinicka slika nije jace izrazena. U slucajevima septikemije, te naruSenog opceg stanja zajedno
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s razli¢itim stupnjevima dehidracije unato¢ adekvatnoj tekuéinskoj terapiji preporuca se
primjena antimikrobnih lijekova. Takoder, u teSkim oblicima krvavog proljeva, preporuka je
da se antimikrobna terapija aplicira parenteralno, odnosno intravenski ili intramuskularno.
Klini¢ki znakovi septikemije koje je potrebno uzeti u obzir ukljucuju hipertermiju za vrijeme
prvog pregleda zivotinje ili tahikardiju, tahipneju, hipotermiju i hipotenziju nakon rehidracije
i aplikacije analgetika u slucaju boli (JESSEN i sur., 2024.) . Od krvnih parametara potrebno
je obratiti pozornost na prisutnost neutrofilije, neutropenije, povisene vrijednosti segmentiranih

neutrofila te hipoglikemiju (BUSCH i UNTERER, 2022.).

Recentna istrazivanja pasa s AHDS, ukazuju kako specifi¢na terapija, u obliku
antimikrobnih lijekova ili fekalne transplantacije, nije nuzna u slucajevima koji su NetF
pozitivni (REISINGER i sur., 2024.). ZIESE i sur. (2018.) dokazali su kako upotreba probiotika
nema utjecaj na brzi oporavak Zivotinja u slu¢ajevima AHDS, no smatra se kako doprinose

brzoj regulaciji crijevne mikroflore.

U slucaju bolnosti abdomena, moguce je davati lijekove protiv bolova, kao §to su
metamizol i buprenorfin, no kontraindicirano je davati nesteroidne protuupalne lijekove zbog
mogucénosti oStecenja sluznice probavnog sustava (BUSCH I UNTERER, 2022.).

2.10. Profilaksa

Trenutno nema jo§ dovoljno podataka vezano za profilakticke mjere u slu€aju infekcije
NetF pozitivnim sojevima bakterije C. perfringens tip A. Do sada je poznato da je potrebno
drzati se higijenskih mjera, odnosno potrebno je prati ruke i dezinficirati povrsine na kojima je
zivotinja boravila. S obzirom da je bakterija Clostridium spp. otporna na alkoholne
dezinficijense, uputno je koristiti vodikov peroksid za smanjenje broja vegetativnih stanica i
spora (GOHARI i sur., 2020.; HU i sur., 2021.). Danas je dostupno cjepivo protiv nekih sojeva
C. perfringens koja se koriste za farmske Zivotinje (ABDOLMOHAMMADI KHIAV i
ZAHMATKESH, 2021.).

Buducdi da je bakterija C. perfringens dio fizioloske mikroflore probavnog sustava ljudi
1 Zivotinja, moguca je prevencija njenog pretjeranog razmnozavanja u crijevima. Neki od
naina prevencije su upotreba probiotika, bakteriofaga i lizozima. Postoje indikacije da u
prevenciji mogu pomoci i biljni ekstrakti, eteri¢na ulja, baktericini 1 antimikrobni peptidi, no

potrebno je jos istrazivanja kako bi se to sa sigurnos¢u utvrdilo (ALLAART i sur., 2013.).
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2.11. Javno zdravstvo

Poznato je da bakterija C. perfringens uzrokuje klini¢ku sliku bolesti probavnog sustava
u ljudi i Zivotinja. S obzirom da se bakterija C. perfringens umnaza u probavnom sustavu te
prenosi u okoli§ putem fecesa, neizravni prijenos sa zZivotinje na ¢ovjeka je mogué. Spore koje
se formiraju u fecesu ili leSevima Zivotinja predstavljaju opasnost od kontaminacije okolisa te
je na taj nacin povecana mogucnost infekcije covjeka. Bez obzira na prethodno spomenuto,
ovaj mikroorganizam se ne smatra zoonotskim patogenom (SONGER, 2009.). NetE i NetF
toksini do sada su identificirani samo kod pasa i konja, stoga za sada nije poznato imaju li oni

funkciju u razvoju klinicke slike u ¢ovjeka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci fecesa

U ovome istrazivanju obradeno je 88 arhiviranih uzoraka fecesa pasa pohranjenih na -
80°C u laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Uzorci su bili podrijetlom od pasa s klini¢kim znakovima
bolesti probavnog sustava, konkretno proljevom, koji su zaprimljeni ili stacionirani na Klinici
za zarazne bolesti Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Obrada arhiviranih uzoraka

provedena je u vremenskom periodu od ozujka 2023. do studenoga 2024. godine.

3.2.  Prikupljanje podataka

Uzorci fecesa organizirani su ovisno o njihovoj konzistenciji na: vodenasti, kaSasti i
pastozan proljev, te su potom podijeljeni i prema prisutnosti krvi na krvavi i proljev bez krvi.
Procjena tezine klini¢ke slike bolesti odredena je na temelju Kriterija sindroma sustavnog
upalnog odgovora (engl. systemic inflammatory response syndrome, SIRS) i AHDS indeksa
koriStenim u veterinarskoj klinickoj praksi (DUPONT 1 sur., 2021; BUSCH i1 UNTERER,
2022.). Odredivanje tezine kriterija ukljuéivala je: tahikardiju (>140/min), tahipneju
(>40/min), pireksiju (>39,3°C), hipotermiju (<37,5°C), leukocitozu (>17x10°%L), leukopeniju
(<6x10%L), pove¢an broj nesegmentiranih leukocita (>0,3x10%L) i hipoglikemiju(<3,6
mmol/L) (DUPONT i sur., 2021.). U statisticku analizu ukljuceni su psi koji su zadovoljavali
dva ili vi$e kriterija (DUPONT i sur., 2021.).

AHDS indeks odredivan je u pasa s krvavim proljevom pri ¢emu su iskljuceni psi s
parvovirusnom infekcijom (BUSCH i UNTERER, 2022.). Procjena tezine AHDS indeksa
uklju¢ivala je procjenu stanja svijesti Zivotinje, apetit, konzistenciju fecesa i ucestalosti
defekacije, ucestalost povracanja te stupanj dehidracije (Tablica 3). Evaluacija stanja svijesti
podijeljena je u tri kategorije: nepromijenjeno stanje svijesti (0), blago depresivno (1),
umjereno depresivno (2) ili izrazito depresivno stanje (3). Apetit se procjenjivao prema tome
jede li Zivotinja, odnosno ima li uredan apetit (0), blago oslabljen (1), umjereno oslabljen (2),
ili u potpunosti odbija hranu (3). Takoder, procijenjena je ucestalost povracanja, koja je varirala
od toga da Zivotinja ne povraca (0), povrac¢a jednom dnevno (1), dva do tri puta dnevno (2), ili
viSe od tri puta dnevno (3). Konzistencija fecesa i ucestalost defeciranja, bili su dio procjene,
pa je tako konzistencija bila od urednog formiranog fecesa (0), pastoznog fecesa (1), kaSastog
fecesa (2) do vodenog proljeva (3), dok je ucestalost defekacije bila jednom dnevno (0), dva
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do tri puta dnevno (1), Cetiri do pet puta dnevno (2), te vise od pet puta dnevno (3). Posljedni
parametar, bio je stupanj dehidracije, koji je mogao biti 0% (0), manji od 5% (1), od 5 do 10%
(2), te visi od 10% (3). Temeljem procjene prethodno opisanih parametara i njihovog
bodovanja, dobiven je ukupan zbroj bodova na osnovu kojeg je bilo moguce procijeniti tezinu
AHDS. Zbroj od 0 do 3 oznacavao je da nema indikacija za sumnju na AHDS, zbroj 4 do 5
blagi oblik, 6 do 8 srednje teski, a zbroj iznad 9 teski oblik AHDS (Tablica 3).

Tablica 3. Klinicki parametri za procjenu AHDS indeksa (BUSCH i UNTERER, 2022.)

Parametar 0 1 2 3
Stanje svijesti Normalno Blago Umjereno Jako
depresivno depresivno depresivno
Apetit Uredan Blago Umjereno Ne jede
oslabljen oslabljen
Ucestalost 0 1 2-3 >3
povradanja
(broj/dan)
Konzistencija Formirana Pastozna Kasasta Vodenasti
fecesa proljev
Ucestalost 1 2-3 4-5 >5
defekacije
(broj/dan)
Dehidracija (%) 0 <5 5-10 >10
0-3 4-5 6-8 >9
ZBROJ bez indikacija blagi oblik srednje teski oblik  teski oblik

Od dodatnih dijagnosti¢kih testova, ukoliko su koristeni, prikupljeni su podaci o
prisutnosti cpe gena za enterotoksin bakterije C. perfringens i podaci o parvovirusnoj infekciji

pasa.
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3.3.  lzdvajanje DNK iz fecesa

Za izdvajanje DNK iz fecesa koristio se komercijalni komplet Quick-DNA™
Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit proizvodaca Zymo Research, Germany. Za pocetak postupka,
odvagano je 0,150 g fecesa koji je stavljen u epruvetu s mikrokuglicama (ZR BashingBead
Lysis tube). Ova epruveta sadrzi kuglice promjera 0,1 mm i 0,5 mm, ¢ija je primarna uloga
mehanicka liza stanica. Nakon toga, u istu epruvetu dodano je 750 uL pufera (BashingBead
Buffer) koji omogucuje lakse i ucinkovitije razlaganje stanicnih membrana i oslobadanje
stanicnih elemenata, tj. genetickog materijala koji koristimo za daljnje analize. Potom je
epruveta stavljena na horizontalnu stolnu mjesalicu tijekom deset minuta kako bi se sadrzaj
homogenizirao. Nakon mijeSanja, epruveta je premjestena u mikrocentrifugu i centrifugirana
na 10,000 rcf tijekom jedne minute. Rezultat centrifugiranja bilo je razdvajanje otopine u dvije
faze — tekucu (supernatant) i krutu (talog). Zatim je 400 pL tekuée faze, tj. supernatanta,
preneseno u epruvetu s membranom (Zymo-Spin™ |1I-F Filter) smjeStenu u tzv. sabirnu
epruvetu te centrifugirano na 8,000 rcf tijekom jedne minute. Profiltrirani sadrzaj ostao je u
sabirnoj epruveti, nakon ¢ega mu je dodano 1,200 pL pufera za lizu (Genomic Lysis Buffer) te
se sadrzaj promijesao. U novu epruvetu s membranom (Zymo-Spin™ [ICR) prenijelo se 800
pL sadrzaja i centrifugiralo na 10,000 rcf tijekom jedne minute. Filtrat je odbacen, a postupak
ponovljen s preostalih 800 pL otopine. Ovog puta, nakon centrifugiranja, Zymo-Spin™ [ICR
epruveta s membranom premjestena je u novu, ¢istu sabirnu epruvetu te je dodano 200 pL
pufera za predispiranje DNK (Pre-Wash Buffer), nakon ¢ega je provedeno centrifugiranje na
10,000 rcf tijekom jedne minute. Nakon toga dodano je 500 pL pufera za ispiranje genomske
DNK (g-DNA Wash Buffer) u istu Zymo-Spin™ [ICR epruvetu, koja je ponovno
centrifugirana na 10,000 rcf tijekom jedne minute. Nakon toga, Zymo-Spin™ [ICR epruveta s
membranom premjestena je u Cistu 1,5 mL Eppendorf epruvetu i izravno na membranu dodano
je 80 pL pufera za ispiranje DNK (DNA Elution Buffer). Nakon inkubacije od pet minuta na
sobnoj temperaturi, uzorak je centrifugiran na 10,000 rcf tijekom 30 sekundi kako bi se DNK
otpustila s membrane. U sljede¢em koraku, u novu epruvetu od 1,5 ml bila je stavljena epruveta
s membranom (Zymo-Spin™ [1I-HRC Filter) te je dodano 600 pL otopine za pripremu
membrane za zavrS$no ispiranje DNK (Prep Solution), nakon Cega se sadrzaj centrifugirao
tijekom tri minute na 8,000 rcf. U zadnjem koraku, sadrzaj DNK je otpipetiran a pripremljenu
membranu (Zymo-Spin™ [11-HRC Filter), koja se nalazila u ¢istoj Eppendorf epruveti, te je

centrifugiran na maksimalnom broju okretaja (14,100 rcf) tijekom tri minute. Na kraju,
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filtrirana DNK ostala je u epruveti, koja je potom bila spremljena u zamrziva¢ na -20 °C do

daljnje obrade.

Nakon izdvajanja DNK iz uzoraka fecesa, sljedec¢i korak bio je PCR, kojim se umnazaju
dijelovi netE i netF gena koji kodiraju toksine NetE i NetF. U skladu s istrazivanjem GOHARI
1 sur. (2015.), koriStene su specifi¢ne pocetnice za identifikaciju gena za toksine NetE 1 NetF
bakterije C. perfringens. Ove pocetnice su dizajnirane za amplifikaciju iskljucivo onih regija

DNK koje su specificne za traZene gene.

Tablica 4. Pocetnice koristene za utvrdivanje prisutnosti gena za toksine NetE i NetF bakterije
C. perfringens (GOHARI i sur. 2015).

y ) Veli¢ina PCR
Pocetnice Slijed nukleotida )
proizvoda (pb)

netE-F TAGAAAACGTTCAATTGTATGG

601
netE-R AGAAAGCGCTGATACAGCTAATAAA
netF-F AACAATATGTACAGGTATAACT

862
netF-R TTGATAGGTATAATATGGTTCT

Prvi korak PCR-a ukljucivao je pripremu PCR reakcijske smjese: 6 pL Emerald Amp
MAX PCR Master Mix (Takara Bio, Japan), 0,25 uL uzvodne pocetnice, 0,25 pL nizvodne
pocetnice i 4,75 pL ultraciste vode za PCR po uzorku. Ukupni volumen PCR smjese iznosio je
11,25 pL, na koji je bilo dodano 1,25 pL prethodno izdvojene DNK, ¢ime je dobiven ukupan

reakcijski volumen od 12,5 pL.

Buduc¢i da se PCR provodio za dijelove gena koji kodiraju dva razlicita toksina, svaka
smjesa bila je pripremljena zasebno. U jednoj PCR smyjesi koriStene su pocetnice netE-F i netE-
R, dok su u drugoj koriStene pocetnice netF-F i netF-R. U svaku PCR reakciju bile su ukljucene
pozitivna i negativna kontrola. Pozitivnu kontrolu predstavljala je DNK za koju je prethodno

sekvenciranjem potvrdeno da sadrzi gen za traZeni toksin, dok je za negativnu kontrolu
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koristena PCR ultradista voda bez nukleaza. Nakon pripreme, uzorci su stavljeni u PCR uredaj

(Biorad, T100) prema temperaturnom protokolu prikazanom u Tablici 5.

Tablica 5. Temperaturni protokol lanc¢ane reakcije polimerazom za utvrdivanje prisutnosti

gena za toksine NetE i NetF.

Temperatura (°C) Vremenski period

94 3 min
94 30 sec
55 30 sec
. 35X
72 1 min
72 5 min
4 ©0

Unato¢ koriStenju istih pocetnica kao i u istrazivanju GOHARI i sur. (2015.), u svrhu
dobivanja bolje kvalitete signala, protokol je modificiran na nacin da je temperatura
hibridizacije pove¢ana na 55°C, a produljenje novosintetiziranih lanaca DNK provedeno na
72°C. PCR reakcija ponavljala se sveukupno 35 puta, §to je pet ciklusa vise od opisanog u

protokolu od GOHARI i sur. (2015.).

3.4. Elektroforeza

Agarozna gel elektroforeza koristena je za detekciju PCR proizvoda. Za provodenje
elektroforeze bio je potreban 1% agarozni gel, koji je prireden od agaroze, TAE pufera 1x i
boje za DNK (Diamond™ Nucleic Acid Dye, Promega).

Za pripremu TAE pufera prvo je bilo potrebno pripremiti 0,5 M otopinu EDTA. Za
navedeno odvagano je 93,5 g EDTA i otopljeno u 500 mL redestilirane vode. pH vrijednost
otopine prilagodena je na 8,0 dodavanjem NaOH. U slijede¢em koraku pripremljen je TAE
pufer 50x na nacin da je 242 g Tris (TRIZMA baza: 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol,
C4H11NO3, Sigma Aldrich) praha otopljeno u 1000 mL redestilirane vode te je dodano 57 mL
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ledene octene kiseline i 100 mL 0,5 M EDTA otopine. Dobiveni TAE pufer 50x bio je

razrijeden u omjeru 1:50 za dobivanje radne otopine 1x.

Za pripremu 1% agaroznog gela, odvagano je 0,75 g agaroze i dodano 75 mL TAE
pufera 1x u Erlenmeyerovu tikvicu. Nakon otapanja agaroze otopina se zagrijavala u
mikrovalnoj peénici do vrenja u prosjeku oko tri minute, ohladila se na otprilike oko 50°C te
je dodano 5 pL boje za DNK (Diamond™ Nucleic Acid Dye). Sadrzaj tikvice je dobro
promijesan 1 izliven u kalup u kojem su bili postavljeni ¢eslji¢i za formiranje jazica. Kada se
otopina ohladila i stvrdnula, ¢eslji¢i su uklonjeni, a kalup s gelom je prebacen u kadicu za
elektroforezu (BioRad, PowerPac Basic) ispunjenu TAE puferom 1x, koji je prekrivao Citavu

povrsinu gela.

U jazice je dodano po 4 uL PCR proizvoda. U jednu od jazica gela dodan je DNK biljeg
(BenchTop 100bp DNA Ladder, Promega), te pozitivha i negativha kontrola. Pozitivne
kontrole PCR reakcije za netE i netF gen predstavljala su DNK uzorci kojima je prethodno
sekvenciranjem potvrdena prisutnost netE, odnosno netF gena. Uzorak koji je predstavljao
pozitivhu kontrolu za netE gen imao je najviSu podudarnost sa sojem CP134230 (C.
perfringens soj 2019-01-3502-1), dok je pozitivna kontorla za netF gen bila najpodudarnija sa
sekvencom ATCC soja CP134264 (C. perfringens soj 2019-01-3486-1). Elektroforeza je
provedena na 100 V i 80 mA, tijekom 40 minuta. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je izvaden
iz kadice i stavljen u komoru s UV svjetlom za snimanje gelova. Komora je bila povezana s
racunalom, te je pomocu racunalnog programa Quantity One 1-D Analysis Software obradena
slika gela. Priblizna veli¢ina PCR proizvoda odredivala se usporedbom svakog PCR uzorka s
DNK biljegom ¢ija je veli¢ina izrazena u jedinicama - par baza, te takoder usporedbom s

pozicijom pozitivne kontrole na gelu, a slika je pohranjena na racunalo.

3.5.  Sekvenciranje

U svrhu daljnje analize umnozenih PCR proizvoda, bilo je potrebno sekvencionirati ih
i potvrditi prisutnost nukleotidnog slijeda dijela netE i netF gena. KoriStena je metoda
sekvenciranja po Sangeru, koja je provedena u Macrogen Europe u Nizozemskoj.
Sekvenciranjem po Sangeru, amplificirana DNK vezala se za oligonukleotidni slijed pocetnice,
a potom se produljivala pomo¢u DNK polimeraze koja je koristila smjesu od Cetiri
deoksinukleotid trifosfata (ANTP) i dideoksinukleotid trifosfata (ddNTP), koji su prekidali

lanac. Uklju¢ivanje ograni¢avajucih koncentracija ddNTP-a zaustavljalo je produljenje lanca,
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augradnja ddNTP-a dovodila je do formiranja prepoznatljivih DNK odsjecaka razlicitih duljina
(CROSSLEY i sur., 2020.). Za sekvenciranje uzorci su morali biti pripremljeni u ukupnom
volumenu od 25 pL, §to je duplo vise od volumena koristenog u PCR reakciji za utvrdivanje
prisutnosti gena za toksine NetE 1 NetF u istrazivanju. Kako bi se pove¢ao volumen, koriSten
je dvostruki volumen otopina u PCR smjesi, $to znaci da je koristeno 12 L EmeraldAmp MAX
PCR Master Mix, 0,5 pL uzvodne pocetnice 1 0,5 uL nizvodne pocetnice. Koli¢ina DNK ostala
je ista, odnosno 1,25 uL, a za ukupni volumen od 25 pL, potrebno je bilo dodati 10,75 pL PCR
ultraciste vode bez DNK-aza i RNK-aza.

Nakon sekvenciranja, dobiveni nukleotidni sljedovi uredeni su pomocu racunalnih
programa Chromas Lite 2.6.6. 1 BioEdit 7.7, kako bi se pripremili za usporedivanje s do sada
poznatim nukleotidnim sljedovima pohranjenim u NCBI GenBank bazi, te su koriStenjem

BLAST alata usporedivani s ve¢ poznatim nukleotidnim sljedovima.

3.6. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka provedena je koristenjem Google Tablica i GraphPad Prism
10.0.0 programa. Normalnost raspodjele podataka provjerena je koriStenjem Shapiro-Wilk
testa. Za vrijednosti koje su bile odstupajuce raspodjele (dob, tezina, odabrani krvni parametri)
u deskriptivnoj statistici koristene su srediSnja vrijednost (medijan), a od mjera rasprSenja
interkvartilni raspon. Za usporedbu netE i netF pozitivne i negativne skupine svih odabranih
krvnih parametara (leukociti, segmentirani i nesegmentirani neutrofili, trombociti, hematokrit,
glukoza u krvi) koriSten je neparametrijski Mann-Whitney U test. Vrijednosti trijasa, bile su
normalno raspodijeljene te su u deskriptivnoj statistici korisStene aritmeticka sredina i
standardna devijacija. Za usporedbu pozitivne i negativne skupine ovih vrijednosti koriSten je
F-test kako bi se provjerila homogenost rezultata nakon cega je koriSten Student t-test.

Statisticka znacajnost odredena je na p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Uzorci fecesa

U ovom istrazivanju pretrazeno je sveukupno 88 uzoraka fecesa pasa, koji su pripadali
psima zaprimljenim na kliniku za Zarazne bolesti s klinickim znakovima bolesti probavnog
sustava. Uzorci fecesa potjecali su od 29 razli¢itih pasmina pasa, pri ¢emu je krizana pasmina
bila najzastupljenija s udjelom od 51,1% (45/88), zatim pomeranski i njemacki $pic, labrador
retriver, njemacki ov¢ar, malteski psi¢, svaki s udjelom od 3,4% (3/88). Pasmine sibirski haski,
patuljasti gubicar, kovr€avi biSon, njemacki bokser i mali pudl bile su zastupljene s udjelom od

2,3% (2/88), dok su preostalih 19 pasmine pasa, imale po jednog predstavnika odnosno svaka
po 1,1% (1/88).

Zastupljenost spolova bila je gotovo ravnomjerna, odnosno njih 53,4% (47/88) bilo je

Zenskog spola, 46,6% (41/88) muskog (Grafikon 2). Vrijednost medijana za tjelesnu masu
iznosila je 6,0 kg.

Muski
46.6%

Zenski
53.4%

Grafikon 1. Zastupljenost spolova u istrazivanoj skupini
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U pretrazenoj skupini pasa, prevladavali su mladi psi, u dobi do dvije godine (69,3%,
61/88), zatim psi srednje dobi (2-9 godina) (23,9%, 21/88), dok je pasa starije Zivotne dobi
(starijih od 9 godina) bilo 6,8%, (6/88). Vrijednost medijana starosti pasa bila je 6 mjeseci.

90
80
70
60
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40

Broj pasa

30

20

10

0-2god. 2-9god. 9+god.

Starost (godina)

Grafikon 2. Starosne skupine ispitanih pasa
Od sveukupno 88 uzoraka fecesa, 81,8% (72/88) potjecalo je od pasa s vodenastim

proljevom, 6,8% (6/88) od pasa s kasastim proljevom, a 11,4% (10/88) pasa imalo je pastozan
proljev (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Podaci o konzistenciji fecesa

4.2.  Prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Svi prikupljeni uzorci fecesa bili su pretrazeni na prisutnost gena za toksine NetE i NetF
bakterije C. perfringens uporabom lan¢ane reakcije polimerazom. UmnozZeni odsjecci svojim
polozajem odgovarali su DNK segmentima na visini od 601pb za netE gen (Slika 1) i 862 pb
za netF gen (Slika 2).
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Slika 1. Elektroforeza u agaroznom gelu. B - DNK biljeg, 100 bp; 1-6 — ispitivani uzorci; 7-
pozitivna kontrola za netE gen; 8 - negativna kontrola

Slika 2. Elektroforeza u agaroznom gelu. B - DNK biljeg, 100bp; 1-6 — ispitivani uzorci; 7-
pozitivna kontrola za netF gen; 8 - negativna kontrola

Od ukupno 88 pretrazenih uzoraka, njih 27,3% (24/88), bilo je pozitivno na prisutnost
gena za toksine NetE i NetF, dok je 72,7% (64/88) bilo negativno (Grafikon 4).
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Pozitivn

Negativni

Grafikon 4. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF u istrazivanoj skupini pasa

4.3. Podaci o pasmini, dobi, spolu, tjelesnoj masi, konzistenciji i izgledu fecesa netE i

netF pozitivnih i negativnih pasa

U skupini pasa s fecesom pozitivnim na prisutnost gena za toksine NetE i NetF, bilo je
13 razli¢itih pasmina pasa, od kojih su najzastupljeniji bili psi krizane pasmine (37,5%, 9/24).
Pasmina labrador retriever, patuljasti gubicar i njemacki Spic bile su zastupljene svaka s 8,3%
(2/24), dok je ostalih 9 pasmina imalo po jednog predstavnika, odnosno udio od 4,2% (1/24).
U negativnoj skupini, takoder su bili najzastupljeniji psi krizane pasmine S 56,3% (36/64).
Pasmine njemacki ov€ar i pomeranski $pic bilo je po 4,7% (3/64), neSto manje, pasmina
njemacki bokser, vajmarski pticar, malteski psi¢, kovrcavi bison i sibirski haski, svake po 3,1%

(2/64). Ostalih 12 pasmina svaka je bila zastupljena s 1,6% (1/64).

U pozitivnoj skupini bilo je 58,3% (14/24) zenskih, te 41,7% (10/24) muskih pasa, dok
je u skupini pasa u ¢ijem fecesu nije utvrdena prisutnost gena za navedene toksine bilo 51,6%
(33/64) zenki, 1 48,4% (31/64) muzjaka. Vrijednost medijana starosti pasa bila je 5 godina u
pozitivnih pasa, dok je u negativnih ona bila 4 mjeseca. Vrijednost medijana za tjelesnu masu

u pozitivnih pasa iznosila je 6,9 kg, dok je u negativnih bila 4,4 kg (Tablica 6).
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Tablica 6. Usporedba osnovnih podataka skupine pasa pozitivne odnosno negativne na

prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Pozitivni (n=24) Negativni (n=64)

Parametar n Me IQR n Me IQR
Spol 24 64
(Zenski/muski)  14/10 33/31
Starost

] 25 5 0,4-13 72 0,3 0,1-15
(godina)
Tjelesna masa

6,9 2,2-57,2 64 4,5 0,6-30

(kg)

n- broj uzoraka fecesa; Me - medijan; IQR - interkvartilni raspon

S obzirom na konzistenciju fecesa u 22,7% (20/88) pasa s vodenastim proljevom
utvrdena je prisutnost netE i netF gena, dok u 59,1% (52/88) nije utvrdena njihova prisutnost.
U pasa s kasastim proljevom prisutnost gena za toksine NetE i NetF utvrdena je u 2,3% (2/88)
kao i u pasa s pastoznim proljevom. U 4,5% (4/88) pasa s kaSastim proljevom i 9,1% (8/88)

pasa s pastoznim proljevom nije utvrdena prisutnost netE i netF gena (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF ovisno o konzistenciji proljeva

Od ukupno 88 pasa s proljevom, njih 58,0% (51/88) imalo je krvavi proljev, dok u
proljevu ostalih 42,0% (37/88) pasa nije bilo krvi. U pasa s krvavim proljevom njih 35,3%
(18/51) bilo je pozitivno na prisutnost gena za toksine NetE i NetF, dok ih je 64,7% (33/51)
bilo negativno. U pasa s proljevom koji nije bio krvav, 16,2% (6/37) bilo je pozitivno na gene
za NetE i NetF toksine, dok ih je 83,8% (31/37) bilo negativno (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Prisutnost gena za toksine NetE i NetF u pasa s proljevom

4.4.  Odabrani laboratorijski parametri i vrijednosti trijasa, pozitivnih pasa u odnosu

na pse negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Vrijednosti temperature zabiljezene su u 83,0% (73/88), bila u 67,0% (59/88) te disanja
u 42,0% (37/88) pasa. Prosje¢ne vrijednosti temperature i bila iznosile su 37,9°C odnosno
127/min te su bile statisticki znacajno nize u pozitivnoj skupini (p=0,04, odnosno p=0,03) u
odnosu na negativnu skupinu (38,5°C, odnosno 145/min). Prosje¢ne vrijednosti disanja bile su

nesto nize U pozitivnoj (32/min) u odnosu na negativnu (34/min) skupinu (Tablica 7).
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Tablica 7. Usporedba vrijednosti trijasa pozitivnih pasa u odnosu na pse negativne na

prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Pozitivni  Negativni

Parametar Fl.z.mlOSke. n x+SD x+SD p
vrijednosti
Temperatura
37,5-39,2 73 37,9+1,0 38,5+1,0 0,04

C)
Bilo (broj/min) 60-120 59 127425 145426 0,03
Disanje

o 18-34 37 3248 34+13 0,7
(broj/min)

n- broj testiranih pasa; x- prosje¢na vrijednost; SD- standardna devijacija

Podaci o kompletnoj krvnoj slici evidentirani su u 89,8% (79/88) pasa, dok su
vrijednosti glukoze u krvi bile dostupne za 56,8% (50/88) pasa. Vrijednosti medijana broja
leukocita, hematokrita i nesegmentiranih neutrofila bile su vise u pozitivnih pasa (9,8x10%/L, ,
53,5%, 0,5x10°%L) u odnosu na negativne (8,3x10%L, 35,0%), a nesegmentiranih neutrofila u
negativnoj skupini nije bilo. Vrijednosti medijana segmentiranih neutrofila i trombocita bile su
niZe u pozitivnoj skupini (5,8x10°L, 297,0x10%/L) u odnosu na negativnu skupinu (6,2x10°/L,
355,0x10°%L), a vrijednosti medijana glukoze u krvi bile su jednake u obje supine (5,3 mmol/L).
Od odabranih krvnih parametara, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broju leukocita
(p=0,15), segmentiranih neutrofila (p=0,39) i koncentracije glukoze u krvi (p=0,16) izmedu
usporedivane pozitivne i negativne skupine pasa. Vrijednosti nesegmentiranih neutrofila
(p=0,01) i hematokrita (p<0,0001) bile su statisticki znacajno vise u pozitivnoj skupini U
odnosu na negativnu skupinu, dok su vrijednosti trombocita bile statisti¢ki znacajno (p=0,02)

nize u pozitivnoj skupini u odnosu na negativnu (Tablica 8).
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Tablica 8. Usporedba odabranih laboratorijskih parametara, pozitivnih pasa u odnosu na pse

negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Pozitivni Negativni
FizioloSke

Parametar vrijednosti Me IQR Me IQR p
L (x10%L) 6-17 79 9,8 2,1-19,9 8,3 0,8-34,4 0,15
Seg neutro

3-11,5 79 5,8 0,5,-17,3 6,2 0,06-27,9 0,39
(x10%/L)
Neseg neutro

0-0,3 79 0,5 0,0-8,1 0,0 0,0-3,4 0,01
(x10%L)
Tr (x10%L) 200-700 79 297,0 86,0-502,0 355,0 46,0-878,0 0,02
HTC (%) 37-55 79 53,5 28,0-74,0 35,0 17,0-67,0 <0,0001
GUK

3,6-6,5 50 53 4,7-9,6 53 0,7-7,8 0,16
(mmol/L)

L - leukociti; seg neutro - segmentirani neutrofili; neseg neutro - nesegmentirani neutrofili;
Tr- trombociti, HTC - hematokrit; GUK - glukoza u krvi; n- broj pasa; Me - medijan; IQR -
interkvartilni raspon

4.5.  SIRS kriteriji

Od 88 pasa, za 27,3% (24/88) bili su zabiljezeni svi potrebni podaci za procjenu SIRS
kriterija. Njih 66,7% (16/24) zadovoljavalo je dva ili vise SIRS kriterija te je njih 18,8% (3/16)
bilo pozitivno na prisutnost gena za toksine NetE i NetF, dok je preostalih 81,3% (13/16) bilo
negativno. U pozitivnoj skupini pasa ¢eSée je zapazena hipotermija (100,0%, 3/3) i povecan
broj nesegmentiranih neutrofila (66,7%, 2/3), u usporedbi s negativnom u kojoj je hipotermija
prisutna u 30,8% (4/13), a povecan broj nesegmentiranih neutrofila u 23,1% (3/13). U
negativnoj skupini pasa ¢eSc¢e su bile prisutne tahikardija (53,8%, 7/13), tahipneja (46,2%,
6/16), pireksija (23,1%, 3/13), leukocitoza (53,8%, 7/13), leukopenija (15,4%, 2/13) i
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hipoglikemija (15,4%, 2/13), u usporedbi s pozitivnom skupinom u kojoj je tahikardija i

leukozitoza bila prisutna u po 33,3% (1/3), a tahipneja, pireksija i leukopenija nisu bile prisutne
niti u jednom slucaju (0,0%, 0/3) (Tablica 9).

Tablica 9. Usporedba klinickih i laboratorijskih parametara SIRS kriterija pasa pozitivnih u

odnosu na negativne na gene netE i netF bakterije C. perfringens

Pozitivni (n=3)

Negativni (n=13)

Kriterij n % n %
Tahikardija
) 1/3 33,3 7/13 53,8
(>140/min)
Tahipneja
) 0/3 0,0 6/13 46,2
(>40/min)
Hipotermija
3/3 100,0 4/13 30,8
(<37.5°C)
Pireksija
0/3 0,0 3/13 23,1
(>39.3°C)
Leukocitoza
1/3 33,3 7/13 53,8
(>17x10%/L)
Leukopenija
0/3 0,0 2/13 15,4
(<6x10%/L)
Povecan broj
nesegmentiranih
] 2/3 66,7 3/13 23,1
neutrofila
(>0,3x10%L)
Hipoglikemija
hod : 0/3 0,0 2/16 12,5

(<3,6 mmol/L)
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4.6. AHDS indeks

Za odredivanje AHDS indeksa koriSteno je bodovanje klinickih znakova bolesti
probavnog sustava (BUSCH i UNTERER, 2022.). Najve¢i broj pasa u trenutku zaprimanja bio
je blago depresivnog stanja svijesti (55,9%, 19/34), nesto manji broj, 35,3% (12/34) normalnog
stanja svijesti, a najmanji broj (8,8%, 3/34) umjereno depresivnog stanja, dok niti jedan pas
(0,0%, 0/34) nije bio jako depresivan. U procjeni apetita, najveci broj pasa bio je bez apetita
(55,9%, 19/34), dok je 29,4% (10/34) bilo urednog apetita. Manji broj pasa, njih 5,9% (2/34)
imao je blago oslabljen apetit, a 8,8% (3/34) umjereno oslabljen. U 85,3% (29/34) slucajeva
utvrden je vodenasti proljev, u 5,9% (2/34) kasasti, a 8,8% (3/34) pastozan proljev, a niti jedan
pas nije imao formirani feces (0,0%, 0/34). Ucestalost defekacije najéesce je bila dva do tri
puta dnevno (61,8%, 21/34). Nesto manje pasa, njih 20,6% (7/34) defeciralo je vise od pet puta
dnevno, dok je pasa koji su defecirali jednom i Cetiri do pet puta dnevno bilo po 8,8% (3/34).
Najveci broj pasa povracao je vise od od tri puta dnevno (38,2%, 13/34), slijedi skupina pasa
koja je povracala dva do tri puta dnevno (29,4%, 10/34), te psi koji su povracali jednom dnevno
(20,6%, 7/34). Najmanje pasa, njih 11,8% (4/34) nije povracalo niti jednom. Najveci broj pasa
imao je stupanj dehidracije od 0 do 5% odnosno po 35,3% (12/34), slijede psi s 0% dehidracije
kojih je 29,4% (10/34), zatim psi s 5 do 10% dehidracije (26,5%, 9/34), a najmanje pasa, njih
8,8% (3/34) bilo je dehidrirano vise od 10%. Nakon procjene pojedina¢nih parametara AHDS
indeksa dobiven je ukupan zbroj bodova prema kojemu su psi svrstani u jednu od Cetiri skupine
razli¢itih oblika AHDS. Veéina pasa, njih 76,5% (26/34) imalo je teski oblik AHDS, 17,6%
(6/34) srednje teski oblik, dok je po 2,9% (1/34) uzoraka fecesa potjecalo od pasa s blagim
oblikom i bez indikacija za AHDS (Tablica 10).
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Tablica 10. Zastupljenost klini¢kih znakova bolesti probavnog sustava i tezina AHDS u pasa
s krvavim proljevom bodovanih prema tablici za odredivanje AHDS indeksa (BUSCH 1
UNTERER, 2022.)

0 1 2 3
S 35,3% 55,9% 8,8% 0,0%
Stanje svijesti
(12/34) (19/34) (3/34) (0/34)
_ 29,4% 5,9% 8,8% 55,9%
Apetit
(10/34) (2/34) (3/34) (19/34)
Konzistencija 0,0% 8,8% 5,9% 85,3%
fecesa (0/34) (3/34) (2/34) (29/34)
Ucestalost 8,8% 61,8% 8,8% 20,6%
defekacije (3/34) (21/34) (3/34) (7/34)
Ucdestalost 11,8% 20,6% 29,4% 38,2%
povraéanja (4/34) (7134) (10/34) (13/34)
) . 29,4% 35,3% 26,5% 8,8%
Dehidracija
(10/34) (12/34) (9/34) (3/34)
bez indikacija blagi oblik  srednje teski oblik teski oblik
AHDS
(0-3) (4-5) (6-8) (>9)
Ukupan broj
1(2,9%) 1 (2,9%) 6 (17,6%) 26 (76,5%)

pasa (n=34)

Od svih pasa bodovanih prema AHDS indeksu, njih 47,1 (16/34) bilo je pozitivho na
prisutnost gena za toksine NetE i NetF, dok ih je 52,9% (18/34) bilo negativno. U pasa
pozitivnih na prisutnost gena za toksine NetE i NetF utvrden je teski oblik AHDS u 75,0%
(12/16) slucajeva, srednje teski u 25,0% (4/16), a niti jedan pas nije imao blagi oblik AHDS
(0,0%, 0/16). U negativnoj skupini, takoder su prevladavali psi s teSkim oblikom AHDS
(77,8%, 14/18), dok je u pasa sa srednje teskim oblikom bilo 11,1% (2/18), a pasa s blagim
oblikom i bez indikacija za AHDS je bilo po 5,6% (1/18) (Tablica 11).
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Tablica 11. Tezina AHDS odredena prema ukupnom zbroju AHDS bodova u odnosu na pse

pozitivne, odnosno negativne na prisutnost gena za toksine NetE i NetF

Pozitivni Negativni
AHDS
(n=16) (n=18)
Bez indikacija (0-3) 0,0% (0) 5,6% (1)
Blagi oblik (4-5) 0,0% (0) 5,6% (1)
Srednje teski oblik (6-8) 25,0% (4) 11,1% (2)
Teski oblik (>9) 75,0% (12) 77,8% (14)

4.7. Prisutnost netE i netF gena u pasa s utvrdenim uzrokom proljeva

U skupini pasa s klinickom slikom probavnih poremecaja uzrokovanih bakterijom C.
perfringens koja proizvodi CPE njih 32,9% (24/73) bilo je pozitivho na prisutnost gena za
toksine NetE i NetF, a negativno 67,1% (49/73). Nadalje, svi psi pozitivni na prisutnost gena
za CPE bili su i pozitivni na gene za NetE i NetF toksine (100%, 24/24). U 7,7% (2/26) pasa
pozitivnih na prisutnost gena za toksine NetE 1 NetF utvrdena je parvovirusna infekcija, dok u
pasa negativnih na prisutnost netE i netF gena prisutnost parvovirusa utvrdena je u 92,3%
(24/26). U pozitivnoj skupini, prisutnost parvovirusa nije utvrdena u 40,7% (11/27), a.u
negativnoj skupini bilo ih je nesto vise, odnosno 59,3% (16/27) (Tablica 12).

Tablica 12. Uzorci fecesa pozitivni na CPV i cpe gen kod netE i netF pozitivnih odnosno netE

i netF negativnih pasa

cpe gen (n=88) CPV (n=53)
+ - + -
netE+ netF+ 32,9% (24/73) 0,0% (0/15) 7,7% (2/26) 40,7% (11/27)
netE- netF- 67,1% (49/73) 100,0% (15/15) 92,3% (24/26) 59,3% (16/27)
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5. RASPRAVA

Bakterija Clostridium perfringens proizvodi vise od 20 razli¢itih toksina prema kojima je
podijeljena u 7 razlic¢itih biotipova (GOHARI i sur., 2021.). [ako je do sada dokumentirano da
bakterija C. perfringens ima vaznu ulogu u nastanku probavnih poremecaja u pasa, to¢an
mehanizam njenog djelovanja jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Ovo neslaganje u
razumijevanju patogeneze ove bakterije moZe se pripisati ¢injenici da ona ima sposobnost
proizvodnje velikog broja toksina, od kojih vise njith mogu imati klju¢nu ulogu u razvoju
klinicke slike bolesti. lako su mnogi od tih toksina ve¢ identificirani, joS uvijek se smatra da
jos uvijek nisu svi prepoznati. Dodatnu sloZenost u razumijevanju patogeneze ove bakterije
predstavljaju novootkriveni toksini, poput NetE i NetF tokisna opisanih u istrazivanju
GOHARI i sur. (2015.). Identifikacija novih toksina dovodi u pitanje njihov utjecaj na razvoj
probavnih poremecaja u pasa, Sto ukazuje na potrebu za daljnjim istraZivanjima. Osim toga,

razumijevanje njihovih funkcija kljucno je za pravilno tumacenje njihove uloge u patogenezi.

Cilj ovog istrazivanja bio je dokazati prisutnost gena za toksine NetE i NetF bakterije
C. perfringens u pasa s proljevom u svrhu dobivanja preciznijih podataka o njihovoj
zastupljenosti te rasvjetljavanja njihove uloge u nastanku gastrointestinalnih poremecaja. U tu
svthu prvo je odredena prisutnost gena za toksine NetE i1 NetF koriStenjem pocetnica
prilagodenog PCR protokola prema GOHARI i sur. (2015) Sto je predstavljalo kljucan korak u

preciznijem provodenju ovog istrazivanja.

U ovom istrazivanju od ukupno 88 uzoraka fecesa podrijetlom od pasa s proljevom, u
njih 27,3% utvrdena je prisutnost gena za toksine NetE i NetF. lako je utvrdeno kako su male
pasmine predisponirane za razvoj klinicke slike AHDS u pasa, u nasem istrazivanju u obje
skupine pasa, pozitivnoj i negativnoj, najzastupljeniji su bili psi krizane pasmine (BUSCH i
UNTERER, 2022.). S obzirom da u obje skupine ostale pasmine nisu bile dovoljno zastupljene,
nemoguce je zakljuciti postoji li pasminska predispozicija. Analizom spolne raspodjele,
nemoguce je utvrditi postoji li ikakva predispozicija za razvoj klinicke slike u zenskih ili
muskih pasa, buducéi da je u obje skupine raspodjela bila gotovo jednaka. Psi pozitivni na netE
I netF gene bili su prosjecne starosne dobi pet godina, dok su negativni psi bili znatno mladi
odnosno stari u prosjeku ¢etiri mjeseca. Ovi rezultati pokazuju da je prisutnost netE i netF gena
¢eS¢a u pasa srednje Zivotne dobi, u odnosu na mlade pse. Usporedujuéi rezultate slicnih
istrazivanja (MORTIER i sur. 2015; SINDERN i sur., 2019.; DUPONT i sur., 2021.) u

klinickim slikama razli¢itih probavnih poremecaja ¢escée su bili zastupljeni psi gotovo jednake
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starosti kao 1 skupina pozitivna na prisutnost gena za toksine NetE i NetF u naSem istrazivanju,

no s ve¢im brojem pasa Cistokrvnih pasmina, te ve¢com tjelesnom masom.

S obzirom na konzistenciju fecesa najveci broj pasa, njih 22,7% pozitivnih na netE i
netF gene imalo je vodenasti proljev. S obzirom na izgled fecesa, veci broj pasa, odnosno
35,3%, s krvavim proljevom bilo je pozitivno na netE i netF gene u usporedbi s psima ¢iji
proljev nije sadrzavao krv, $to ide u prilog istrazivanju SINDERN i sur. (2019.) koji su utvrdili
prisutnost gena za ove toksine u 48,0% pasa s AHDS. Ovaj rezultat potvrduje mogucu
povezanost izmedu prisutnosti netE i netF gena bakterije C. perfringens i krvavog proljeva
(GOHARI i sur. 2020.).

U skupini pasa pozitivnih na gene za NetE i NetF toksin ustanovljene su statisticki
znacajno nize vrijednosti trijasa u odnosu na negativnu, $to ide u prilog ¢injenici da psi s
klinickom slikom AHDS ¢esto imaju fizioloske vrijednosti temperature (BUSCH 1 UNTERER,
2022.). Vrijednosti bila takoder su bile statisticki znacajno nize u pozitivnoj skupini, no to se
razlikuje od uobicajenog nalaza u pasa s AHDSu kojem je najces¢i nalaza tahikardija (BUSCH
I UNTERER, 2022.). Nadalje, u pozitivnoj skupini ustanovljene su statisticki znacajno vise
vrijednosti nesegmentiranih neutrofila, dok ih u negativnoj skupini nije bilo. Ovaj podatak
dodatno potvrduje ¢injenicu da je blago povisenje nesegmentiranih neutrofila prisutno u svega
oko 50% pasa s AHDS (BUSCH i UNTERER, 2022.). Nadalje, u ovom istrazivanju utvdene
Su statisticki znacajno vise vrijednosti hematokrita u pozitivnoj skupini, Sto je u skladu s
istrazivanjem MORTIER i sur. (2015.) koji su utvrdili prosje¢ne vrijednosti hematokrita
iznosile 57% u pasa s AHDS. Ovaj nalaz ukazuje na dehidraciju i posljedi¢an gubitak plazme,
Sto je tipi¢an nalaz za AHDS. Od krvnih parametara vrijednosti trombocita bile su statisti¢ki
znacajno nizZe u pozitivnoj skupini pasa, sto je bilo ocekivano s obzirom na krvavi proljev koji
predstavlja jedan od glavnih klini¢kih znakova AHDS. Medutim, rezultati ovog istrazivanja
razlikuju se od rezultata istrazivanja SINDERN i sur. (2019.). Naime, oni nisu utvrdili
statisticki zna€ajnu razliku u vrijednostima odabranih krvnih parametara izmedu pozitivne 1
negativne skupine, te im je prosjecna vrijednost trombocita bila niza u pozitivnoj skupini pasa
u odnosu na negativnu skupinu, dok su vrijednosti hematokrita bile znacajno vise. Nadalje,
vrijednosti leukocita, nesegmentiranih neutrofila i glukoze bile su nize u pozitivnoj skupini u
njihovom istrazivanju u usporedbi sa pozitivnhom skupinom pasa u ovom istraZivanju.
Pretpostavka je da su se opisane razlike u rezultatima posljedica razli¢itog pristupa istrazivanju.

Dok su SINDERN i sur. (2019.) usporedivali isklju¢ivo pozitivnu i negativnu skupinu pasa s
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AHDS, u ovom istrazivanju usporedba je provedena na cijeloj istrazivanoj populaciji pasa s

poremecajima probavnog sustava, ne samo onih koji zadovoljavaju kriterije AHDS.

Analizom SIRS kriterija, ustanovljeno je da je 18,8% pasa, pozitivnih na prisutnost netE
i netF gena zadovoljavalo dva ili vise SIRS kriterija. Ovaj rezultat dodatno podupire tvrdnju
da je rizik septikemije i sepse u pasa s AHDS relativno nizak (BUSCH i UNTERER, 2022.).
Iako AHDS moze uzrokovati ozbiljnu upalnu reakciju i znacajne gubitke tekucine, rezultati
sugeriraju da vecina pasa ne razvija sistemsku infekciju koja bi dovela do nastanka sepse.
Navedeno moze biti posljedica ¢injenice da je bolest ¢esto samoograni¢avaju¢a (BUSCH i
UNTERER, 2022.). U pasa s krvavim proljevom prema AHDS indeksu, vidljivo je kako su
netE i netF pozitivni psi uglavnom imali srednje teski ili teski oblik AHDS, dok u negativnoj
skupini, iako su prevladavali psi s teskim oblicima AHDS, takoder su bili prisutni i oni s blagim
oblikom bolesti. Ovi rezultati upu¢uju na mogucu povezanost prisutnosti ovih gena za toksine

s tezim klini¢kim manifestacijama AHDS.

S obzirom da bakterija C. perfringens predstavlja fiziolosku mikrofloru crijeva
Zivotinja, poznato je njezino prekomjerno umnazanje nastaje kao posljedica dishioze u
crijevima. U ovom istrazivanju utvrdena je prisutnost netE i netF gena u dva odrasla psa s
parvovirusnom infekcijom, jedan u dobi od dvije, a drugi osam godina. Za razliku od ovog
istrazivanja SINDERN i sur. (2019.) nisu utvrdili prisutnost gena za toksine NetE i NetF u niti
jednom od 54 pasa pozitivnih na parvovirus. Medutim, u isttazivanju SILVA i sur. (2017.)
postoje podaci 0 prisutnosti parvovirusa u odraslog psa pozitivnog na netE i netF gene,
medutim nisu uspjeli utvrditi koji od ova dva patogena je bio glavni ¢imbenik u nastanku
AHDS (SILVA isur., 2017.). S obzirom da dobiveni podatak ovog istrazivanja ne predstavlja
prvi takav slucaj, navedeno upucuje na potrebu za daljnjim istrazivanjima moguceg sinergizma

parvovirusa i netF pozitivnog soja bakterije C. perfringens.

Vazno je napomenuti da su svi uzorci koji su bili pozitivni na gen za NetE toksin,
takoder pokazali prisutnost gena za NetF toksin, te na prisutnost gena za CPE. Ovaj nalaz
potvrduje istrazivanja DINIZ i sur. (2017.) i GOHARI i sur. (2015.), koja su pokazala
istovremenu prisutnost netE, netF i cpe gena u proljevu pasa sa sliénim klini¢kim slikama. Za
razliku od njih SINDERN i sur. (2019.) nisu utvrdili prisutnost sva tri gena istovremeno u svih
pretrazenih pasa, odnosno u tri uzorka fecesa u kojima je utvredna prisutnost gena za toksine
NetE i NetF nije bilo prisutnosti cpe gena. Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju hipotezu da

su opisani toksini ¢esto prisutni zajedno, §to moZe imati znac¢ajan utjecaj na patogenezu razvoja
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bolesti uzrokovanu bakterijom C. perfringens u Zivotinja (GOHARI i sur., 2015.). Stoga je
izrazito vazno razmotriti u¢inak svih tri toksina ne samo u dijagnosti¢koj praksi ve¢ i u budué¢im

istrazivanjima vezanim uz ovu bakteriju.

Unato¢ ¢injenici da je u ovo istrazivanje uklju¢eno sveukupno 88 pasa, koristenje
arhiviranih uzoraka fecesa dovelo je do odredenih ograni¢enja u dostupnosti podataka, a time
1 tumacenja dobivenih rezultata. Naime, u svrhu detaljnije procjene klini¢kog znacaja gena za
ove toksine nisu bili dostupni svi hematoloski i biokemijski parametri koji bi pomogli pruziti
detaljnije informacije o sistemskom odgovoru organizma na bolest. Nadalje, u svrhu
identifikacije prisutnosti netE i netF gena koriStena je lancana reakcija polimerazom kojom se
ne moze utvrditi njihova koncentracija. Za navedeno potrebno je koristiti kvantitativnom
varijantom ove metode (gQPCR) (ZIESE i sur., 2018.). Unato¢ tome S$to rezultati naseg
istrazivanja potvrduju klini¢ki znacaj prisutnosti gena za toksine NetE 1 NetF bakterije C.
perfringens u pasa s proljevom, potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢im populacijama kako
bi se njihova uloga u patogenezi bolesti u pasa jos bolje razumjela. Takoder, vazno je istraziti
moguce sinergisticko djelovanje ovog toksina s drugim dobro poznatim patogenima, poput
parvovirusa, Giardia spp. i bakterije Clostridium difficile (DINIZ i sur., 2017; SILVA i sur.,
2017.; DINIZ i sur., 2018.)

Ovo istrazivanje predstavlja prvo istrazivanje prisutnosti gena za toksine NetE i NetF u
Republici Hrvatskoj te jedno od rijetkih u svijetu. Prema dostupnim podacima i znanju autora,
do sada je provedeno svega Sest sli¢nih istrazivanja (GOHARI i sur., 2015.; DINIZ i sur., 2017.;
SILVA i sur., 2017.; DINIZ i sur., 2018.; SINDERN, 2019.; ZIESE i sur., 2018.) koja su se
bavila analizom prisutnosti ovih gena u pasa no njihova uloga jos uvijek nije u potpunosti
rasvijetljena. Ova Cinjenica dodatno naglasava vaznost ovog istraZivanja, budué¢i da doprinosi

boljem razumijevanju uloge toksina NetE i NetF u patogenezi proljeva u pasa.
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6. ZAKLJUCCI

Od ukupno 88 testiranih uzoraka fecesa, u 27,3% pasa utvrdena je prisutnost gena za
toksine NetE i NetF uporabom PCR metode te nije utvrdena pasminska, dobna niti spolna

predispozicija.

U netE i netF pozitivnih pasa ustanovljene su statisticki znac¢ajno nize vrijednosti
temperature 1 trombocita 1 znacajno vise nesegmentiranih neutrofila 1 hematokrita izmedu

pozitivne i negativne skupine pasa.

Analizom SIRS kriterija utvrdeno je da psi pozitivni na prisutnost netE i1 netF gena imaju

nizak rizik od razvoja septikemije.

Psi pozitivni na prisutnost gena za toksine NetE i NetF, uglavnom su imali srednje teski
ili teski oblik AHDS.

Svi psi pozitivni na prisutnost gena za toksine NetE i NetF bili su pozitivni na prisutnost

cpe gena za enterotoksin bakterije C. perfringens, kao i 7,7% pasa s parvovirusnom infekcijom.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na znacajnu ucestalost netk i netF gena bakterije C.
perfringens u populaciji pasa s proljevom te ukazuju na njihovu potencijalnu ulogu u

patogenezi nastanka proljeva.
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8. SAZETAK
Vanda Duci¢

Klini¢ki znac¢aj prisutnosti gena za toksine NetE i NetF bakterije Clostridium perfringens u

pasa s proljevom

Clostridium perfringens gram je pozitivna, anaerobna, Stapicasta bakterija koja proizvodi
vise od dvadeset razli¢itih toksina. Nedavno su otkrivena dva nova toksina NetE i NetF za koje
se smatra da imaju znacajnu ulogu u nastanku poremecaja probavnog sustava, odnosno razvoja
proljeva u pasa. Cilj ovog istrazivanja bio je dokazati prisutnost gena za toksine NetE i NetF
bakterije C. perfringens u pasa s proljevom u svrhu dobivanja preciznijih podataka o njihovoj
zastupljenosti te rasvjetljavanja njihove uloge u nastanku probavnih poremecaja. U ovom
istrazivanju analizirano je 88 fecesa pasa s proljevom. Za pse za koje su bili dostupni podaci,
obradeni su anamnesticki podaci, vrijednosti odabranih krvnih parametara i trijasa. Prisutnost
gena za toksine NetE i NetF utvrdena je u 27,3% pasa s proljevom koriste¢i lancanu reakciju
polimerazom. U skupini pozitivnoj na prisutnost gena za toksine NetE i NetF utvrdene su
statisticki znacajno viSe vrijednosti nesegmentiranih neutrofila (p=0,01) i hematokrita
(p<0,0001), te nize vrijednosti trombocita (p=0,02). Psi pozitivni na prisutnost gena za toksine
NetE i NetF uglavnom su imali srednje teski ili teSki oblik AHDS, te je zastupljenost dva ili
viSe SIRS kriterija utvrdena u 18,8% pasa. Takoder, u svih pasa pozitivnih na prisutnost netE
i netF gena, utvrdena je prisutnost gena za enterotoksin ove bakterije, dok je prisutnost
parvovirusa utvdena u 7,7% pasa. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu netk

i netF gena bakterije C. perfringens u patogenezi nastanka proljeva u pasa.

Klju¢ne rijeci: Clostridium perfringens, geni za toksine NetE i NetF, lanc¢ana reakcija

polimerazom, klini¢ki znacaj
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9. SUMMARY
Vanda Ducié¢

Clinical significance of the presence of Clostridium perfringens NetE and NetF toxin genes

in dogs with diarrhea

Clostridium perfringens is a gram-positive, anaerobic, rod-shaped bacterium that
produces more than 20 toxins described to date. Recently, two novel pore-forming toxins, NetE
and NetF, have been discovered and are produced by this bacterium. It is believed that these
two toxins play a role in the pathogenesis of digestive system disorders, such as diarrhea in
dogs. This study aimed to demonstrate the presence of genes encoding the NetE and NetF
toxins of C. perfringens in dogs with diarrhea to obtain more precise data on their prevalence
and to clarify their role in the development of gastrointestinal disorders. A total of 88 fecal
samples from dogs with diarrhea were analyzed. For the dogs that information was provided
anamnesis data, selected blood parameters, triage data, and other diagnostic test results were
processed. Genes encoding the NetE and NetF toxins were detected in 27.3% of dogs using
polymerase chain reaction. The collected data were compared between the positive and
negative groups. In the group positive for the presence of NetE and NetF toxin genes,
significantly higher values of band neutrophils (p=0,01) and hematocrit (p<0,0001) were
observed, along with significantly lower platelet values (p=0,02). Dogs positive for the
presence of genes for toxins NetE and NetF mainly had a medium or severe form of AHDS,
and the presence of two or more SIRS criteria was determined in 18.8% of dogs. Also, in all
dogs positive for the presence of netE and netF genes, the presence of the gene for the
enterotoxin of this bacterium was found, while the presence of parvovirus was found in 7.7%
of dogs. The results of this study indicate a clinical significance of the presence of NetE and

NetF toxin genes in dogs with diarrhea.

Key words: Clostridium perfringens, geni za toksine NetE i NetF, lan¢ana reakcija

polimerazom, klini¢ki znacaj
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