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POPIS KRATICA  

  

5' i 3' -  nekodirajući krajevi molekule DNK  

A -  adenin 

adk -  gen koji kodira adenilat kinazu  

bp -  bazni par       

C -  citozin 

CAAT -  unakriţna aglutinacija i adsopcija (engl. Cross-agglutination absorption test)  

DNK -  deoksiribonukleinska kiselina  

dNTP -  deoksinukleotid trifosfati  

EB -  etidijev bromid  

EDTA -  etil-diamin-tetra-aminooctena kiselina  

ELISA -  imunoenzimski apsorpcijski test (engl. Enzyme linked immunosorbent assay)  

G -  gvanin 

icdA -  gen koji kodira izocitrat dehidrogenazu  

KIT -  Koninklijk Institut voor de Tropen, Amsterdam, Nizozemska  

LipL32 -  gen koji kodira lipoprotein vanjske ovojnice LipL32  

LipL41 -  gen koji kodira lipoprotein vanjske ovojnice LipL41  

LPHS -  leptospirozni plućni hemoragijski sindrom  

LPS - lipopolisaharid (engl. Lipopolysaccharide)  

MAT -  mikroskopska aglutinacija  

MLST -  tipiziranje na osnovi multilokusnih sekvenci (engl. Multilocus sequence typing)  

NaCl -  natrijev klorid  

PBS -  fosfatni pufer (eng. phosphate buffer saline)  

PCR -   lanĉana reakcija polimerazom (engl. Polymerase chain reaction)  

PFGE -  gel elektroforeza u pulsirajućem polju (engl. Pulsed field gel electrophoresis)  

PU/PD -  sindrom poliurije/polidipsije 



RH -  Republika Hrvatska  

RNK -  ribonukleinska kiselina 

rpm – broj okretaja u minuti (engl. Revolutions per minute) 

rrs2 -  ribosomski gen za 16S  

secY -  gen koji kodira preproteinsku translokazu secY  

T -  timin 

VNTR - polimorfizam broja uzastopno ponovljenih sekvenci (engl. Variable number of    

tandem repeats)  

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization) 
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Leptospiroza je (re)emergentna zoonoza uzrokovana heterogenom skupinom 

patogenih bakterija svrstanih u rod Leptospira. Uzroĉnici bolesti su bakterije spiralnog oblika 

koje se prenose izravno ili neizravno, a u organizam ulaze kroz sluznice, oštećenja na koţi, ali 

i kroz neoštećenu, vodom omekšanu koţu (REIS i sur., 2008.). Glavni izvor leptospira 

predstavljaju glodavci (rezervoari leptospiroze) te pojedine domaće ţivotinje (evolucijski 

domaćini) kod kojih nakon infekcije dolazi do vremenski ograniĉenog ili trajnog naseljavanja 

leptospira unutar proksimalnih bubreţnih kanalića (FAINE i sur., 1999.).  

S obzirom na meĊuodnos s leptospirama, ţivotinje se dijele na rezervoare, evolucijske 

i sluĉajne domaćine. Većina serovara patogenih leptospira prilagodila se infekciji pojedine 

ţivotinjske vrste koja joj sluţi kao rezervoar, a ovisno o tome koje vrste ţivotinja odrţavaju 

patogene leptospire na odreĊenom podruĉju razlikujemo arhaiĉna (mišoliki glodavci), 

sinatotropna (štakori) i antropourgiĉna (domaće ţivotinje) prirodna ţarišta. Za razliku od 

ţivotinja koje mogu biti rezervoari ili pak sluĉajni domaćini, ljudi su uvijek sluĉajni domaćini 

koji se inficiraju jednim od serovara koji kruţe u njihovom okolišu. 

Kliniĉka slika leptospiroze je vrlo raznolika, a ovisi o infektivnoj dozi te virulenciji 

serovara ili soja leptospire koji je uzrokovao bolest, kao i o prijemljivosti inficirane vrste, te 

njezinom imunosnom statusu, (LEVETT, 2001.). U svih vrsta domaćih i divljih ţivotinja, te 

ljudi moguće su inaparentne infekcije ili blagi sluĉajevi leptospiroze sa nespecifiĉnim 

simptomima, kao i teški oblici bolesti.  

Zbog izrazite heterogenosti roda Leptospira, kompleksne epizootiologije i raznolike 

kliniĉke slike dijagnostika leptospiroze nije jednostavna. Za dijagnostiku i tipizaciju 

leptospira tako se koriste serološke i molekularne metode koje imaju razliĉite prednosti i 

mane (LEVETT, 2001., LEVETT, 2004.; SCHREIER i sur., 2013.). Serološke metode su 

bitne za odreĊivanja serovara o kojem ovisi odreĊivanje i suzbijanje izvora infekcije, a 

dijelom i predviĊanje kliniĉke pojavnosti, te proizvodnja odgovarajućih vakcina (FAINE i 

sur., 1999.). S druge strane, molekularnim metodama odreĊuje se pripadnost leptospira 

genomskoj vrsti, što pruţa uvid u stvarne filogenijske odnose leptospira (CERQUEIRA i 

PICARDEAU, 2009.), ali, s druge strane, one nam ne koriste u razumijevanju epizootiologije.  
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Leptospiroza se smatra jednom od globalno najrasprostranjenijih zaraznih bolesti, koja 

se javlja u više vrsta ţivotinja i ljudi. U Republici Hrvatskoj postoje odreĊene specifiĉnosti 

vezane uz ovu zoonozu. Primjerice, Hrvatska se rangira na prvo mjesto u Europi i 13. mjesto 

na svijetu po brojnosti sluĉajeva leptospiroze u ljudi (PAPPAS i sur., 2008.; VIJAYACHARI 

i sur., 2008.). TakoĊer, postoje razlike i u vjerojatno infektivnim serološkim skupinama; u 

Europi najĉešći uzroĉnici leptospiroze u ljudi su serovari iz seroloških skupinina 

Icterohaemorrhagiae i Grippotyphosa, dok u Republici Hrvatskoj infekcije ljudi većinom 

uzrokuju serovari koji spadaju u serološku skupinu Australis i Sejroe (BALAN TOPIĆ i sur., 

2010.; BARANTON i POSTIC, 2006.; CICERONI i sur., 2000.; HABUŠ i sur. 2017.; 

JANSEN i sur., 2005.; OBIEGALA  i sur., 2016.). Dosadašnja istraţivanja pokazuju da 

navedene serološke skupine u našem podruĉju odrţavaju mišoliki glodavci unutar arhaiĉnih 

prirodnih ţarišta. Za potpuno razumijevanje epizootiologije i epidemiologije leptospiroze na 

našem geografskom podruĉju nuţno je utvrditi koje serovare tih seroloških skupina odrţavaju 

koje vrste mišolikih glodavaca.  

U vezi s navedenim, cilj ovog istraţivanja je serološki i molekularno tipizirati sojeve 

leptospira izdvojene iz mišolikih glodavaca, te utvrditi povezanost odreĊenih vrsta mišolikih 

glodavaca i pojedinih serovara Leptospira na teritoriju kontinentalne Hrvatske. 
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2.1. LEPTOSPIROZA 

 

2.1.1. ETIOLOGIJA LEPTOSPIROZE 

Rod Leptospira je evolucijski i strukturno jedinstvena skupina bakterija koja 

taksonomski pripada porodici Leptospiraceae i redu Spirochaetales. Rod Leptospira ĉine 

saprofitske, intermedijarne i patogene vrste koje neko vrijeme mogu preţivjeti u vlaţnom tlu 

ili vodi u sklopu svog epizotiološkog ciklusa. Saprofitske i intermedijarne vrste uglavnom 

neprestano ţive u vodi ili vlaţnom tlu, dok patogene u takvom okolišu preţivljavaju jedno 

kraće ili duţe vrijeme (RISTOW i sur., 2008.).  

Smatra se da gotovo jedna trećina genoma saprofitske vrste L. biflexa izostaje u 

patogenim leptospirama. Fiziĉka ograniĉenja koja su nametnuta visokom genskom gustoćom i 

ograniĉenom prisutnošću prenosivih elemenata razlog su minimalnog preslagivanja genomske 

DNK saprofitskih leptospira. Suprotno tome, u genomu patogenih vrsta leptospira  

preslagivanja su ĉesta, a ukljuĉuju rekombinaciju i skraćivanje genoma (PICARDEAU i sur., 

2008.). Navedeno je kroz vrijeme stvorilo izrazitu serološku heterogenost jer su se leptospire 

stalno prilagoĊavale raznim biotiĉkim, klimatskim i geografskim uvjetima. Iz toga razloga 

danas nalazimo jako raznoliku skupinu bakterija koje se na temelju antigenskih obiljeţja 

dijele na 320 serovara od kojih je 60 saprofitskih i intermedijarnih, a 260 patogenih. Sve one 

su svrstane u 29 seroloških skupina (DIKKEN i KMETY, 1978. ; KMETY i DIKKEN, 

1993.). Valja napomenuti da je broj utvrĊenih serovara u konstantnom porastu zbog stalnog 

mijenjanja površinskih antigena leptospira posebice lipopolisaharida vanjske ovojnice 

(HARTSKEERL i sur., 2006.). Prema genomskoj klasifikaciji, prikazanoj u Tablici 1, 

razlikujemo 22 genomske vrste koje su podijeljene u 10 patogenih, 5 intermedijarnih i 7 

saprofitskih vrsta (PICARDEAU, 2017.).  

Najveći napredak u razumijevanju genoma i filogenijskih odnosa bakterija iz roda 

Leptospira postignut je sekvencioniranjem i usporedbom genoma vrsta L. interrogans, L. 

borgpetersenii i L. biflexa (BULACH i sur., 2006.; PICARDEAU i sur., 2008.; REN i sur., 

2003.). U ţivotnim ciklusima navedenih genomskih vrsta vidljive su velike razlike. 
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L. biflexa je najprimitivniji oblik koji ţivi kao saprofit u površinskim vodama ili 

vlaţnom tlu, dok su L. interrogans i L. borgpetersenii patogene vrste, meĊu kojima takoĊer 

postoje znaĉajne razlike. Tako se moţe primijetiti da L. interrogans moţe preţivjeti mnogo 

duţe vrijeme u okolišu, naspram L. borgpetersenii (BULACH i sur., 2006.; XUE i sur., 

2009.). Navedeno se objašnjava manjom veliĉinom genoma patogenih leptospira u odnosu na 

saprofitske, kao i znatno većim genomom L. interrogans u odnosu na L. borgpetersenii. 

Vjeruje se da L. borgpetersenii prolazi kroz proces smanjenja svog genoma što će dovesti do 

povećane ovisnosti o odreĊenom rezervoaru (BULACH i sur., 2006.; HABUŠ, 2013.; XUE i  

sur, 2009.).  

Potrebna je daljnja usporedba sekvenci genoma saprofitskih i patogenih sojeva 

leptospira, kako bi se odredili ĉimbenci virulencije ukljuĉeni u bolest, što će znaĉajno  pomoći 

u boljem razumijevanju bolesti (KO i sur., 2009.). Odnosno, vjeruje se da će identifikacija 

gena zajedniĉkih za dvije patogene vrste, L. borgpetersenii i L. interrogans, no odsutnih u 

saprofitskoj L. biflexa, pojasniti ulogu tih gena u patogenezi. (PICARDEAU i sur., 2008.). 

Jedni od takvih gena su i oni koji kodiraju LipL32; sastavni dio vanjske membrane leptospira 

koji se pojavljuje u iskljuĉivo patogenih sojeva, a smatra se da je najdominantnije izraţen na 

stanici tokom infekcije (ADLER, 2014.; GREENE, 2012.; HAAKE i sur., 2000.). 

Tablica 1. Genomska klasifikacija leptospira. 

Patogene vrste leptospira  
Intermedijarne 

vrste leptospira 
Saprofitske vrste leptospira 

L. interrogans  L. inadai  L. biflexa 

L. kirschneri  L. broomii  L. wolbachii 

L. borgpetersenii  L. fainei  L. meyeri 

L. santarosai  L. wolffii  
L. terpstrae  

(genomospecies 3) 

L. noguchii  L. licerasiae  
L. vanthielii  

(genomospecies 4) 

L. weilii    
L. yanagawae  

(genomospecies 5)  

L. alexanderi    L. vanthielli  

L. alstonii  

(genomospecies 1)  
    

L. kmetyi      

L. mayottensis     
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2.1.1.1. Morfologija i uzgojna svojstva 

Leptospire su obligatno aerobne, vrlo pokretljive bakterije spiralne graĊe. Optimalni 

uvjeti uzgoja patogenih leptospira su temperatura od 28 do 30 °C i pH od 7,2 do 7,6. 

Strukturno se sastoje od dva aksijalna filamenta oko kojih se uvija protoplazmatski cilindar, a 

završavaju sa kukicama na oba kraja (Slika 1). Duljine su od 6 do 20 μm, a širine od 0,1 do 

0,2 μm. Po uzgojnim svojstvima moţe se reći da su leptospire izuzetno zahtjevne, sporo 

rastuće bakterije (KO i sur., 2009.). Za umnaţanje leptospira, potrebne su tekuće i polutekuće 

hranidbene podloge obogaćene amonijevim solima, masnim kiselinama dugih lanaca, te 

vitaminima B1 i B12. Leptospire kao izvor dušika koriste amonijak, dok energiju i ugljik 

dobivaju beta-oksidacijom masnih kiselina dugih lanaca (HENNEBERRY i COX, 1970.). Za 

uzgoj leptospira, najĉešće su korištene hranjive podloge sa dodatkom kunićjeg seruma koji 

sluţi kao dodatni izvor piruvata. To su hranidbene podloge prema Korthofu, Fletcheru i 

Stuartu (ELLINGHAUSEN i McCULLOUGH, 1965.; JOHNSON i HARRIS, 1967.). 

Prilikom primarnih izdvajanja mogu se dodati i antimikrobne tvari koje inhibiraju rast ostalih 

bakterija, od kojih se najĉešće koristi 5-fluorouracil.  

 

 

Slika 1. Bakterija roda Leptospira. Slikano elektronskim mikroskopom. 

(Izvor: dr. Annabella Chang, Department of Microbiology, Monash University, Australia) 

(https://www.researchgate.net/figure/Electron-microscopic-illustration-of-the-Leptospira-

bacteria-Image-by-courtesy-of_fig1_36221519). 

  

https://www.researchgate.net/figure/Electron-microscopic-illustration-of-the-Leptospira-bacteria-Image-by-courtesy-of_fig1_36221519
https://www.researchgate.net/figure/Electron-microscopic-illustration-of-the-Leptospira-bacteria-Image-by-courtesy-of_fig1_36221519
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2.1.2. EPIZOOTIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA LEPTOSPIROZE 

Vjeruje se da patogeni serovari leptospire mogu inficirati ljude, razliĉite ţivotinje, 

ukljuĉujući morske i kopnene sisavce, te neke vrste vodozemaca i gmazova (BISCOLA i sur., 

2011.; ROE i sur., 2010.). Do infekcije ţivotinja ili ljudi dolazi putem izravnog kontakta sa 

infektivnim urinom ili neizravnim kontaktom preko kontaminirane vode ili tla (FAINE i sur., 

1999.). Vaţno je napomenuti da mogućnost infekcije ovisi o virulentnosti uzroĉnika, kao i 

vrsti ţivotinje, te njenom imunosnom stanju (LEVETT, 2001.). Ulazna vrata za leptospiru su 

rane nastale na koţi ili rjeĊe sluznicama, tipa oguljotina ili posjekotina (Slika 2). U nekim 

sluĉajevima neoštećena, vodom omekšana koţa moţe biti ulazno mjesto uzroĉnika. Opisan je 

i vertikalni prijenos, meĊutim on je nije toliko znaĉajan (REIS i sur., 2008.). Primarni izvor 

infekcije su leptospire naseljene u proksimalnim bubreţnim kanalićima koje se povremeno ili 

stalno izluĉuju u okoliš. Leptospire se na navedeni naĉin mogu naseliti trajno ili vremenski 

ograniĉeno, ovisno o vrsti i prijemljivosti jedinke, te evolucijskoj prilagodbi vrste na bakterije 

iz porodice Leptospiraceae (HABUŠ, 2013.). 

 

 

Slika 2. Epizootiološki ciklus leptospiroze (FAISAL i sur., 2012.) 

(https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4614-5404-5_8). 

  

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4614-5404-5_8
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S obzirom na meĊuodnos domaćina i leptospira, domaćini se mogu podijeliti na 

rezervoare, evolucijske i sluĉajne domaćine. Rezervoar je vrsta ţivotinje koja se evolucijski u 

potpunosti prilagodila infekciji odreĊenog serovara patogene leptospire (Tablica 2). Smatra se 

da se u rezervoara nakon infekcije ne dolazi do kliniĉkog oĉitovanja bolesti, već se uzroĉnik 

trajno naseljava u proksimalnim bubreţnim kanalićima, a domaćin postaje doţivotni 

kliconoša.  

Za leptospirozu, rezervoari su mišoliki glodavci, radi ĉega imaju posebno znaĉenje u 

znanstvenim i kliniĉkim istraţivanjima bolesti. Iako je do sad potvrĊena jedino veza izmeĊu 

pojedinih serovara i odreĊenih ţivotinjskih vrsta, neka novija istraţivanja prouĉavaju i 

povezanost izmeĊu pojedinih vrsta mišolikih glodavaca i genomskih vrsta Leptospira. Jedno 

od takvih istraţivanja opisuje povezanost nekih genomskih vrsta (L. borgpetersenii) uz 

odreĊenog domaćina (Apodemus spp.), dok navodi da su druge genomske vrste (L. kirschneri) 

dobro prilagoĊene širokoj grupi malih glodavaca (M. glareolus, M. arvalis, A. flavicollis, A. 

agrarius), sugerirajući da pojedine genomske vrste Leptospira imaju razliĉit raspon domaćina 

(OBIEGALA i sur., 2016). 

 

Tablica 2. Odnos serovara sa rezervoarima/evolucijskim domaćinima leptospire.                 

(HABUŠ, 2013.) 

(https://www.bib.irb.hr/636540) 

Rezervoari / evolucijski domaćini  Serovar 

Štakor Icterohaemorrhagiae, Copenhageni  

Kućni miš  Saxkoebing  

Poljska voluharica  Grippotyphosa  

Poljski miš  Pomona  

Ţutogrli miš  Bratislava  

Svinja   Pomona, Tarassovi  

Govedo  Hardjo-bovis  

Konji  Bratislava  

Psi  Canicola 

https://www.bib.irb.hr/636540
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Kod ostalih ţivotinja evolucijski proces prilagodbe na odreĊeni serovar leptospire 

poĉeo je davno kroz povijest, no još nije završio pa i dalje dolazi do kliniĉkog oĉitovanja 

bolesti i vremenski ograniĉenog kliconoštva. Kliniĉko oĉitovanje najĉešće prate blagi i 

kratkotrajni simptomi, a praćeno je duljim ili kraćim kliconoštvom.  

Sluĉajni domaćini baš kao što i njihovo ime govori su sluĉajno ukljuĉeni u 

epizootiološki/epidemiološki ciklus kruţenja ovog patogena. Kod sluĉajnih domaćina proces 

prilagodbe još nije dovoljno napredovao, pa se oĉituju razliĉiti i nerijetko teški kliniĉki 

simptomi, nakon ĉega slijedi kratkotrajno izluĉivanje uzroĉnika (rekonvalescentni kliconoše). 

U ovu skupinu spadaju i ljudi. 

Smatra se da je rizik od oboljevanja ţivotinja i ljudi u izravnoj vezi s brojnošću 

populacije rezervoara, odnosno glodavaca. Navedeno je osobito izraţeno na gospodarstvima 

gdje se ne provode mjere deratizacije tijekom takozvanih “mišjih godina”, kada broj mišolikih 

glodavaca višestruko poraste (MARGALETIĆ i sur. , 2008.). Smatra se da je urod bukvice 

bitan faktor porasta populacije sitnih glodavaca (BJEDOV, 2015.). Osim izvora hrane, 

gustoća populacije rezervoara ovisiti će o meteorološkim uvjetima, staništu, prirodnim 

neprijateljima i bolestima kao i o fiziološkom stanju populacije (KORPIMAKI i KREBS, 

1996.).  

Kao što su se pojedine ţivotinje više ili manje prilagodile infekcijama bakterija roda 

Leptospira, tako su se i pojedine leptospire prilagodile infekciji odreĊenih domaćina, što ĉini 

leptospirozu zoonozom prirodno-ţarišnog tipa, kod koje su se osnove biocenoze stvorile 

tijekom povijesti (ZAHARIJA i sur., 1982.). U zadnje vrijeme, biotoĉki ĉimbenici koji su 

utjecali na širenje leptospiroze se mijenjaju zbog promjene staništa ili uvoĊenja novih 

ţivotinjskih vrsta. Tako su pojedine ţivotinjske vrste poĉele ţivjeti u blizini ljudi (veliki 

gradovi), kao na primjer crni štakor ili kućni miš, dok su druga ţarišta nastala intenzivnijim 

uzgojem domaćih ţivotinja (VASYLIEVA i sur., 2017.). Ţarišta vezana s uvoĊenjem 

domaćih ţivotinja se nazivaju antropourgiĉna, dok su ona vezana za suţivot ljudi i štakora 

sinantropna. Primjer suţivota su velika, gusto nastanjena naselja s lošim sanitarno-

higijenskim uvjetima u kojima je ĉesta infekcija ljudi sa serovarom Icterohaemorrhagiae 

(BALAN TOPIĆ i sur., 2010.; BARANTON i POSTIC, 2006.; CICERONI i sur., 2000.; 

HABUŠ i sur. 2017.; JANSEN i sur., 2005.). Uzmu li se pritom u obzir odgovarajući 

klimatski uvjeti i poplave, moţe se objasniti visoka incidencija leptospiroze praćena pojavom 

epidemija u zemljama tropskog pojasa ili siromašnim drţavama svijeta.  
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 U posljednjim desetljećima takve su povećane incidencije i epidemije zabiljeţene u 

Brazilu, Tajlandu, Gvajani, Nikaragvi, itd. (DECHET i sur., 2012.; HABUŠ, 2017.; KO i sur., 

1999.; LARAS i sur., 2002.). S druge strane u kontinentalnoj Hrvatskoj izgleda i dalje postoje 

arhaiĉna prirodna ţarišta u kojima su rezervoari leptospira razne vrste mišolikih glodavaca. 

Prijašnja istraţivanja tako pokazuju da su najvaţniji uzroĉnici leptospiroze kod ljudi u 

Hrvatskoj serovari koji spadaju u serološku skupinu Australis i Sejroe, za razliku od serovara 

seroloških skupina Icterohaemorrhagiae i Grippotyphosa u ostatku Europe (BALAN TOPIĆ i 

sur., 2010.; BARANTON i POSTIC, 2006.; CICERONI i sur., 2000.; HABUŠ i sur. 2017.; 

JANSEN i sur., 2005.; OBIEGALA  i sur., 2016.). Navedeno se objašnjava postojanjem starih 

arhaiĉnih ţarišta u Republici Hrvatskoj, nasuprot postojanju sinantropnih ţarišta u drugim 

Europskim zemljama. Plavna podruĉja uz rijeke Savu i Dravu su idealna za odrţavanje i 

širenje zaraze izmeĊu jedinki, odnosno takvi prostori svojim klimatskim i hidrološkim 

uvjetima imaju jak utjecaj na pojavnost leptospiroze u Hrvatskoj (ĈORDAŠ, 2019.; HABUŠ, 

2013.; ŠTRITOF MAJETIĆ, 2010.; TURK i sur., 2009.; ZAHARIJA i sur., 1982.). 

 

2.1.2.1. Leptospiroza u svijetu 

Leptospiroza se smatra geografski najrasprostranjenijom zoonotskom bolešću u svijetu, 

zbog koje se  godišnje prijavi više od pola milijuna sluĉajeva (KO i sur., 2009.; 

VIJAYACHARI i sur., 2008.). Iako se u prošlosti leptospiroza smatrala profesionalnom 

bolesti rudara, veterinara i poljoprivrednika, u današnje vrijeme ĉešće je povezana s 

rekreativnim aktivnostima na otvorenom, poput vodenih sportova i avanturistiĉkih putovanja 

(JANSEN i sur., 2005.; MAYER-SCHOLL i sur., 2014.). U budućnosti se pak vjeruje, da će 

kućni ljubimci uz aktivnosti na otvorenom biti najznaĉajniji riziĉni faktori u prenošenju 

bolesti na ljude (MORI i sur., 2017.).  

 

2.1.2.2. Leptospiroza u Republici Hrvatskoj 

Od kad je leptospiroza u Hrvatskoj prvi put dokazana u psa 1926. godine (BABIĆ, 

1927.), odnosno u ljudi 1935. godine (ANTUNOVIĆ-MIKAĈIĆ, 1935.), bolest se pokazala 

znaĉajnim problemom u drţavi. Danas se Republika Hrvatska istiĉe po najvećem broju 

sluĉajeva leptospiroze u ljudi u Europskoj Uniji, te kao trinaesta drţava po broju sluĉajeva u 

ljudi globalno (PAPPAS i sur., 2008.). Procjenjuje se da godišnje izmeĊu od 100 do 300 ljudi 

obolijeva od leptospiroze, od ĉega prosjeĉno jedan sluĉaj završava smrću (MARŠIĆ, 2017.).  
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2.1.3. PATOGENEZA 

Patogeneza leptospiroze još uvijek nije u potpunosti razjašnjena. Uzrok tome moţe se,  

bar dijelom, pripisati podatku da i dalje nije poznata uloga većine gena u genomu leptospire 

(CULLEN i sur., 2002.). Ĉimbenici virulencije i dalje nisu potpuno objašnjeni, no moţe se 

zakljuĉiti da je pokretljivost leptospira izuzetno bitna za ulazak i širenje kroz organizam (REN 

i sur., 2003.).  

Uzroĉnici leptospiroze se prenose putem zaraţene mokraće, kontaminirane vode ili tla 

kroz rane nastale na koţi ili rjeĊe sluznicama, tipa oguljotina ili posjekotina. U nekim 

sluĉajevima neoštećena, vodom omekšana koţa moţe biti ulazno mjesto uzroĉnika (REIS i 

sur., 2008.). Većina bakterija iz reda Spirochaetales se najĉešće kreće meĊustaniĉnim 

prostorom, no novija istraţivanja pokazuju mogućnost prolaska leptospira kroz samu stanicu. 

Taj mehanizam najvjerojatnije sluţi leptospirama, kako bi izbjegli imunosni odgovor 

domaćina (BAROCCHI i sur., 2002.). Nakon infekcije dolazi do širenja bakterije kroz 

krvotok (bakterijemije), a uzroĉnika u tom periodu moţemo dokazati u skoro svim 

parenhimskim organima.  

Nastanak prvih kliniĉkih simptoma prati pojava aglutinirajućih protutijela u krvotoku 

(FAINE i sur., 1999.). Sedam do deset dana nakon infekcije leptospire se više ne mogu 

dokazati u krvotoku, već ih nalazimo skupljene u amorfnu strukturu nalik biofilmu u 

proksimalnim bubreţnim kanalićima (RISTOW i sur., 2008.). Iz bubrega leptospire se 

povremeno izluĉuju urinom i kontaminiraju okoliš, što zatvara epizootiološki/epidemiološki 

krug. 

Primarne lezije leptospiroze su sitna oštećenja endotela, koja dovode do ishemije 

pojedinih tkiva i organa. Na navedeni naĉin nastaju lakša do teška, reverzibilna i ireverzibilna 

oštećenja tkiva (ADLER i DE LA PEÑA MOCTEZUMA, 2010.). Osim primarnih lezija, 

vjeruje se da leptospire uzrokuju oštećenja tkiva putem upalnih citokina, hemolize, 

sfingomijelize, itd. (DIAMENT i sur., 2002.; LEE i sur., 2002.). Poznato je da i leptospire 

sadrţe nekoliko proteina homolognih ţivotinjskim proteinima, pa tako mogu samostalno 

aktivirati koagulacijsku kaskadu i izazvati diseminiranu intravaskularnu koagulaciju ili pak 

rekurentni uveitis (mjeseĉnu sljepoću) kod konja (HABUŠ, 2013.). 
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2.1.4. KLINIČKA SLIKA 

Kliniĉka slika leptospiroze je vrlo raznolika, a ovisna je o infektivnoj dozi te virulenciji 

serovara ili soja leptospire koji je uzrokovao bolest, kao i o prijemljivosti inficirane vrste, te 

njezinom imunosnom statusu (LEVETT, 2001.). Vrijeme inkubacije obiĉno traje 5 do 15 

dana. U svih vrsta domaćih i divljih ţivotinja, te ljudi moguće su subkliniĉke infekcije sa 

blagim i nespecifiĉnim simptomima koji brzo prolaze i najĉešće ne ostavljaju nikakve 

posljedice. Takve infekcije se većinom ne dijagnosticiraju ili se krivo dijagnosticiraju, radi 

ĉega se leptospiroza smatra puno raširenijom bolesti (pogotovo u siromašnim zemljama i 

zemljama tropskog pojasa) nego što to pokazuju dosadašnja istraţivanja. Simptomi koji se 

najĉešće primijete u takvim sluĉajevima su: povišena temperatura, bolovi u mišićima, 

konjuktivalni podljevi, a kod ljudi se ĉesto javlja glavobolja. Takvi sluĉajevi se većinom veţu 

uz infekcije ţivotinje serovarom na koji se ista evolucijski prilagodila (evolucijski domaćin). 

S druge strane, leptospiroza se ĉešće dijagnosticira pri pojavi teških, ikteriĉnih oblika bolesti 

praćenih hepato-renalnim sindromom, leukocitozom i pobaĉajem (ADLER i DE LA PEÑA 

MOCTEZUMA, 2010.; LEVETT, 2001.). U iznimno teškim sluĉajevima plućno krvarenje je 

prepoznato kao glavna, ĉesto smrtonosna manifestacija leptospiroze (BHARTI i sur., 2003.; 

MILAS, 2012.). Ovi oblici se najĉešće javljaju prilikom infekcije sa serovarom koji nije dio 

uobiĉajnog epizotiološkog/epidemiološkog ciklusa (sluĉajni domaćin).  

 

2.1.4.1. Leptospiroza u domaćih ţivotinja 

2.1.4.1.1. Psi  

Kod pasa su ĉeste subkliniĉke infekcije i blaţi oblici bolesti. Praćene su blagim, 

nespecifiĉnim simptomima s dugotrajnim izluĉivanjem leptospira urinom. S druge strane, 

mogući su i teţi kliniĉki oblici bolesti koji poĉinju depresijom, povraćanjem i anoreksijom. 

Uoĉavamo i dehidraciju, povišenu tjelesnu temperaturu, slabost, ţuticu, nevoljkost za 

kretanjem, proljev, sindrom poliurije/polidipsije (PU/PD), te napet i bolan abdomen. Takvi 

oblici najĉešće su vezani uz oštećenje jetre i/ili zatajenje bubrega s posljediĉnom uremijom.  

U zadnje vrijeme, u ljudi i pasa, prilikom infekcije sve ĉešće se javlja izrazito 

smrtonosni leptospirozni plućni hemoragijski sindrom (LPHS) (FAINE i sur., 1999.; 

GOLDSTEIN, 2010.).  

Psi su evolucijski domaćini serovara Canicola.  
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2.1.4.1.2. Mačke 

Maĉke su slabo prijemljive na infekciju, pa su kliniĉki simptomi jako rijetki. MeĊutim 

moguće je dokazati specifiĉna protutijela, te uzroĉnika u bubregu inficiranih jedinki (FAINE i 

sur., 1999.). Uloga maĉke u epizootiološkom lancu i dalje nije razjašnjena. 

 

2.1.4.1.3. Konji 

Premda su infekcije kod konja najĉešće bez izraţenih simptoma, moguće su pojave 

pobaĉaja, septikemije i rekurentnog iridociklitisa, odnosno mjeseĉne sljepoće (BRUDNJAK i 

sur., 1956.; NIEDERMAIER i sur., 2006.). Konji se smatraju evolucijskim domaćinima 

serovara Bratislava. 

 

2.1.4.1.4. Goveda 

U goveda se najĉešće primijete reproduktivni problemi uz koje su vezani gospodarski 

gubitci. Teţi kliniĉki oblici se javljaju rijetko, većinom u teladi i junadi u tovu (FAINE i sur., 

1999.). Evolucijski su domaćini serovara Hardjo-bovis. 

 

2.1.4.1.5. Koze i ovce  

U koza i ovaca bolest najĉešće prolazi asimptomatski ili sa smetnjama u reprodukciji 

(FAINE i sur., 1999.).  

 

2.1.4.1.6. Svinje 

U svinja leptospiroza najĉešće prolazi inaparentno, no mogu se javiti poremećaji u 

reprodukciji. Rijetko se javljaju teţi oblici kod tovljenika i prasadi (HABUŠ i sur, 2008.; 

MODRIĆ i sur, 2006). Svinje se smatraju evolucijskim domaćinom serovara Pomona i 

Tarassovi. 
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2.1.4.2. Leptospiroza u čovjeka 

Ljudi su u epizootiološki/epidemiološki ciklus ukljuĉeni kao sluĉajni domaćini. Kod 

ljudi bolest se javlja asimptomatski ili se oĉituje blagom kliniĉkom slikom vrućice, bolovima 

u mišićima, glavoboljom, te konjuktivalnim podljevom. Navedeni oblik najĉešće prolazi 

spontano nakon tjedan dana, no moţe se razviti i teški kliniĉki oblik. Teški kliniĉki oblik se 

naziva Weilova bolest, a oĉituje se: zatajenjem bubrega, vrućicom, krvarenjem, ţuticom zbog 

oštećenja jetre i letalnim ishodom u 5 - 15% sluĉajeva bolesti (LEVETT, 2001.). Pojavom 

plućnog hemoragijskog sindroma smrtnost dostiţe i do 50% (HELMERHORST i sur., 2012.).  

 

2.1.5. DIJAGNOSTIKA 

Za pravovremeno postavljanje sumnje na leptospirozu, anamnestiĉki podatci su 

izuzetno bitni te stoga i nezaobilazni dijelovi pravilnog dijagnostiĉkog puta. Kontakt sa 

glodavcima, boravak u šumi ili podruĉjima s vodama stajaĉicama i rijekama, predstavljaju 

znakoviti rizik za širenje ove bolesti. S druge strane kliniĉki simptomi su raznoliki i 

nedovoljno specifiĉni za postavljanje dijagnoze, meĊutim odreĊeni ĉesto potiĉu sumnju i 

usmjeruju daljnju dijagnostiku (pobaĉaj krava, krmaĉa i kobila, te hepato-renalni sindrom). 

Ipak, za postavljanje objektivne dijagnoze potrebno je dokazati uzroĉnika (Leptospira spp.) 

mikrobiološkim ili molekularnim metodama, ili pak dokazati specifiĉna protutijela serološkim 

dijagnostiĉkim metodama. 

 

2.1.5.1. Dokazivanje uzročnika  

Za dokazivanje ţivog uzroĉnika u nekom tkivu ili organu, presudno je pravodobno i 

pravilno uzimanje uzoraka. Kao što je prethodno opisano u poglavlju 2.1.3. Patogeneza, prva 

pojava po infekciji je širenje uzroĉnika krvlju, nakon ĉega dolazi do pojave protutijela koja 

aglutiniraju uzroĉnika. Tada se javlja kratkotrajno do doţivotno naseljavanje proksimalnih 

kanalića bubrega, odakle se iste mogu dalje izluĉivati mokraćom (ADLER i DE LA PEÑA 

MOCTEZUMA, 2010.). Iz navedenog je vidljivo, da se uzroĉnik u krvi moţe dokazati prvih 

desetak dana, nakon ĉega se moţe dokazati u uzorcima bubrega i sporadiĉno urinu.  
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2.1.5.1.1. Izravni dokaz leptospira  

Izravna detekcija uzroĉnika u tjelesnim tekućinama ili tkivu pod mikroskopom s 

tamnim vidnim poljem je moguća (Slika 3), no izuzetno nepouzdana metoda. Za navedeno je 

potrebna velika gustoća uzroĉnika, a nerijetko su potrebna posebna bojanja na bazi srebra ili 

imunohistokemijske metode.  

 

 

Slika 3. Izgled leptospira pod mikroskopom s tamnim vidnim poljem 

(Izvor: https://leptospira.amc.nl/leptospirosis-reference-centre/). 

 

2.1.5.2. Izdvajanje uzročnika 

Izdvajanje uzroĉnika je jako sloţen i dugotrajan postupak koji nema izravnu 

dijagnostiĉku svrhu, no i dalje je iznimno vaţna metoda za znanstvenike i epidemiologe. 

Naime, to je jedina metoda kojom se dobivaju izolati koji se kasnije mogu serološki 

determinirati. Kao uzorci za ovu metodu mogu se koristiti krv (prije davanja antibiotika), urin 

(nakon sedmog dana), cerebrospinalni likvor, uzorci renokulture itd. Izdvajanje je najbolje 

obaviti odmah po uzimanju uzorka, no ako isto nije moguće uzorak se uzima u epruvetu sa 

natrij oksalatom ili heparinom i dostavlja u laboratorij u roku od 24h (WOLF, 1954.).   

https://leptospira.amc.nl/leptospirosis-reference-centre/
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Ukoliko se rabi kiseli urin (mesojeda), uzorak se treba centrifugirati, nakon ĉega se 

sediment razrjeĊuje sa puferom i nasadi na hranjivu podlogu sa dodatkom 5-fluorouracila koji 

sprjeĉava rast drugih bakterija. Uzorci se nasaĊuju na tekuću hranjivu podlogu pod 

odgovarajućim uvjetima, nakon ĉega se rezultati jednom tjedno provjeravaju pomoću 

mikroskopa s tamnim vidnim poljem, tokom ĉetiri mjeseca. 

 

2.1.5.3. Molekularne metode 

Izuzetno korisne metode izravnog i objektivnog dokazivanja uzroĉnika u materijalu. 

Navedeni materijali mogu biti krv, urin, uzorci tkiva, cerebrospinalni likvor i drugi (BROWN 

i sur., 1995.; MÉRIEN i sur., 1995.). Kako bi dokazali uzroĉnika, koriste se metode 

umnoţavanja DNK leptospire pomoću lanĉane reakcije polimerazom (engl. Polymerase chain 

reaction, PCR) i lanĉane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real Time - PCR). 

Prednosti korištenja molekularnih metoda su dostupnost u skoro svim dijagnostiĉkim 

laboratorijima, brzina izvoĊenja, velika specifiĉnost i osjetljivost, te mogućnost dokazivanja 

leptospiroze, ĉak i nakon primjene antibiotika. Smatra se da je jedini nedostatak navedenih 

metoda dijagnostike nemogućnost utvrĊivanja infektivnog serovara, što ima veliko 

javnozdravstveno znaĉenje (LEVETT, 2004.). 

 

2.1.5.4. Serološke metode 

Za dokazivanje specifiĉnih protutijela u serumu, koristimo se serološkim metodama 

tipa mikroskopske aglutinacije koja predstavlja zlatni standard u dijagnostici leptospiroze, te 

makroskopske ili lateks-aglutinacije koja dokazuje IgM i IgG protutijela, meĊutim sa njom se 

ne moţe utvrditi serovar (SMITS i sur., 2000.). Primjenjuje se i ELISA metoda u obliku 

komercijalnog kita koji detektira IgM protutijela (SMITS i sur., 1999.). Od ostalih metoda 

rabe se reakcija vezanja komplemenata, neizravna inhibicija hemaglutinacije i druge.  
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2.1.5.4.1. Mikroskopska aglutinacija (MAT) 

Ovo je referentna serološka metoda za dijagnostiku leptospiroze. Princip reakcije se 

zasniva na mogućnosti IgM i IgG protutijela da aglutiniraju ţivi antigen. Reakcija se promatra 

pod mikroskopom s tamnim vidnim poljem, a pozitivna reakcija se oĉitava kad je 50 % 

leptospira aglutiniralo.  

Ovo je kvalitativna, ali i kvantitativna metoda, što znaĉi da se uz potvrdu postojanja 

protutijela moţemo odrediti i njihov titar. Visoki titar u prvom serumu (vrlo ĉesto propisan 

pravilnikom) dokaz je akutne infekcije, no kao i u većine akutnih infekcija za dijagnostiku je 

ponekad potrebno uzrokovati parne serume. Pozitivnom reakcijom smatra se  ĉetverostruki 

porast titra u drugom serumu, nakon što je u prvom rezultat bila negativna reakcija ili reakcija 

sa vrlo niskim titrom. Zbog velikog broja serovara patogenih leptospira i nedostatka 

unakriţnih reakcija izmeĊu seroloških skupina prilikom izvoĊenja MAT-a, koristimo se 

panelima antigena. Panel antigena je niz referentnih sojeva razliĉitih serovara ţivih leptospira, 

jednog ili više predstavnika razliĉitih seroloških skupina (Slika 2). Panel antigena ovisan je o 

epizootiološkom i epidemiološkom stanju u drţavi, te je shodno tome podloţan promjenama u 

smislu broja i strukture antigena koje sadrţava, a prilagoĊen je pojedinoj vrsti ţivotinje ili 

ljudima (DIKKEN i KMETY, 1978.). Nedostatci ove metode su manja osjetljivost, 

kompleksnost izvoĊenja, subjektivnost ĉitanja rezultata itd. Unatoĉ svemu, ova metoda i dalje 

ima izrazit znaĉaj u dijagnostici, kako kliniĉarima tako i znanstvenicima i epidemiolozima. 

 

2.1.6. LIJEČENJE I PREVENCIJA 

Istraţivanja pokazuju da su leptospire osjetljive na velik broj kemoterapeutika tipa 

penicilina, tetracilina, kinolona, aminoglikozida itd. MeĊutim, protokoli na bazi streptomicina 

i doksiciklina su jedini uspješni sprjeĉavanju kliconoštva (FAINE i sur., 1999.). Osim 

primjene lijekova vaţnu ulogu ima i potporna terapija. 

Najvaţnije preventivne mjere u suzbijanju leptospiroze su kontrola brojnosti populacije 

glodavaca, sprjeĉavanje kontakta istih s ljudima, higijensko-sanitarne mjere, cijepljenje i 

lijeĉenje kliconoštva. Naţalost navedene mjere su do sada imale samo djelomiĉan uspjeh.  
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Cjepiva protiv leptospiroze ne primjenjuju se rutinski u humanoj medicini, dok se za 

imunoprofilaksu ţivotinja rabe razna komercijalna cjepiva koja stvaraju kratkotrajnu i 

djelomiĉnu imunost ograniĉenu izostankom unakriţne zaštite izmeĊu razliĉitih serovara. 

Smatra se da je imunost kod leptospiroze posljedica humoralnog i staniĉnog odgovora 

organizma (NAIMAN i sur., 2002.; SONRIER i sur., 2000.).  

Jedna od mogućih preventivnih mjera jeste primjena manjih doza doksiciklina, mada je 

ova metoda prevencije primjenjivija kod ljudi nego kod ţivotinja. Smatra se da su situacije u 

kojim je opravdano preventivno korištenje antibiotika: sportska natjecanja (triatlon), rizik od 

epidemije zbog poplave, vojne misije  i druge (BHARADWAJ i sur., 2002.; KO i sur., 1999.). 

Ipak, opravdanost ovog naĉina prevencije treba razmotriti u svijetlu problema uzrokovanih 

antimikrobnom rezistencijom, radi ĉega se navedena metoda uzima s rezervom. 

 

2.2. TAKSONOMIJA I FILOGENIJSKI ODNOSI UNUTAR RODA 

LEPTOSPIRA 

 

2.2.1. TAKSONOMIJA LEPTOSPIRA 

Pododbor za taksonomiju bakterija iz roda Leptospira 2011. godine odluĉio je da svi 

izolati leptospire trebaju biti tipizirani serološkim i molekularnim metodama (International 

Committee on Systematics of Prokaryotes. Subcommittee on the Taxonomy of 

Leptospiraceae, 2012.). Razlog navedene odluke leţi u ĉinjenici da postoje dva razliĉita 

klasifikacijska sustava; serološki i molekularni kojima se rod rasĉlanjuje na serovare i 

genomske vrste – taksone koji se meĊusobno ne preklapaju. Navedena odredba ĉini 

taksonomiju leptospira vrlo kompliciranom, no nuţna je jer ni jedan od ponuĊenih sustava 

zasebno ne nudi dovoljno odgovora za pravilno i potpuno razumijevanje uzroĉnika. 

Molekularni klasifikacijski sustav ne udovoljava zahtjevima epizootioloških i epidemioloških 

istraţivanja. S druge strane odreĊivanje serovara ne pruţa informacije o taksonomskom 

statusu i filogenijskim odnosima tipiziranih spojeva.  

  



20 

 

Postoje razliĉite metode koje se trude povezati dva navedena sustava, meĊutim zbog 

mnogobrojnih problema ni jedan od navedenih nije doţivio širu primjenu. Neke od metoda 

su: metoda temeljena na restrikciji genomske DNK i elektroforezi u pulsirajućem polju, 

odnosno PFGE; metoda temeljena na restrikciji genomske DNK i polimorfizmu broja 

uzastopno ponovljenih sekvenci VNTR; te analiza polimorfizma broja uzastopno ponovljenih 

sekvenci MLVA, metoda tipiziranja na osnovi multilokusnih sekvenci (MLST) (CICERONI i 

sur., 2002.; GALLOWAY i LEVETT, 2008.; HERRMANN i sur., 1991.; NALAM i sur., 

2010.; POSTIC i sur., 2000.).   

Iako je PFGE metoda i dalje smatra zlatnim standardom, od navedenih metoda danas 

se najviše koristi metoda tipiziranja na osnovi multilokusnih sekvenci (MLST) kojom se 

pokušava istraţiti filogenija genomskih vrsta s ciljem odreĊivanja taksonomskog statusa i 

slijeda gena. Njena velika prednost je ta što postoji i internetska MLST baza pomoću koje se 

mogu usporeĊivati dobiveni MLST tipovi (https://pubmlst.org/leptospira/).  

Glavni nedostatak je ĉinjenica da je do danas opisano nekoliko naĉina (shema) 

izvoĊenja MLST metode, koje se razlikuju u odabranim genima, te naĉinu obrade i tumaĉenja 

rezultata (AHMED i sur., 2004; NALAM i sur., 2010.; VARNI i sur., 2014.). Tako i navedena 

internetska stranica sadrţi tri sheme koje ukljuĉuju razliĉite gene, sa posebnim naĉinima 

obrade i tumaĉenja rezultata. TakoĊer postoje radovi koji istraţuju kompatibilnost razliĉith 

MLST shema, te utvrĊuju njihove prednosti i mane. U jednoj od takvih, opseţnijih studija 

zakljuĉeno je da iako su dvije najuĉestalije sheme koje ukljuĉuju šest odnosno sedam 

razliĉitih gena (AHMED i sur., 2004; NALAM i sur., 2010.) meĊusobno usporedive, odnosno 

metoda koja ukljuĉuje šest gena ipak ima veću razluĉivost. Ova metoda nudi uvid u 

pripadnost izolata genomskoj skupini i djelomiĉno serološkom statusu, a temelji se na 

identifikaciji DNK sekvence dobro evolucijski oĉuvanih (eng. houskeeping) gena (adk, icdA, 

rrs2 i secY) i promjenjivih gena vanjske ovojnice (LipL32 i LipL41) (AHMED i sur., 2004.). 

Ovom metodom ispitani su i neki hrvatski izolati kod kojih se uspješno uspjelo tipizirati 

leptospire do razine serološke skupine, odnosno serovara (HABUŠ, 2013.). Navedenim 

ispitivanjem utvrĊeno je da je od šest odabranih gena, njih tri (adk, icdA i secY) bilo znaĉajno 

promjenjivo, dok su geni koji kodiraju lipoproteine vanjske membrane LipL32 i LipL41, te 

rrs2 gen bili umjereno promjenjivi.  

  

https://pubmlst.org/leptospira/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23932960
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Ovo istraţivanje obuhvaćalo je odabir i umnaţanje 101 izolata izdvojenih iz mišolikih 

glodavaca, pretraţivanje 77 nedeterminiranih izolata hiperimunim serumima s ciljem 

odreĊivanja pripadnosti tih izolata odreĊenim serološkim skupinama. Nakon serološke 

determinacije odabran je manji uzorak od 33 izolata kojima je sekvenciranjem i filogenijskom 

analizom odreĊena genomska vrsta, te na kraju njih 11 koji su pretraţeni metodom tipiziranja 

na osnovi multilokusnih sekvenci (MLST). Naĉin odabira i metode pretraţivanja opisane su 

zasebno za svaki od navedenih koraka. 

 

3.1. SEROLOŠKA TIPIZACIJA  

 

3.1.1. ODABIR IZOLATA ZA SEROLOŠKU DETERMINACIJU 

Materijal za ovo istraţivanje dio je arhive izolata patogenih leptospira Laboratorija za 

leptospire, Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta, 

Sveuĉilišta u Zagrebu. Iz navedene arhive odabrani su svi dostupni izolati koji su tijekom 

godina izdvajani iz bubrega mišolikih glodavaca izlovljenih s podruĉja prirodnih ţarišta 

kontinentalnog dijela Republike Hrvatske (n=101). Za sve odabrane izolate prikupljeni su i 

obraĊeni podatci  o vrsti glodavaca, vremenu i mjestu izlova. Tijekom prijašnjih istraţivanja 

serološki su tipizirana ukupno dvadeset ĉetiri (23,8%) izolata. Preostalih sedamdeset sedam 

(76,2%) izolata kojima prethodno nije odreĊena serološka skupina pretraţeni su hiperimunim 

serumima tijekom ovog istraţivanja. Detaljan prikaz svih uzoraka izdvojenih iz mišolikih 

glodavaca nalazi se u Tablici 3. 
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Tablica 3. Svi izolati Arhive Laboratorija za leptospire Veterinarskog fakulteta porijekom od 

mišolikih glodavaca. 

Rb. 
Oznaka 

izolata 
Porijeklo izolata Lokalitet 

Datum 

izdvajanja 

1 M-615* Apodemus agrarius Mikanovci 21.10.2005. 

2 M-619* Apodemus agrarius Mikanovci 21.10.2005. 

3 M-621* Apodemus agrarius Mikanovci 21.10.2005. 

4 M-631 Microtus arvalis Mikanovci 21.10.2005. 

5 M-634* Apodemus agrarius Mikanovci 21.10.2005. 

6 M-641* Apodemus sylvaticus Ilok 26.10.2005. 

7 M-644* Apodemus sylvaticus Ilok 26.10.2005. 

8 M-656* Apodemus agrarius Cerna 26.10.2005. 

9 M-742* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

10 M-745* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

11 M-747* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

12 M-751* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

13 M-753* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

14 M-754* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

15 M-758* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

16 M-764 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 09.11.2007. 

17 M-789* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 10.11.2007. 

18 M-790* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 10.11.2007. 

19 M-792* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 10.11.2007. 

20 M-795* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 10.11.2007. 

21 M-812* Apodemus agrarius Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

22 M-814* Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

23 M-832* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

24 M-833* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

25 M-837* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

26 M-841* Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica 30.11.2007. 

27 M-845 Apodemus agrarius Draganić 05.02.2008. 

28 M-864 Apodemus flavicollis Sušica 1a, 08.04.2008. 

29 M-943 Apodemus sylvaticus Sušica 34a, Gerovo 06.05.2008. 

30 M-1019 Apodemus agrarius Lipovljani AA1 30.10.2009. 

31 M-1078 Apodemus agrarius Lipovljani 1 175a 11.11.2011. 

32 M-1084 Apodemus sylvaticus Lipovljani 16.12.2011. 
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33 M-1086 Myodes glareolus Lipovljani 16.12.2011. 

34 M-1087 Myodes glareolus Lipovljani 16.12.2011. 

35 M-1088 Apodemus sylvaticus Lipovljani 16.12.2011. 

36 M-1089 Apodemus sylvaticus Lipovljani 16.12.2011. 

37 M-1090 Myodes glareolus Lipovljani 16.12.2011. 

38 M-1117 Apodemus agrarius Lipovljani 1 18.01.2012. 

39 M-1118 Apodemus agrarius Lipovljani 1 18.01.2012. 

40 M-1166 Apodemus agrarius Lipovljani 27.03.2012. 

41 M-1167 Apodemus agrarius Lipovljani 27.03.2012. 

42 M-1172 Apodemus agrarius Lipovljani 27.03.2012. 

43 M-1205 Apodemus agrarius Lipovljani 03.04.2012. 

44 M-1216 Apodemus agrarius Lipovljani 03.04.2012. 

45 M-1217 Apodemus agrarius Lipovljani 03.04.2012. 

46 M-1384 Apodemus flavicollis Plitvice 27.06.2013. 

47 M-1391 Apodemus flavicollis Sljeme 17.07.2013. 

48 M-1709 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

49 M-1711 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

50 M-1712 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

51 M-1713 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

52 M-1718 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

53 M-1719 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

54 M-1723 Apodemus agrarius Lipovljani 14.10.2014. 

55 M-1725 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

56 M-1726 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

57 M-1729 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

58 M-1735 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

59 M-1739 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

60 M-1740 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

61 M-1743 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

62 M-1744 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

63 M-1745 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

64 M-1746 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

65 M-1747 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

66 M-1749 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

67 M-1750 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

68 M-1751 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

69 M-1752 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 



25 

 

70 M-1755 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

71 M-1759 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

72 M-1760 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

73 M-1761 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

74 M-1762 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

75 M-1766 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

76 M-1769 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

77 M-1771 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

78 M-1773 Apodemus flavicollis Lipovljani 15.10.2014. 

79 M-1776 Apodemus agrarius Lipovljani 15.10.2014. 

80 M-1780 Apodemus agrarius Nova Subocka 24.04.2015. 

81 M-1781 Apodemus agrarius Nova Subocka 24.04.2015. 

82 M-1782 Apodemus agrarius Nova Subocka 24.04.2015. 

83 M-1784 Apodemus agrarius Ţupanja 29.04.2015. 

84 M-1785 Apodemus agrarius Ţupanja 29.04.2015. 

85 M-1789 Apodemus sylvaticus Ţupanja K1 15.07.2015. 

86 M-1798 Apodemus sylvaticus Ţupanja K4 15.07.2015. 

87 M-1802 Apodemus sylvaticus Ţupanja 28.10.2015. 

88 M-1805 Apodemus agrarius Ţupanja 28.10.2015. 

89 M-1812 Apodemus flavicollis Ţupanja 28.10.2015. 

90 M-1817 Apodemus agrarius Ţupanja 29.10.2015. 

91 M-1990 Microtus arvalis Ĉakovec 07.10.2016. 

92 M-1994 Apodemus agrarius Ĉakovec 07.10.2016. 

93 M-2012 Apodemus sylvaticus 
Velika Gorica, 

Turopoljski lug 7a 
02.06.2017. 

94 M-2128 Apodemus flavicollis Lekenik 37B 19.10.2017. 

95 M-2139 Apodemus flavicollis Lekenik 51A 19.10.2017. 

96 M-2141 Apodemus flavicollis Lekenik 51A 19.10.2017. 

97 M-2179 Apodemus flavicollis Turopoljski lug 27.10.2017. 

98 M-2182 Apodemus flavicollis Šiljakovaĉka dubrava 27.10.2017. 

99 M-2183 Apodemus flavicollis Šiljakovaĉka dubrava 27.10.2017. 

100 M-2230 Apodemus agrarius Bjelovar 29.05.2018. 

101 M-2234 Apodemus flavicollis 
Valpovaĉke nizinske 

šume 47b 
14.06.2018. 

 

* - Uzorci nisu pretraţeni hiperimunim serumima tijekom ovog istraţivanja, obzirom da je 

njihova serološka tipizacija obavljena tijekom prijašnjih istraţivanja.   
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3.1.2. UZGOJ LEPTOSPIRA    

Odabrani izolati uzgojeni su u Korthof-ovoj tekućoj  podlozi (BABUDIERI, 1961.) na 

temperaturi od 28 ºC, u periodu od najmanje 7 dana. Tekuća hranjiva podloga po Korthofu 

proizvedena je otapanjem sastojaka u 1 litri destilirane vode. Svi sastojci (Tablica 4) su 

otapani navedenim redoslijedom i u navedenoj koliĉini. Dobivena otopina je autoklavirana na 

temperaturi od 121 ºC, tijekom 1 sata. Prije upotrebe još je potrebno inaktivirati kunićji serum 

na temperaturi od 56 ºC kroz 30 minuta. Nakon hlaĊenja otopine na sobnoj temperaturi dodaje 

joj se navedeni kunićji serum, te se otopina nakon toga filtrira kroz Seitzov filter, nakon ĉega 

se otopina u sterilnim uvjetima rasporeĊuje u sterilne epruvete s ĉepom. Navedene epruvete se 

na kraju pravilno oznaĉe nazivom hranjive podloge i datumom. Do uporabe, hranidbene 

podloge pohranjuju se u hladnjak na temperaturi od 4 ºC. 

 

Tablica 4. Sastojci za proizvodnju Korthofove tekuće hranjive podloge. 

 

 

Gustoća leptospira unutar Korthofove hranjive podloge ispitivana je subjektivnom 

metodom ocjenjivanja uz pomoć mikroskopa s tamnim vidnim poljem. Jedna kap izvaĊena 

laboratorijskom ezom pregledavana je na predmetnom stakalcu. Mala do jedva vidljiva 

koliĉina slabo pokretnih ili nepokretnih leptospira oznaĉavala se s jednim kriţem (+), veća 

koliĉina oznaĉena je s dva kriţa (++), dok su velike koliĉine dobro pokretnih leptospira bile 

ocjenjene s tri kriţa (+++). Ĉetiri kriţa (++++) imale su izuzetno guste otopine s jako velikim 

brojem dobro pokretnih leptospira. Pretpostavlja se da su izolati s ĉetiri kriţa imali gustoću 

rasta od oko 2-4 x 10
8
 bakterija u mililitru, što ih ĉini prikladnima za izvoĊenje seroloških i 

molekularnih metoda identificiranja. (HABUŠ, 2013.)  

Sastojci Masa 

Pepton 0,8 g 

NaCl 1,4 g 

NaHCO3 0,02 g 

KCl 0,04 g 

CaCl2 0,04 g 

KH2PO4 0,18 g 

Na2HPO4 0,96 g 
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3.1.3. POHRANA IZOLATA 

Izolati leptospira prethodno umnoţeni do gustoće rasta od oko 2-4 x 10
8
 bakterija u 

mililitru su potom pohranjeni na nekoliko naĉina kako bi se omogućilo njihovo dugoroĉno 

preţivljavanje. Po 0,5 mililitara izolata je presaĊeno u sterilnim uvjetima uz pomoć 

mikrobiološke zaštitne komore u dvije epruvete s Korthofovom tekućom hranjivom podlogom 

i jednu epruvetu s tekućom hranjivom podlogom po Fletcheru. PresaĊivanje na hranjivu 

podlogu po Fletcheru trebalo je omogućiti preţivljavanje izolata unutar uvjeta sobne 

temperature tijekom 6 mjeseci. Na jednak naĉin presaĊeno je 1,5 mililitara izolata u 

Eppendorf epruvete u svrhu pohranjivanja izolata na temperaturi od -80 ºC. Navedeni 

postupak omogućio je gotovo neograniĉeno ĉuvanje izolata budući da su leptospire 

preţivljavale postupak zaleĊivanja i odleĊivanja.  

 

3.1.4. ODREĐIVANJE SEROLOŠKE SKUPINE 

Svi izolati leptospira kojima prethodno nije odreĊena serološka skupina pretraţeni su  

hiperimunim serumima. Materijali potrebni za izvoĊenje metode su nabrojani ispod.  

 

Materijal, pribor, oprema i reagensi  

 1 % Fosfatni pufer (PBS) 

 Mikrotitracijske plitice s V dnom (Ratiolab GmbH, Dreieich, Njemaĉka) 

 Mikropipete (jednokanalna pipeta 1 - 10 μl, multikanalna pipeta 30 – 300 μl, dispenzer 

pipeta) i odgovarajući nastavci 

 12 otopljenih hiperimunih seruma proizvedenih na kunićima 

 Sterilne staklene boĉice za antigen  

 Ispitujući antigen (101 pretraţivani izolat leptospira)   

 Mikroskop s tamnim vidnim poljem – Zeiss Axioskop 40  

 Obrasci za upis rezultata 
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U sve jaţice prethodno oznaĉene mikrotitracijske plitice sa V dnom je stavljeno 50 μl 

1 % fosfatnog pufera (1% PBS) pomoću multikanalne pipete. Zatim je u jaţice drugog stupca 

(iza linije) dodano još 50 μl PBS-a i 4,2 μl odreĊenog hiperimunog seruma (prethodno 

oznaĉenog na mikrotitracijskoj ploĉi uz pripadajuće redove plitica i u obrascu za upis). 

Multikanalnom pipetom je promiješan sadrţaj drugog stupca (uvlaĉenjem sadrţaja unutra – 

van 3 puta), te je 50 μl prebaĉeno u naredni treći stupac. Tada je sadrţaj ponovo promiješan 

na isti naĉin, pa prebaĉen u naredni stupac. Iz zadnjeg stupca uklonjeno je 50 μl prethodno 

promiješanog sadrţaja. Ovim korakom su stvorena dvostruka serijska razrjeĊenja, s poĉetnim 

razrjeĊenjem 1:25 (unutar 2. stupca). Dispenzer pipetom je tada u sve jaţice dodano 50 μl 

ispitujućeg antigena, prilikom ĉega je poĉetno razrjeĊenje povećano na 1:50 (u 2. stupcu). U 

ovom trenutku mikrotitracijska ploĉa je stavljena u termostat na temperaturu 28 ºC na 

inkubaciju od 2 sata. Nakon inkubacije ezom je iz pojedinih mikrotitracijskih plitica 

prenesena kap pod mikroskop sa tamnim vidnim poljem. Najvećim titrom smatralo se 

razrjeĊenje seruma u kojem je prisutno najmanje 50% aglutiniranih leptospira. Ova jaţica 

oznaĉila se na mikrotitracijskoj plitici okomitom linijom (Slika 4). 

 

 

Slika 4. Mikrotitracijska plitica sa V dnom na kojoj je naznaĉeno najveće razrjeĊenje seruma 

(Izvor: privatna fotografija).  
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Rezultati istraţivanih izolata potom su upisani u obrazac za serološku determinaciju 

hiperimunim serumima.   

Smatralo se da istraţivani izolat pripada serološkoj skupini soja s ĉijim je hiperimunim 

serumom aglutinacija bila vidljiva u najvećem titru. U Tablici 5, navedeni su hiperimuni 

serumi pomoću kojih su testirani odabrani izolati.  

 

Tablica 5. Referentni sojevi leptospira ĉiji su hiperimuni serumi rabljeni za odreĊivanje 

serološke skupine izdvojenih izolata leptospira. 

Serološka skupina Serovar 

Grippotyhosa Grippotyhosa 

Australis Australis 

Pomona Pomona 

Canicola Canicola 

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 

Tarassovi Tarassovi 

Sejroe Saxkoebing 

Ballum Ballum 

Bataviae Bataviae 

Javanica Poi 

Autumnalis Rachmati 

Hebdomadis Hebdomadis 
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3.2. MOLEKULARNA TIPIZACIJA 

 

3.2.1. ODABIR IZOLATA ZA GENOTIPIZACIJU 

Za genotipizaciju su odabrana 33 od ukupno 101 serološki determiniranih uzorka 

(Tablica 6). Odabir se temeljio na rezultatima serološke pretrage hiperimunim serumima 

odnosno pripadnosti odreĊenoj serološkoj skupini, vrsti domaćina iz kojeg je izdvojen 

navedeni uzorak, te lokalitetu na kojem je ulovljen domaćin. Tako je od odabranih trideset tri 

uzorka, serološkom metodom jedanaest klasificirano kao serološka skupina Australis, ĉetiri 

uzorka su klasificirana kao Grippotyphosa, jedan uzorak je klasificiran kao Bataviae, dok je 

preostalih sedamnaest uzoraka pripadalo u serološku skupinu Pomona.  

Uzimajući u obzir vrstu domaćina iz kojih su izdvojeni uzorci, odabrano je ĉetrnaest 

uzoraka izdvojeno iz prugastog poljskog miša (A. agrarius), šest iz obiĉnog šumskog miša (A. 

sylvaticus), dva iz šumske voluharice (C. glareolus), deset iz ţutogrlog miša (A. flavicollis) i 

jedan iz obiĉne voluharice (M. arvalis). S obzirom na lokalitet na kojem su glodavci ulovljeni, 

odabrana su dva uzorka iz Sušice, trinaest uzoraka iz Lipovljana, pet iz Ţupanje, po dva iz 

Ĉakovca, Turopoljskog luga i Lekenika, kao i po jedan iz Plitvica, Sljemena, Nove Subocke, 

Šiljakovaĉke dubrave, Bjelovara, Valpovaĉkih nizinskih šuma i Draganića. Smatra se da su 33 

uzoraka odabrana za genotipizaciju reprezentativan uzorak svih izolata na kojima je raĊena 

serološka determinacija, s obzirom na nabrojane kategorije. 
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Tablica 6. Izolati odabrani za genotipizaciju. 

Oznaka izolata Vrsta ţivotinje Lokalitet Serološka skupina 

M-845 A. agrarius Draganić Bataviae  

M-864 A. flavicollis Sušica 1a, Australis 

M-943 A. sylvaticus Sušica 34a, Gerovo Australis 

M-1019 A.agrarius Lipovljani AA1 Pomona 

M-1078 A. agrarius Lipovljani 1 175a Pomona 

M-1084 A. sylvaticus Lipovljani Pomona 

M-1086 C. glareolus Lipovljani Pomona 

M-1087 C. glareolus Lipovljani Pomona 

M-1088 A. sylvaticus Lipovljani Pomona 

M-1118 A. agrarius Lipovljani 1 Pomona 

M-1205 A. agrarius Lipovljani Australis 

M-1384 A. flavicollis Plitvice Australis 

M-1391 A. flavicollis Sljeme Pomona 

M-1709 A. agrarius Lipovljani Pomona 

M-1719 A. agrarius Lipovljani Pomona 

M-1729 A. agrarius Lipovljani Pomona 

M-1740 A. agrarius Lipovljani Grippotyphosa 

M-1773 A. flavicollis Lipovljani Pomona 

M-1781 A. agrarius Nova Subocka Pomona 

M-1784 A. agrarius Ţupanja Australis 

M-1798 A. sylvaticus Ţupanja K4 Pomona 

M-1802 A. sylvaticus Ţupanja Australis 

M-1812 A. flavicollis Ţupanja Grippotyphosa 

M-1817 A. agrarius Ţupanja Pomona 

M-1990 M. arvalis Ĉakovec Grippotyphosa 

M-1994 A. agrarius Ĉakovec Pomona 

M-2012 A. sylvaticus 
Velika Gorica,  

Turopoljski lug 7a 
Australis 

M-2139 A. flavicollis Lekenik 51A Australis 

M-2141 A. flavicollis Lekenik 51A Grippotyphosa 

M-2179 A. flavicollis Turopoljski lug Australis 

M-2182 A. flavicollis Šiljakovaĉka dubrava Australis 

M-2230 A. agrarius Bjelovar Pomona 

M-2234 A. flavicollis Valpovaĉke nizinske šume 47b Australis 
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3.2.2. IZDVAJANJE DNK IZ KULTURE LEPTOSPIRA 

Za izdvajanje DNK iz kulture leptospira korišteni su slijedeći materijali, pribor i 

oprema:  

 

Materijal, pribor i oprema 

 33 odabrana izolata leptospira  

 Mikropipete 0,5 - 10, 10 – 100, 100 – 1000 μl i odgovarajući nastavci  

 Eppendorf epruvete od 2 ml i Eppendorf epruvete sa silikagelnom membranom 

 Sakupljaĉice („Collection tube“) 

 Komercijalni kit za izdvajanje DNK (NucleoSpin Tissue kit, Macherey Negel) s 

etanolom, pripadajućim reagensima i puferskim otopinama: proteinaza K, te T1, B3, 

BW, B5 i BE puferi. 

 Mikrocentrifuga Eppendorf 

 Laboratorijska tresilica (Vortex) 

 Termomješalica BioSan 

 

Postupak izdvajanja DNK iz kulture izolata leptospira, poĉinje odvajanjem 1,5 ml 

izolata u Eppendorf epruvetu, nakon ĉega je ista centrifugirana na najvećem broju okretaja 

(14 500 rpm) u toku 45 minuta. Tada je odliven supranatant, a talogu dodano 180 μl pufera 

T1, pa 25 μl proteinaze K. Dobivena mješavina je homogenizrana u laboratorijskoj tresilici 

tijekom 25 sekundi, pa ponovo centrifugirana kroz 25 sekundi na 11 000 rcf. Navedeni uzorak 

je ostavljen u termomješalici preko noći na 56 ºC (300 rpm).  

Idućeg dana uzorci su izvaĊeni iz termomješalice nakon ĉega su stavljeni u 

laboratorijsku tresilicu na 25 sekundi, pa na centrifugu jednaku koliĉinu vremena (11 000 rcf). 

Potom je dodano 200 μl pufera B3 u sve uzorke, nakon ĉega su iznova homogenizirani u 

termomješalici, pa centrifugirani u toku 25 sekundi (11 000 rcf). Tada su uzorci ostavljeni u 

termomješalici na 10 minuta (70 ºC, 300 rpm), nakon ĉega su uzorci iznova homogenizirani u 

laboratorijskoj tresilici u toku 25 sekundi, pa centrifugirani tijekom 25 sekundi (12 800 rpm = 

11 000 rcf). Za to vrijeme izvaĊene su sakupljaĉice („Collection tube“) i u njih su stavljene 

Eppendorf-ove epruvete sa silikagelnom membranom (privremeno oznaĉene brojem na 

stijenci epruvete i ĉepu iste).   
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Sljedeći korak bilo je dodati 210 μl etanola unutar svakog uzorka, zatim su uzorci 

stavljeni u laboratorijsku tresilicu, pa u centrifugu na 25 sekundi (11 000 rcf). Nakon toga 

oznaĉeni su svi uzorci odgovarajućim privremenim brojevima koji odgovaraju onima na 

Eppendorf-ovim epruvetama koje se nalaze u sakupljaĉicama. Naknadno, uzorak (650 μl) je 

prenesen u sakupljaĉice s Eppendorf-ovim epruvetama koje sadrţe silikagelne membrane. Svi 

uzorci su centrifugirani jednu minutu (11 000 rcf). Za to vrijeme su izvaĊene i poslagane nove 

sakupljaĉice, unutar kojih su nakon centrifuge stavljene Eppendorf-ove epruvete sa 

silikagelnom membranom, dok su stare sakupljaĉice bile baĉene. Tada je dodano 500 μl 

pufera BW u Eppendorf-ove epruvete sa novim sakupljaĉicama, te su iste ponovo 

centrifugirane u toku jedne minute na brzini 11 000 rcf. Za to vrijeme su izvaĊene i poslagane 

nove sakupljaĉice. Nakon centrifuge stare sakupljaĉice su baĉene, a Eppendorf-ove epruvete 

sa silikagelnom membranom su stavljene u nove sakupljaĉice. U ovom trenutku je dodano 

600 μl pufera B5 u Eppendorf-ove epruvete sa trećim sakupljaĉicama. Iste su centrifugirane 

dva puta po jednu minutu (11 000 rcf), a za to vrijeme su izvaĊene nove Eppendorf-ove 

epruvete (na kojima su napisani stvarni brojevi uzoraka). Nakon centrifuge stare sakupljaĉice 

su baĉene, a Eppendorf-ove epruvete sa silikagelnom membranom su prebaĉene i stavljene 

unutar novih pravilno oznaĉenih Eppendorf-ovih epruveta. Tada je dodano 100 μl pufera BE 

u Eppendorf-ove epruvete sa membranom koje su stavljene u Eppendorf-ove epruvete sa 

stvarnim brojem uzoraka. Za kraj uzorci su ostavljeni na uvjetima sobne temperature jednu 

minutu, nakon ĉega su centrifugirani 1 minutu na brzini od 11 000 rcf. Nakon centrifugiranja, 

baĉene su Eppendorf-ove epruvete sa silikagelnom membranom, a Eppendorf-ove epruvete sa 

stvarnim brojem uzoraka u kojima se nalazi izdvojena DNK su zatvorene i pohranjene na -20 

ºC do upotrebe. 

 

3.2.3. LANČANA REAKCIJA POLIMERAZOM (PCR) 

Izdvojeni DNK izolati pretraţeni su lanĉanom reakcijom polimeraze koristeći 

poĉetnice SecY F (5’-ATGCCGATCATTTTTGCTTC-3’) i SecY PPR2 (5’-

CCTTCCTTTAATTTTAGACTTTTTC-3’) koje umnaţaju 245 bp SecY gena. Za izvoĊenje 

navedene metode, potrebni su slijedeći materijali, reagensi, pribor i oprema: 
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Materijal, reagensi, pribor i oprema 

 33 odabrana izdvojena DNK izolata leptospira  

 Mikropipete i odgovarajući nastavci 

 Eppendorfove epruvete zapremine 2ml  

 Epruvete za PCR reakciju zapremine 200 μl 

 Mikrobiološka biozaštitna komora 

 PCR ureĊaj  

 Taqara Taq HC Polymerase (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, 

SAD) 

 Pufer polimeraze 10X PCR Buffer s MgCl2 (Invitrogen, Life Technologies, Grand 

Island, NY, SAD) 

 dNTP otopina  

 Odgovarajuće DNK pozitivne kontrole 

 PCR ĉista voda (molekularno ĉista voda) 

 Odgovarajuće poĉetnice sintetizirane i dostavljene od strane tvrtke Bio Basic, 

Ontario, Kanada 

 

Unutar mikrobiološke biozaštitne komore pripremljeno je 22,5 μl Master Mix 

mješavine pomoću reagensa, prethodno razrijeĊenih poĉetnica (10 μM) i Taqara Taq HC 

polimeraze. U epruvete za PCR reakciju dodana je mješavina prethodno pripravljena prema 

slijedećem protokolu: 

 

PCR MIX                                           za 1 uzorak (μl) 

10X PCR buffer                                2.5 

dNTP                                                2 

Poĉetnica SecY F (10μM)                   0.625 

Poĉetnica SecY PPR2 (10μM)            0.625 

PCR voda                                          16.625 

Taqara Taq HC                                   0.125 
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U epruvete za PCR reakciju unutar kojih se nalazila Master Mix mješavina, dodano je 

još 2,5 μl DNK leptospira (uzorka). Osim 33 DNK uzorka, korištene su još 3 pozitivne 

kontrole kojima je dodano 2,5 μl DNK referentnih izolata umjesto ispitujućih. Kao negativna 

kontrola korištena je mješavina reagensa kojima je umjesto DNK (uzoraka ili referentnih) 

dodano 2,5 μl PCR vode (molekularno ĉiste vode). Na ovaj naĉin pripremljeni uzorci su 

inkubirani u PCR ureĊaju prema sljedećem protokolu vremena i temperature: 

 

 

 

 

3.2.3.1. PCR pozitivne kontrole 

U metodi lanĉane reakcije polimerazom korištene su 3 pozitivne kontrole koje su 

predstavljale DNK izdvojene iz referentnih izolata, a ne ispitujućih. U nastavku su navedena 

ta tri referentna izolata korištena tijekom ovog istraţivanja. 

Sejroe Mozdok Grippotyphosa 

L. Borgpeterenii L. Kirschneri L. Kirschneri 

M 84 5621 Moskva V 

 

  

Program PCR ciklusa 

 

 95 °C        5 min 

94 °C       1 min 

54 °C            0,30 min    

72 °C                    1 min 

72 °C      7 min 

4 °C   ∞ 

34 

ciklusa 
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3.2.4. ELEKTROFOREZA U GELU 

Kako bi se provjerila uspješnost umnaţanja 549 bp secY gena u pretraţivanim 

izolatima, PCR proizvodi su provjereni metodom elektroforeze u gelu. Za navedenu metodu 

bili su potrebni naredni materijali, reagensi, te pribor i oprema: 

 

Materijal, reagensi, pribor i oprema 

 Proizvodi lanĉane reakcije polimerazom – PCR proizvodi 

 Mikropipete i odgovarajući nastavci   

 Erlenmayerova tikvica zapremnine 300 ml  

 Mikrovalna pećnica  

 Parafinski film  

 Kalup, kadica, ĉešalj i izvor elektriĉne struje (CS-300V, Cleaver Scientific, 

Warwickshire, UK)  

 Komora za snimanje gelova (Gel Doc 200, Bio Rad, Richmond, SAD)  

 Agaroza (Agarose for routine use, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Njemaĉka)  

 Boja za DNK (Diamond, Nucleic Acid Dye, Promega, USA)  

 Otopina za nanošenje uzoraka u gel tj. bromfenol–plave boje (DNA Loading Buffer, 

6x, Lonza, USA) 

 Molekulski DNK biljeg (100bp DNA Ladder, Invitrogen, Life Technologies, Grand 

Island, NY, SAD)    

 TAE pufer 50X, sastav pufera:  

Tris baza           242 g 

Ledena octena kiselina                  57,1 g 

EDTA                      100 ml 

Destilirana H2O            do 1L 

 

 
 

Gel za elektroforezu je pripremljen miješanjem agaroze sa TAE puferom u omjeru 

1:100, odnosno 0,5 g agaroze sa 50 ml TAE pufera ili 1 g agaroze sa 100 ml TAE pufera. 

Tako je dobiven 1 % agarozni gel. Navedena mješavina, spravljena je unutar Erlenmayerove 

tikvice i zagrijana uz pomoć mikrovalne pećnice do otapanja agaroze.   
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Tikvica je nakon toga hlaĊena na sobnoj temperaturi, a ohlaĊenoj, no još uvijek 

tekućoj agarozi dodano je 3 μl boje za DNK (Diamond, Nucleic Acid Dye, Promega, USA). 

Nakon miješanja sadrţaj tikvice je paţljivo izliven u prethodno sastavljen kalup, ĉija veliĉina 

je ovisila o koliĉini agaroze. Zatim je u još tekuću agarozu stavljen odgovarajući ĉešalj za 

elektroforezu, te je ista ostavljena u tamnom prostoru da se stvrdne u gel. Poslije 

stvrdnjavanja agaroze, izvaĊen je ĉešalj ĉime su stvorene jaţice u gelu, a postolje sa gelom je 

stavljeno u kadicu za elektroforezu ispunjenu TAE puferom. U idućem koraku na parafinski 

film je nakapano 1 μl otopine za nanošenje uzorka u gel, tj. bromfenol–plave boje (DNA 

Loading Buffer, 6x, Lonza, USA), pa je na istu dodano 5 μl PCR produkta, dok je molekulski 

biljeg bio umješan u omjeru 1:1 (1 μl otopine + 1 μl markera razrjeĊenja 1:10). Navedene 

kapi su dobro promiješane, te su stavljene u prethodno pripremljene jaţice u gelu. Kadica je 

potom poklopljena, te je puštena elektriĉna struja napona 100 V i jakosti 80 mA tijekom 50 

min. Nakon završene elektroforeze gel je snimljen u komori za snimanje gelova (Gel Doc 

200, Bio Rad, Richmond, SAD) (Slika 5). Nakon utvrĊivanja ispravnosti uzorka pomoću 

pozitivnih i negativnih kontrola, pripremljeni uzorci DNK poslani su u tvrtku za 

sekvencioniranje (Macrogen Europe Laboratory, Amsterdam, Nizozemska). Rezultat istog je 

bio slijed nukleotidnih baza pretraţivanih izolata u obliku teksta i elektroferograma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Snimak gela nakon elektoforeze 

(Izvor: privatna fotografija).  
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3.2.5. RAČUNALNA OBRADA ELEKTROFEROGRAMA I FILOGENIJSKA 

ANALIZA 

Za vizualizaciju i obradu sekvenci, kao i izradu filogenijskog stabla korišteni su 

slijedeći raĉunalni programi: 

 

 Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australija) 

 BioEdit 

 ClustalX2 

 MEGA 7.0 (DNASTAR, Madison, Wisconsin, SAD) 

 

U prvom koraku nukleotidni sljedovi (sekvence) su pregledane u programu Chromas 

Lite 2.1, prilikom ĉega su obrisani poĉetni dijelovi koje odgovaraju poĉetnicama i završni koji 

su bili greškom oĉitani, jer je ispitivano 1000 bp, dok je gen od interesa velik tek 549 bp. 

Bitno je naglasiti da su pregledavana oba smjera sekvence (F i R), budući da su moguće 

greške pri oĉitovanju samo jednog smjera. Nakon što je u Chromas Lite 2.1 programu ureĊena 

sekvenca, ista je ureĊena u BioEdit programu, na naĉin da su izbrisani krivo oĉitani dijelovi 

sekvence. U tom programu su dvije odgovarajuće (komplementarne) sekvence rasporeĊene 

jedna ispod druge, te su R sljedovi prebaĉeni u reverzni komplement kako bi ih usporedili sa 

F sekvencama. Poslije ovog koraka sekvence su otvorene u ClustalX2 programu prilikom 

ĉega su dvije prethodno rasporeĊene sekvence poravnate, te su iste spremljene u fasta 

formatu. U slijedećem koraku sekvence su iznova otvarane BioEdit programom te su 

ispravljane greške u sravnjivanju dvaju komplementarnih sekvenci. Greške su ispravljane 

nakon ponovnog pregleda sekvenci u Chromas Lite 2.1 programu. 

Na kraju je BioEdit program rezultirao oblikovanjem jedne (eng. Consensus) 

sekvence, nakon ĉega su sve 33 sekvence otvorene i rasporeĊene jedna ispod druge. Tim 

sekvencama su dodane sekvence referentnih sojeva preuzete iz banke gena – NCBI - 

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Tablica 7) i doktorskog rada Habuš, 2013: 

„Genetska sljedivost patogenih bakterija roda leptospira u prirodnom ţarištu leptospiroze“ 

(Tablica 8). Rezultat su sekvence koje su još jednom poravnate pomoću programa ClustalX2, 

pa su navedeni nukleotidni sljedovi otvoreni u programu MEGA 7.0 prilikom ĉega su 

filogenijski analizirani.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Filogenijsko stablo temeljilo se na proraĉunima izvorne udaljenosti „Maximum 

likelihood method“ algoritmom. Evolucijske udaljenosti procijenjene su  „Tamura 3-

parametar“ modelom, dok je za procjenu vjernosti reprodukcije specifiĉnih svojstava 

filogenijskih stabala rabljena Bootstrap metoda sa 1000 poduzorkovanja. 

 

Tablica 7. Referentni sojevi leptospira korišteni u procesu genotipizacije. 

Genomska vrsta Serovar Soj 

L. interrogans Australis MG-392 

L. interrogans Grippotyphosa Moskva Y 

L. interrogans Lora 2366 

L. interrogans Saxkoebing MG-73 

L. interrogans Australis K9H 

L. interrogans Canicola L14 

L. interrogans Australis ballico 

L. interrogans Ramisi MG-347 

L. interrogans Pomona Pomona 

L. interrogans Saxkoebing Mus24 

L. interrogans Kenniwicki LT1026 

L. noguchii Panama CZ214k 

L. kirschneri Grippotyphosa Moskva V 

L. kirschneri Mozdok 5621 

L. kirschneri Tsaratsovo B 81/7 

L. santarosai Brasiliensis An 776 
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Tablica 8. Sekvence preuzete iz doktorskog rada Habuš, 2013: „Genetska sljedivost 

patogenih bakterija roda leptospira u prirodnom ţarištu leptospiroze“. 

Naziv izolata Serovar Serološka skupina Genomska vrsta Porijeklo 

TORMAN Poi Javanica L. borgpetersenii ĉovjek 

ŢIVKOVIĆ Poi Javanica L. borgpetersenii ĉovjek 

GUDLEK Sejroe / Saxkoebing Sejroe L. borgpetersenii ĉovjek 

CAR Saxkoebing Sejroe L. borgpetersenii ĉovjek 

RAUŢAN Saxkoebing Sejroe L. borgpetersenii ĉovjek 

M-664 Saxkoebing Sejroe L. borgpetersenii miš 

PRPIĆ Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae L. interrogans ĉovjek 

TAR Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae L. interrogans pas 

HRASTOVIĆ Pomona Pomona L. interrogans ĉovjek 

VARDARAC 

M5 Pomona Pomona L. interrogans maĉka 

ŠTENE 

GOLDI Mozdok Pomona L. kirschneri pas 

C-502 Pomona Pomona L. interrogans svinja 

R 25/75 Kenewicki Pomona L. interrogans zec 

M-635 Mozdok Pomona L. kirschneri miš 

PERŠUN Bataviae Bataviae L. interrogans ĉovjek 

ĈEMINAC 

M-1 Bataviae Bataviae L. interrogans maĉka 

D-67 Bataviae Bataviae L. interrogans svinja 

M-640 Bataviae Bataviae L. kirschneri miš 

MAHNET Grippotyphosa Grippotyphosa L. kirschneri ĉovjek 

LEGRAD 36 

(LG36) Grippotyphosa Grippotyphosa L. kirschneri M. arvalis 

M-764 Dadas Grippoyphosa L. kirschneri A. flavicollis 

M-753 Bratislava Australis L. interrogans A. flavicollis 

M-758 Bratislava Australis L. interrogans A. flavicollis 

M-792 Bratislava Australis L. interrogans A. flavicollis 
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3.3. METODA TIPIZIRANJA NA OSNOVI MULTILOKUSNIH 

SEKVENCI (MLST) 

 

3.3.1. ODABIR IZOLATA PRETRAŢIVANIH METODOM TIPIZIRANJA NA 

OSNOVI MULTILOKUSNIH SEKVENCI (MLST) 

Za izvoĊenje MLST metode odabrano je 11 uzoraka za koje je smatrano da su 

reprezentativan uzorak od 33 uzorka za genotipizaciju, odnosno od 101 uzorka sa kojim je 

uraĊena serološka pretraga. Odabrani uzorci su navedeni u Tablici 9. Uzorci su odabrani po 

genomskoj vrsti, serovaru, vrsti ţivotinje iz koje su izdvojeni i lokaciji pronalaska domaćina. 

Moţe se primijetiti  da je odabrano osam uzoraka koji su pripadali genomskoj vrsti Leptospira 

kirschneri i tri koje su pripadali genomskoj vrsti Leptospira interogans. Što se tiĉe pripadnosti 

serološkoj skupini, ĉetiri uzorka su svrstani u serološku skupinu Pomona, tri uzorka u 

serološku skupinu Grippotyphosa, tri u serološku skupinu Australis i jedan u serološku 

skupinu Bataviae. S obzirom na vrstu ţivotinja moţe se primijetiti da su ĉetiri uzorka 

izdvojena iz vrste A. agrarius, tri uzorka su izdvojena iz vrste A. flavicollis, dva uzorka su 

izdvojena iz vrste A. sylvaticus, a po jedan iz vrsta C. glareolus i M. arvalis. S obzirom na 

lokalitet, moţe se zakljuĉiti da je pet uzorka iz Lipovljana, a po jedan iz Draganića, Gerova, 

Plitvica, Sljemena, Ţupanje i Ĉakovca.  

Tablica 9. Odabrani uzorci za tipiziranje multilokusnim sekvencama. 

DNA 

uzorak 
Vrsta ţivotinje Lokalitet Serološka skupina 

Genomska 

vrsta 

M-845 A. agrarius Draganić Bataviae L. kirschneri 

M-943 A. sylvaticus Sušica 34a, Gerovo Australis L. interogans 

M-1084 A. sylvaticus Lipovljani Pomona L. kirschneri 

M-1087 C. glareolus Lipovljani Pomona L. kirschneri 

M-1118 A. agrarius Lipovljani 1 Pomona L. kirschneri 

M-1205 A. agrarius Lipovljani Australis L. interogans 

M-1384 A. flavicollis Plitvice Australis L. interogans 

M-1391 A. flavicollis Sljeme Pomona L. kirschneri 

M-1740 A. agrarius Lipovljani Grippotyphosa L. kirschneri 

M-1812 A. flavicollis Ţupanja Grippotyphosa L. kirschneri 

M-1990 M. arvalis Ĉakovec Grippotyphosa L. kirschneri 
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3.3.2. METODA TIPIZIRANJA NA OSNOVI MULTILOKUSNIH  SEKVENCI 

(MLST)  

Od nekoliko poznatih MLST shema za ovo istraţivanje odabrano je ono koje se 

temelji na umnaţanju šest gena; od kojih je ĉetiri (adk, icdA, rrs2, secY)  dobro evolucijski 

oĉuvano (engl. houskeeping), dok su dva promjenjiva i kodiraju lipoproteine vanjske ovojnice 

(LipL32, LipL41). Od šest odabranih gena, smatra se da su geni adk, icdA i secY znaĉajno 

promjenjivi, dok su geni koji kodiraju lipoproteine vanjske membrane LipL32 i LipL41, te 

rrs2 gen bili umjereno promjenjivi. (AHMED i sur., 2004.).  

U svrhu tipiziranja od odabranih 11 izolata umnoţeno i sekvencirano je  šest lokusa 

(dijelova gena) i dobiveno po šest ureĊenih nukleotidnih sljedova koji su zatim spojeni u 

jednu divovsku sekvencu, koja predstavlja tzv. mega-lokus. Redoslijed spajanja gena u 

nukleotidnom slijedu mega-lokusa bio je slijedeći: adk, icdA, LipL32, LipL41, rrs2 i na kraju 

secY (Tablica 10). 

 

Tablica 10. MLST: ciljni geni, poĉetnice i oĉekivane veliĉine umnoţenih proizvoda. 

Naziv gena  Funkcija gena Nukleotidni slijed poĉetnica 

Veliĉina 

umnoţenog 

proizvoda (bp)  

adk Adenilat kinaza 
F-GGGCTGGAAAAGGTACACAA              

R-ACGCAAGCTCCTTTTGAATC  
531 

icdA Izocitrat dehidrogenaza  
F-GGGACGAGATGACCAGGAT                

R-TTTTTTGAGATCCGCAGCTTT 
674 

LipL32 
Lipoprotein vanjske 

membrane LipL32  

F-ATCTCCGTTGCACTCTTTGC                

R-ACCATCATCATCATCGTCCA 
474 

LipL41 
Lipoprotein vanjske 

membrane LipL41  

F-TAGGAAATTGCGCAGCTACA               

R-GCATCGAGAGGAATTAACATCA 
518 

rrs2  16S ribosomalna RNK  
F-CATGCAAGTCAAGCGGAGTA             

R-AGTTGAGCCCGCAGTTTT 
452 

secY  
Preproteinska 

translokaza secY  

F-ATGCCGATCATTTTTGCTTC                

R-CCGTCCCTTAATTTTAGACTTCTTC  
549 
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Mješavina reagensa i odgovarajućih poĉetnica zvana Master mix pripremljena je po 

slijedećim protokolima:   

 

Protokol reakcije za adk, icdA, LipL32, LipL41 i rrs2 gene 

PCR MIX                                           za 1 uzorak (μl) 

Emerald PCR mix, 2x 12 

Poĉetnica F (10μM)                   0.5 

Poĉetnica R (10μM)                   0.5 

PCR voda 10.75 

 

 

Protokol reakcije za secY gen 

PCR MIX                                           za 1 uzorak (μl) 

10X PCR buffer                                2.5 

dNTP                                                2 

Poĉetnica SecY F (10μM)                   0.625 

Poĉetnica SecY PPR2 (10μM)            0.625 

PCR voda                                          16.625 

Taqara Taq HC                                   0.125 

 

 

U epruvete za PCR raspodijeljeno je po 23,75 μl Master Mix mješavine i dodano 1,25 

μl istraţivane DNK uzorka. Kao negativna kontrola sluţila je Master Mix mješavina kojoj je 

umjesto izdvojene DNK uzoraka, dodano 1,25 μl PCR vode (molekularno ĉiste vode). Na 

ovaj naĉin pripremljeni uzorci su inkubirani u PCR ureĊaju pod slijedećim uvjetima 

temperature i vremena:   
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Program umnaţanja adk, icdA, LipL32, LipL41, rrs2 i secY gena  

 

 

TS* - temperature spajanja navedene su za svaki par poĉetnica u Tablici 11 

 

Tablica 11. MLST: geni i temperature spajanja.  

Naziv gena Temperature spajanja (°C)  

adk 52 

icdA 54 

LipL32 54 

LipL41 54 

rrs2 54 

secY 54 

 

Svi dobiveni PCR produkti nakon umnaţanja u PCR ureĊaju provjereni su pomoću 

elektroforeze. Navedeni postupak detaljno je opisan u poglavlju 3.2.4. Elektroforeza u gelu. 

  

Program PCR ciklusa 

 

 95 °C        5 min 

94 °C       1 min 

TS* °C            0,30 min    

72 °C                    1 min 

72 °C      7 min 

4   °C   ∞ 

34 

ciklusa 
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Na ovaj naĉin pripremljeni i provjereni uzorci DNK poslani su u tvrtku za 

sekvenciniranje (Macrogen Europe Laboratory, Amsterdam, Nizozemska). Rezultat 

sekvencioniranja je bio slijed nukleotidnih baza pretraţivanih izolata u obliku teksta i 

elektroferograma. Obrada raĉunalnim programima dobivenih nukleotidnih sljedova izvoĊena 

je na jednak naĉin opisan u poglavlju 3.2.5. Raĉunalna obada elektroferograma i filogenijska 

analiza. S razlikom da je za svaki odabrani uzorak dobiveno po 6 ureĊenih nukleotidnih 

sekvenci koje su zatim spojene u jednu divovsku „megasekvencu“. Redoslijed spajanja gena u 

nukleotidnom slijedu mega-lokusa bio je; adk, icdA, LipL32, LipL41, rrs2 i na kraju secY.  

Tako dobivene ureĊene i poravnate megasekvence unešene su u MEGA 7.0 raĉunalni 

program. Dobiveni podatci usporeĊeni su meĊusobno, kao i sa sekvencama referentnih sojeva 

preuzetih iz banke gena – NCBI - GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), te 

megasekvencama dobivenim iz doktorskog rada  Habuš, 2013: „Genetska sljedivost patogenih 

bakterija roda leptospira u prirodnom ţarištu leptospiroze“ (Tablica 8). Iz banke gena 

odabrani su dostupni referentni sojevi koji predstavljaju sve pretraţivane serološke skupine i 

genomske vrste (Tablica 12). Prije izrade filogenijskog stabla, megasekvence su otvorene u 

ClustalX2 programu prilikom ĉega su poravnate. Filogenijska analiza temeljila se na 

proraĉunima izvorne udaljenosti Neighbor Joining algoritma. Evolucijske udaljenosti 

procijenjene su „Tamura-Nei“ modelom s „Gamma“ distribucijom, dok su za procjenu 

vjernosti reprodukcije specifiĉnih svojstava filogenijskih stabala korištena Bootstrap metoda 

sa 1000 poduzorkovanja.  

 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank


46 

 

Tablica 12. Referentni sojevi leptospira rabljeni u filogenijskim analizama (MLST). 

Soj Serovar Serološka skupina Genomska vrsta 

Lora  Lora  Australis  L. interrogans 

Ballico Australis  Australis  L. interrogans 

Brem 137 Bratislava Australis L. interrogans 

C90 Muenchen Australis L. interrogans 

33 Fudge Australis L. interrogans 

2008720116 Jalna Australis L. interrogans 

T62-68 Hawain Australis L. interrogans 

Pomona Pomona Pomona L. interrogans 

Kennewicky Pomona Pomona L. interrogans 

5621 Mozdok Pomona L. kirschneri 

B 81/7 Tsaratsovo Pomona L. kirschneri 

Moskva V Grippotyphosa Grippotyphosa L. interrogans 

Wumalasena Ratnapura Grippotyphosa L. kirschneri 

Kipod 179 Vanderhoedeni Grippotyphosa L. kirschneri 

RM2 Muelleri Grippotyphosa L. interrogans 

Valbuzzi Valbuzzi Grippotyphosa L. interrogans 

129 Bataviae Bataviae L. kirschneri 

LT101-69 Losbanos Bataviae L. interrogans 

55 Paidjan Bataviae L. interrogans 

Swart Bataviae Bataviae L. interrogans 
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4.1. ANALIZA PODATAKA O PRIKUPLJENIM IZOLATIMA 

 

Tijekom ovog istraţivanja rabljen je sto jedan izolat prikupljen iz mišolikih glodavaca 

na podruĉjima prirodnih ţarišta Hrvatske. Uzimajući u obzir vrstu domaćina iz kojih su 

izdvojeni izolati, pedeset sedam izolata (56,4%) izdvojeno je iz prugastog poljskog miša (A. 

agrarius), dvadeset i dva (21,8%) iz ţutogrlog miša (A. flavicollis), sedamnaest (16,8%) iz 

obiĉnog šumskog miša (A. sylvaticus), tri (3%) iz šumske voluharice (M. glareolus) i dva 

(2%) iz obiĉne voluharice (M. arvalis) (Slika 6).  

 

 

Slika 6. Zastupljenost vrsta glodavaca iz kojih su izdvojeni izolati u ukupnim izolatima 

korištenim tijekom ovog istraţivanja. 

 

S obzirom na lokalitet na kojem su glodavci ulovljeni, ĉetrdeset i osam izolata (47,5%) 

je iz Lipovljana, osamnaest (17,8%) je iz Novoselca, osam (7,9%) iz Ţupanje, pet (5%) 

izolata je iz Mikanovca, po tri (3%) su iz Nove Subocke i Lekenika, dok su po dva (2%) 

izolata iz  Iloka, Sušice, Šiljakovaĉke dubrave, Turopoljskog luga i Ĉakovca, te po jedan (1%) 

iz Cerne, Plitvica, Sljemena, Bjelovara, Valpovaĉkih nizinskih šuma i Draganića (Slika 7). 

  

Omjer vrsta glodavaca 

A. agrarius

A. flavicollis

A. sylvaticus

M. glareolus

M. arvalis
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Slika 7. Zastupljenost izdvojenih izolata iz pojedinih lokaliteta korištenih u ovom 

istraţivanju. 

 

Na Slici 8. moţe se vidjeti spol glodavaca iz kojih su izdvojeni izolati rabljeni u ovom 

istraţivanju. Od svih pregledanih glodavaca, 38 ih je bilo muškog spola (37,6 %), 62 

glodavaca bila su ţenskog spola (61,4%), dok se za jednog glodavca nisu uspjeli pronaći 

podatci o spolu (1%).  

 

 

Slika 8. Odnos spolova domaćina iz kojih su izdvojeni izolati koji su korišteni u ovom 

istraţivanju.  

Lokaliteti Lipovljani

Novoselec, Ţutica

Ţupanja

Mikanovci

Nova Subocka
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Sušica

Šiljakovaĉka dubrava

Turopoljski lug

Ĉakovec

Cerna

Plitvice

Sljeme

Bjelovar

Valpovaĉke nizinske šume

Draganić

Spol 

Ţenski

Muški

NeodreĊen
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4.2. ODREĐIVANJE SEROLOŠKE SKUPINE 

 

Za 77, do sad nedeterminiranih izolata pripadnost serološkoj skupini odreĊena je 

mikroskopskom aglutinacijom uz pomoć 12 hiperimunih seruma koji su predstavljali serovare 

prisutne na podruĉju Republike Hrvatske. Smatrano je da istraţivani izolati pripadaju 

serološkoj skupini soja s ĉijim je hiperimunim serumom aglutinacija bila vidljiva u najvećem 

titru. UtvrĊni titar izolata bio je u rasponu od 1:400 do 1:3200 (Tablica 13).  

 

Tablica 13. Prikaz pretraţenih izolata, njihovog porijekla i rezultati pretraţivanja 

hiperimunim serumima. 

Oznaka 

izolata 
Porijeklo izolata Lokalitet 

Determinacija kultura 

hiperimunim serumom 

Serološka 

skupina 

M-615 Apodemus agrarius Mikanovci Pomona * Pomona 

M-619 Apodemus agrarius Mikanovci Pomona * Pomona 

M-621 Apodemus agrarius Mikanovci Pomona * Pomona 

M-631 Microtus arvalis Mikanovci Grippotyphosa 1:3200 Grippotyphosa 

M-634 Apodemus agrarius Mikanovci Pomona * Pomona 

M-641 Apodemus sylvaticus Ilok Australis * Australis 

M-644 Apodemus sylvaticus Ilok Australis * Australis 

M-656 Apodemus agrarius Cerna Pomona * Pomona 

M-742 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-745 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-747 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-751 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-753 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-754 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-758 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-764 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Grippoyphosa 1:1600 Grippoyphosa 

M-789 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-790 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-792 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-795 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Pomona * Pomona 

M-812 Apodemus agrarius Novoselec, Ţutica Pomona * Pomona 

M-814 Apodemus flavicollis Novoselec, Ţutica Pomona * Pomona 

M-832 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-833 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Pomona * Pomona 

M-837 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 

M-841 Apodemus sylvaticus Novoselec, Ţutica Australis * Australis 
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M-845 Apodemus agrarius Draganić 
Bataviae 1:3200 

Tarassovi 1:100 
Bataviae 

M-864 Apodemus flavicollis Sušica 1a 
Australis 1:1600 

Grippotyphosa 1:100 
Australis 

M-943 Apodemus sylvaticus 
Sušica 34a, 

Gerovo 
Australis 1:3200 Australis 

M-1019 Apodemus agrarius Lipovljani AA1 Pomona 1:3200 Pomona 

M-1078 Apodemus agrarius Lipovljani 1 175a Pomona 1:800 Pomona 

M-1084 Apodemus sylvaticus Lipovljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1086 Myodes glareolus Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1087 Myodes glareolus Lipovljani Pomona 1:400 RGA 1:100 Pomona 

M-1088 Apodemus sylvaticus Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1089 Apodemus sylvaticus Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1090 Myodes glareolus Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1117 Apodemus agrarius Lipovljani 1 Pomona 1:800 Pomona 

M-1118 Apodemus agrarius Lipovljani 1 Pomona 1:200 Pomona 

M-1166 Apodemus agrarius Lipovoljani Pomona 1:800 Poi 1:100 Pomona 

M-1167 Apodemus agrarius Lipovoljani Pomona 1:200 Pomona 

M-1172 Apodemus agrarius Lipovoljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1205 Apodemus agrarius Lipovoljani Australis 1:3200 Australis 

M-1216 Apodemus agrarius Lipovoljani 
Pomona 1:800 Ballum 1:100 

Bataviae 1:100 
Pomona 

M-1217 Apodemus agrarius Lipovoljani Pomona 1:200 Pomona 

M-1384 Apodemus flavicollis Plitvice 
Australis 1:800 

Autumnalis 1:50 
Australis 

M-1391 Apodemus flavicollis Sljeme Pomona 1:3200 Poi 1:50 Pomona 

M-1709 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1711 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1712 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1713 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1718 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1719 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1723 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1725 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1726 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1729 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1735 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1739 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1740 Apodemus agrarius Lipovljani Grippotyphosa 1:1600 Grippotyphosa 

M-1743 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1744 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1745 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1746 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1747 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 
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M-1749 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1750 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1751 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1752 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1755 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1: 400 Pomona 

M-1759 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1760 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:400 Pomona 

M-1761 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1762 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1766 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:800 Pomona 

M-1769 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:3200 Pomona 

M-1771 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1773 Apodemus flavicollis Lipovljani Pomona 1:1600 Pomona 

M-1776 Apodemus agrarius Lipovljani Pomona 1:100 Pomona 

M-1780 Apodemus agrarius Nova Subocka Pomona 1:400 Pomona 

M-1781 Apodemus agrarius Nova Subocka Pomona 1:3200 Pomona 

M-1782 Apodemus agrarius Nova Subocka Pomona 1:800 Pomona 

M-1784 Apodemus agrarius Ţupanja Australis 1:3200 Australis 

M-1785 Apodemus agrarius Ţupanja Pomona 1:800 Pomona 

M-1789 Apodemus sylvaticus Ţupanja K1 Pomona 1:3200 Pomona 

M-1798 Apodemus sylvaticus Ţupanja K4 Pomona 1:800 Pomona 

M-1802 Apodemus sylvaticus Ţupanja Australis 1:3200 Australis 

M-1805 Apodemus agrarius Ţupanja Pomona 1:1600 Pomona 

M-1812 Apodemus flavicollis Ţupanja Grippotyphosa 1:3200 Grippotyphosa 

M-1817 Apodemus agrarius Ţupanja Pomona 1:1600 Pomona 

M-1990 Microtus arvalis Ĉakovec Grippotyphosa 1:1600 Grippotyphosa 

M-1994 Apodemus agrarius Ĉakovec Pomona 1:1600 Pomona 

M-2012 Apodemus sylvaticus 
Velika Gorica, 

Turopoljski lug 7a 

Australis 1:3200 

Pomona 1:100 
Australis 

M-2128 Apodemus flavicollis Lekenik 37B Australis 1:3200 Australis 

M-2139 Apodemus flavicollis Lekenik 51A Australis 1:3200 Australis 

M-2141 Apodemus flavicollis Lekenik 51A Grippotyphosa 1:1600 Grippotyphosa 

M-2179 Apodemus flavicollis Turopoljski lug Australis 1:3200 Australis 

M-2182 Apodemus flavicollis 
Šiljakovaĉka 

dubrava 
Australis 1:3200 Australis 

M-2183 Apodemus flavicollis 
Šiljakovaĉka 

dubrava 

Australis 1:3200  

Hebdomadis 1:100 
Australis 

M-2230 Apodemus agrarius Bjelovar Pomona 1:3200 Pomona 

M-2234 Apodemus flavicollis 
Valpovaĉke 

nizinske šume 47b 
Australis 1:3200 Australis 

 

* Uzorci koji nisu pretraţeni hiperimunim serumima tijekom ovog istraţivanja, obzirom da je 

njihova serološka tipizacija obavljena tijekom prijašnjih istraţivanja.  
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Nakon što su ovim rezultatima pribrojani izolati (kojima je pripadnost serološkoj 

skupini determinirana tijekom prijašnjih istraţivanja) utvrĊeno je da 65,3% (66/101) izolata 

pripada serološkoj skupini Pomona. Serološkoj skupini Australis je pripada 27,7% (28/101) 

izolata, serološkoj skupini Grippotyphosa 6% (6/101) izolata, a preostalih 1% (1/101) 

pretraţenih izolata, pripada serološkoj skupini Bataviae (Slika 9). 

 

 

Slika 9. Zastupljenost seroloških skupina u svim izolatima korištenim u ovom istraţivanju. 

 

Analiza prikupljenih podataka pokazuje da od dostupnih pedeset sedam izolata 

izdvojenih iz prugastog poljskog miša (A. agrarius), serološkoj skupini Pomona pripada 93% 

izolata (53/57), serološkoj skupini Australis pripada 4% (2/57) izolata prugastih poljskih 

miševa pretraţenih tijekom ovog istraţivanja, a serološkim skupinama Grippotyphosa i 

Bataviae pripada po 2% (1/57) pretraţenih izolata  (Slika 10). 

  

Serološke skupine 

Pomona

Australis

Grippotyphosa

Bataviae
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Slika 10. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina u izolatima izdvojenim iz prugastog 

poljskog miša tijekom ovog istraţivanja. 

 

Od dvadeset dva izolata izdvojena iz ţutogrlih miševa (A. flavicollis) koji su pretraţeni 

u ovom istraţivanju, 68% (15/22) izolata pripadalo je serološkoj skupini Australis, 18% 

(4/22) serološkoj skupini Pomona, a 14%  (3/22) serološkoj skupini Grippotyphosa (Slika 11). 

 

 

Slika 11. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina u izolatima izdvojenim iz ţutogrlih 

miševa tijekom ovog istraţivanja.  
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Od sedamnaest izolata izdvojenih iz obiĉnog šumskog miša (A. sylvaticus) pretraţenih 

u ovom istraţivanju, 65% (11/17) izolata je pripadalo serološkoj skupini Australis, a 35% 

(6/17) serološkoj skupini Pomona (Slika 12). 

 

Slika 12. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina u izolatima izdvojenim iz obiĉnog 

šumskog miša tijekom ovog istraţivanja. 

 

Na Slici 13 vidi se da tri izolata izdvojena iz šumskih voluharica (M. glareolus) 

pripadaju serološkoj skupini Pomona (3/3; 100%), dok su dva izolata izdvojena iz obiĉnih 

voluharica (M. arvalis) determinirani kao serološka skupina Grippotyphosa (2/2; 100%). 

 

A                                                               B 

   

Slika 13.  

A. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina u izolatima izdvojenim iz šumskih 

voluharica tijekom ovog istraţivanja. 

B. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina u izolatima izdvojenim iz obiĉnih  

voluharica tijekom ovog istraţivanja.  

Apodemus sylvaticus 
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Australis

Grippotyphosa

Bataviae

Myodes glareolus 

Pomona
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Grippotyphosa

Bataviae

Microtus arvalis 

Pomona

Australis

Grippotyphosa

Bataviae
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S druge strane, moţe se vidjeti raširenost pojedinih serovara na odreĊenom lokalitetu. 

Na primjer na lokalitetu Lipovljani izdvojeno je ĉetrdeset i osam izolata od kojih je ĉetrdeset 

šest Pomona (96%), jedan Australis (2%) i jedan Grippotyphosa (2%) (Slika 14). 

 

Slika 14. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina kod izolata pretraţenih tijekom ovog 

istraţivanja na lokalitetu Lipovljani. 

 

Ili se pak moţe vidjeti raširenost pojedinih serovara na lokalitetu Novoselec, Ţutica 

gdje je izdvojeno osamnaest izolata od kojih su ĉetiri Pomone (22%), trinaest Australis (72%) 

i jedan Grippotyphosa (6%) (Slika 15).     

 

 

Slika 15. Zastupljenost pojedinih seroloških skupina kod izolata pretraţenih tijekom ovog 

istraţivanja na lokalitetu Novoselec, Ţutica.  

Lipovljani 

Pomona

Australis

Grippotiphosa

Bataviae
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Grippotyphosa
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4.3. ODREĐIVANJE GENOMSKE VRSTE IZOLATA 

UMNAŢANJEM I  FILOGENIJSKOM ANALIZOM 245 BP 

ODSJEČAKA secY GENA 

 

Za odreĊivanje genomske vrste pomoću umnaţanja, sekvenciranja i filogenijske 

analize secY gena odabrana su 33 uzoraka. Odabir uzoraka temeljio se na rezultatima 

serološke pretrage hiperimunim serumima odnosno pripadnosti odreĊenoj serološkoj skupini, 

vrsti domaćina iz kojeg je izdvojen navedeni uzorak, te lokalitetu na kojem je ulovljen 

domaćin. Smatramo da smo na taj naĉin dobili reprezentativan uzorak svih izolata na kojima 

je raĊena serološka determinacija, obzirom na nabrojane kategorije. 

Analizom dobivenog filogenijskog stabla prikazanog na Slici 16. ustanovljeno je da od 

33 pretraţivana uzorka njih 22 pripada genomskoj vrsti L. kirschneri  (M-845, M-1019, M-

1078, M-1084, M-1086, M-1087, M-1088, M-1118, M-1391, M-1709, M-1719, M-1729, M-

1740, M-1773, M-1781, M-1798, M-1812, M-1817, M-1990, M- 1994, M-2141, M-2230), 

dok je njih 11 svrstano u genomsku vrstu L. interrogans (M-864, M-943, M-1205, M-1384, 

M-1784, M-1802, M-2012, M-2139, M-2179, M-2182, M-2234).  
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Slika 16. Filogenijsko stablo dobiveno analizom odsjeĉka SecY gena veliĉine 245 bp 

pretraţivanih izolata, referentnih sojeva i već determiniranih lokalnih sojeva.  

L. interrogans 

L. noguchii 

L. kirschneri 

L. borgpetersenii 

L. santarosai 
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Odnos u broju genomskih vrsta kod odabranih uzoraka moţe se vidjeti na Slici 17. 

Vidljivo je da genomskoj vrsti L. kirschneri pripada 66,6% svih uzoraka pretraţenih u ovom 

istraţivanju, dok genomskoj vrsti L. interrogans pripada 33,3% svih pretraţenih uzoraka. 

 

 

Slika 17. Odnos genomskih vrsta izolata pretraţenih u ovom istraţivanju pomoću filogenijske 

analize 245 bp secY gena. 

 

Analizom navedenog filogenijskog stabla i rezultata dobivenih hiperimunim serumima 

ustanovili smo da svi pretraţeni izolati genomske vrste L. interrogans pripadaju u serološku 

skupinu Australis, dok unutar genomske vrste L. kirschneri nalazimo izolate svrstane u 

serološke skupine Pomona, Grippotyphosa i Bataviae (Slika 18). 

 

  

Odnos genomskih vrsta 

L. kirschneri

L. interrogans
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A                                                               B                    

     

Slika 18. 

A. Serološke skupine ustanovljene unutar genomske skupine L. kirschneri u izolata 

izdvojenih iz mišolikih glodavaca na podruĉju Republike Hrvatske (n=33).  

B. Serološke skupine ustanovljene unutar genomske skupine L. interrogans u izolata 

izdvojenih iz mišolikih glodavaca na podruĉju Republike Hrvatske (n=33).  

 

4.4. TIPIZIRANJE NA OSNOVI MULTILOKUSNIH SEKVENCI 

(MLST)  

 

Za izvoĊenje MLST metode odabrano je 33,3% (11/33), tj. 11% (11/101) uzoraka za 

koje se smatra da su reprezentativan uzorak od trideset tri uzorka na kojima je vršena 

genotipizacija, odnosno od sto jednog uzorka na kojim je uraĊena serološka pretraga. Uzorci 

su odabrani po genomskoj vrsti, serovaru, vrsti ţivotinje iz koje su izdvojeni i lokaciji 

pronalaska domaćina. 

U svrhu tipiziranja odabranih izolata umnoţeno i sekvencirano je šest polimorfnih 

odsjeĉaka koji su zatim spojeni u jednu mega sekvencu veliĉine 2855bp. Filogenijskom 

analizom tih mega-sekvenci, već determiniranih lokalnih izolata i odgovarajućih mega lokusa 

dostupnih na internetskoj bazi (Leptospira spp. MLST database) utvrdili smo da su svi 

istraţivani izolati ispravno genotipizirani odnosno svrstani unutar klastera koji prikazuju 

genomske vrste L. interrogans, L. kirschneri (Slika 19).   

L. kirschneri 

Pomona

Australis

Grippotyphosa

Bataviae

L. interrogans 

Pomona

Australis

Grippotyphosa

Bataviae
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Slika 19. Filogenijsko stablo prema analizi pretraţenih izolata, prethodno tipiziranih lokalnih 

sojeva i referentnih sojeva, dobiveno pomoću Neighbour joining algoritma i „Tamura-Nei“ 

modela uz „Gamma“ distribuciju i 1000 „Bootstrap“ poduzorkovanja. S naknadno oznaĉenim 

pripadnostima istraţivanih izolata odreĊenim serološkim skupinama.  

Australis 

Pomona  

Grippotyphosa 

Bataviae 

L. interrogans 

L. kirschneri 

Australis 

Pomona  

Grippotyphosa 

Bataviae 

Bataviae 
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 UtvrĊen je i visok stupanj podudaranja obzirom na pripadnost odreĊenoj serološkoj 

skupini odnosno serovaru koja je puno bolje vidljiva kad se filogenijska analiza radi samo za 

odreĊenu serološku skupinu.  

Slika 20. prikazuje filogenijsko stablo izolata svrstanih u serološku skupinu Australis 

sa prethodno tipiziranim lokalnim sojevima i svim sekvencama odgovarajuće serološke 

skupine i genomske vrste dostupnim u MLST internetskoj bazi. Analizom dobivenih podataka 

vidi se grupiranje naših Hrvatskih izolata (iz ovog i prethodnih istraţivanja) na istu granu na 

kojoj se nalazi i soj Brem 137 koji se determiniran kao serovar Bratislava, serološka skupina 

Australis. 

 

 

Slika 20. Filogenijsko stablo prema analizi pretraţenih izolata, prethodno tipiziranih lokalnih 

sojeva i referentnih sojeva koji pripadaju serološkoj skupini Australis. Dobiveno pomoću 

Neighbour joining algoritma i Tamura 3 parametra uz „Gamma“ distribuciju s 1000 

„Bootstrap“ poduzorkovanja. Skala na dnu slike oznaĉava evolucijsku udaljenost.   

L. interrogans 

L. kirschneri 
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Slika 21. prikazuje filogenijsko stablo izolata svrstanih u serološku skupinu Pomona sa 

prethodno tipiziranim lokalnim sojevima i svim sekvencama serološke skupine Pomona 

dostupnim u MLST internetskoj bazi. Analizom dobivenih podataka razvidno je da sojevi 

serološke skupine Pomona pripadaju dvjema genomskim vrstama; L. kirschneri i L. 

interrogans. Izolati iz prijašnjih istraţivanja koji su izdvojeni iz ljudi i domaćih ţivotinja, te 

su već prethodno tipizirani kao serovar Pomona, grupirani su na klasteru s ostalim izolatima 

svrstanim u genomsku vrstu L. interrogans. Izolati iz mišolikih glodavaca grupiraju se pak na 

klasteru koji predstavlja genomsku vrstu L. kirschneri te su identiĉni izolatu izdvojenom iz 

psa (RH) te izolatima iz MLST baze tipiziranim kao serovar Mozdok i Tsaratsovo. 

 

Slika 21. Filogenijsko stablo prema analizi pretraţenih izolata, prethodno tipiziranih lokalnih 

sojeva i referentnih sojeva koji pripadaju serološkoj skupini Pomona. Dobiveno pomoću 

Neighbour joining algoritma i Tamura 3 parametra uz „Gamma“ distribuciju s 1000 

„Bootstrap“ poduzorkovanja.   

L. kirschneri 

L. interrogans 
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Slika 22. prikazuje filogenijsko stablo pretraţenih izolata koji su svrstani u serološku 

skupinu Grippotyphosa sa prethodno tipiziranim lokalnim sojevima i svim sekvencama 

odgovarajuće serološke skupine i genomske vrste dostupnim u MLST internetskoj bazi. 

Analizom dobivenih podataka razvidno je da sojevi serološke skupine Grippotyphosa 

pripadaju dvjema genomskim vrstama; L. kirschneri i L. interrogans, no svi hrvatski izolati iz 

glodavaca, zeĉeva i ljudi (iz ovog i proteklih istraţivanja) grupiraju se na istoj grani, a 

najsliĉniji su serovarima Grippotyphosa i Vanderhoadeni genomske vrste L. kirschneri. 

 

  

 

Slika 22. Filogenijsko stablo prema analizi pretraţenih izolata, prethodno tipiziranih lokalnih 

sojeva i referentnih sojeva koji pripadaju serološkoj skupini Grippotyphosa. Dobiveno 

pomoću Neighbour joining algoritma i Tamura 3 parametra uz „Gamma“ distribuciju s 1000 

„Bootstrap“ poduzorkovanja. Skala na dnu slike oznaĉava evolucijsku udaljenost.  L. interrogans 

L. kirschneri 

L. interrogans 

L. kirschneri 
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 Slika 23. prikazuje filogenijsko stablo izolata svrstanog u serološku skupinu Bataviae 

sa prethodno tipiziranim lokalnim sojevima i svim sekvencama odgovarajuće serološke 

skupine i genomske vrste dostupnim u MLST internetskoj bazi. Analizom dobivenih podataka 

razvidno je da postoji izrazita razlika izmeĊu sojeva izdvojenih u Republici Hrvatskoj (koji 

ukljuĉuju dva izolata iz mišolikih glodavaca i jedan ljudskog izvora) u odnosu na sve ostale 

sojeve dostupne u internetskoj bazi. 

  

Slika 23. Filogenijsko stablo prema analizi pretraţenih izolata, prethodno tipiziranih lokalnih 

sojeva i referentnih sojeva koji pripadaju serološkoj skupini Bataviae. Dobiveno pomoću 

Neighbour joining algoritma i Tamura 3 parametra uz „Gamma“ distribuciju s 1000 

„Bootstrap“ poduzorkovanja. Skala na dnu slike oznaĉava evolucijsku udaljenost.  

 

 

  

L. interrogans 

L. kirschneri 
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Ovo istraţivanje obuhvaća sve dostupne izolate (n=101) pohranjene u arhivi izolata 

patogenih leptospira Laboratorija za leptospire, Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s 

klinikom, Veterinarskog fakulteta, Sveuĉilišta u Zagrebu. Analizom podataka o odabranim 

izolatima saznaje se da su odabrani izolati izdvojeni u periodu od trinaest godina (21.10.2005. 

- 14.6.2018.) sa ĉak sedamnaest razliĉitih lokaliteta i iz pet razliĉitih vrsta mišolikih 

glodavaca ulovljenih na podruĉju kontinentalnog dijela Republike Hrvatske (A. agrarius, A. 

flavicollis, A. sylvaticus, M. glareolus i M. arvalis). Svi lokaliteti sa kojih potjeĉu izdvojeni 

izolati nalaze se u blizini plavnih rijeka (Save i Drave) i već su tijekom prošlih istraţivanja 

istaknuti kao  poznata arhaiĉna prirodna ţarišta unutar kojih se glavnim izvorom infekcije 

leptospirama smatraju mišoliki glodavci (ĈORDAŠ, 2019.; HABUŠ, 2013.; ŠTRITOF 

MAJETIĆ, 2010.; TURK i sur., 2009.; ZAHARIJA i sur., 1982.).  

Skupna analiza podataka dobivenih serološkom determinacijom izolata pokazuje da 

najviše izolata pripada serološkoj skupini Pomona (65,3%). Budući da su ovi izolati 

uglavnom izdvojeni iz prugastog poljskog miša (A. agrarius), navedeno upućuje na ĉinjenicu 

da je ova serološka skupina iznimno prisutna i proširena u ove vrste mišolikih glodavaca, 

odnosno da A. agrarius predstavlja vaţan rezervoar serovara iz serološke skupine Pomona. 

Vrlo sliĉne rezultate dobili su i drugi autori tijekom nekih prethodnih istraţivanja (MILAS i 

sur., 2002.; TREML i sur., 2002.). UtvrĊene rezultate takoĊer je moguće povezati sa 

povećanom incidencijom leptospiroze primarno u pasa i konja uzrokovanih ovom serološkom 

skupinom (HABUŠ, 2017.; ŠTRITOF, 2012.).  

Rezultati serološke determinacije sojeva izdvojenih iz A. sylvaticus i A. flavicollis, 

ukazuju pak na njihovu ulogu u odrţavanju serovara iz serološke skupine Australis. Navedeni 

rezultati se u potpunosti slaţu sa rezultatima prethodnih istraţivanja u kojim je utvrĊeno da su 

ove vrste najĉešće inficirane genomskom vrstom L. interrogans i serološkom skupinom 

Australis, serovarom Bratislava (HABUŠ i sur., 2008.; MILAS i sur., 2013.). Odnosno, sa 

rezultatima radova (MILAS i sur., 2002.;  ŠTRITOF MAJETIĆ, 2010.; TURK i sur., 2003.) 

koji su utvrdili da je ţutogrli miš najĉešće inficiran serovarom Lora. Smatra se da su navedeni 

rezultati komplementarni visokoj prevalenciji serovara Australis u lisica i divljih svinja 

(HABUŠ i sur., 2008.; MILAS i sur., 2013.).  

S obzirom na mali broj izolata dobiven od šumskih i poljskih voluharica (C. glareolus 

i M. arvalis), teško je utvrditi kakvu ulogu imaju ove vrste u odrţavanju seroloških skupina 

Pomona, odnosno Grippotyphosa.   
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Iz dosad objavljenih publikacija, moţe se zakljuĉiti da u Hrvatskoj postoji povezanost 

poljske voluharice i serovara Grippotyphosa (HABUŠ i sur., 2008.;  TREML i sur., 2002.; 

TURK i sur., 2008.). Mali broj izolata iz arhive moţda se moţe objasniti ĉinjenicom da je 

većina izlova mišolikih glodavaca vršena u šumama, a obiĉna voluharica uglavnom ţivi na 

poljima i livadama (pašnjacima). Već opisana povećana incidencija serovara Grippotyphosa u 

svih pašnih ţivotinja tijekom godina s puno kiše, odnosno kad su pogodni uvjeti za 

preţivljavanje leptospira, dodatno potvrĊuje moguću povezanost. Ipak, ulogu poljskih 

voluharica u odrţavanju serovara Grippotyphosa treba još svakako dodatno istraţiti (HABUŠ 

i sur., 2017.). S druge strane, šumska voluharica ţivi u šumskim podruĉjima, te je tijekom 

proteklih istraţivanja relativno ĉesto lovljena i pretraţivana. Stoga bi mali broj dobivenih 

izolata mogao upućivati na ĉinjenicu da ova vrsta glodavaca nema vaţnu ulogu u odrţavanju 

Leptospira, već da se zapravo radi o sluĉajnim infekcijama. Zanimljivo bi bilo istraţiti da li 

ova vrsta glodavaca nakon infekcije ipak ostaje doţivotno inficirana ili se pak radi o 

vremenski ograniĉenom kliconoštvu.  

Skupna analiza podataka dobivenih serološkom i molekularnom determinacijom 33 

odabrana izolata upućuju na zakljuĉak da svi izolati determinirani kao L. interrogans zapravo 

pripadaju serološkoj skupini Australis, dok unutar izolata determiniranih kao L. kirschneri 

nalazimo pripadnike razliĉitih seroloških skupina (Pomona, Grippotyphosa i Bataviae). Kad 

razmatramo povezanost odreĊenih genomskih vrsta leptospira sa vrstama glodavaca, pojedini 

autori smatraju da su u Europi miševi iz roda Apodemus rezervoari serovara koji pripadaju u 

genomsku vrstu L. kirschneri (FAINE i sur., 1999.). U ovom istraţivanju, izolati koji su 

izdvojeni iz A. flavicollis i A. sylvaticus, ĉešće su pripadali genomskoj vrsti L. interrogans. 

Navedeni rezultat je u skladu sa istraţivanjem (MAYER-SCHOLL i sur., 2014.) i u 

potpunosti se slaţe sa spoznajama prijašnjih studija provedenih u Republici Hrvatskoj 

(ŠTRITOF MAJETIĆ, 2010.; TURK i sur., 2003.). Ipak, kada tome pridodamo serološku 

determinaciju uoĉavamo odreĊene razlike. Tako TURK i sur., 2003. determiniraju izolate 

serološke skupine Australis kao serovar Lora, a ŠTRITOF MAJETIĆ 2010. i HABUŠ 2013. 

kao serovar Bratislava. Navedene razlike vjerojatno su posljedica razliĉitih molekularnih 

metoda koje su autori upotrebljavali u procesu determinacije, a od kojih svaka ima odreĊene 

prednosti i nedostatke. Rezultati ovog istraţivanja, gdje je korištena metoda tipiziranja na 

osnovu multilokusnih sekvenci (MLST), idu u prilog istraţivanjima ŠTRITOF MAJETIĆ 

2010. i HABUŠ 2013. jer se izolati iz serološke skupine Australis tijekom filogenijske analize 

dobivenih mega-sekvenci svrstavaju na istu granu sa serovarom Bratislava.  
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Tijekom ovog istraţivanja, uporabom navedene MLST metode, utvrĊen je visok 

stupanj razluĉivosti s obzirom na pripadnost odreĊenoj serološkoj skupini odnosno serovaru, 

osobito kad su se tijekom analize koristili i prethodno serološki tipizirani lokalni izolati. 

Primjerice, filogenijska analiza MLST sekvenci u prijašnjem istraţivanju pokazuje da izolati 

izdvojeni iz svinja i ljudi u Republici Hrvatskoj pripadaju genomskoj vrsti L. interrogans, 

serovaru Pomona dok izolati iz mišolikih glodavaca i pasa pripadaju genomskoj vrsti L. 

kirschneri, serovaru Mozdok (HABUŠ, 2013.). Svi Pomona izolati izdvojeni iz mišolikih 

glodavaca koji su tipizirani u ovom istraţivanju potpuno su identiĉni onima tipiziranim 2013. 

(HABUŠ, 2013) i svrstavaju na istu granu. Ovi rezultati moţda mogu olakšati i utvrĊivanje 

izvora infekcije u sluĉajnih domaćina. Sudeći po dosadašnjim rezultatima moţemo zakljuĉiti 

da se ljudi izgleda ĉešće inficiraju kontaktom sa svinjama, što je logiĉno obzirom na bliski 

kontakt dvaju vrsta. Ipak, treba biti svjestan da i glodavci predstavljaju opasnost za širenje 

zaraze, budući da je jedan od izolata koji je tipiziran kao serovar Mozdok izdvojen iz psa sa 

kliniĉkom slikom leptospiroze (Štene Goldi), što navodi na zakljuĉak da se pas zarazio u 

kontaktu s poljskim mišem. Buduća istraţivanja izolata iz kliniĉki oboljelih pasa omogućiti će 

nam detaljniji uvid u moguće izvore infekcije i moţda objasniti zamijećenu povećanu 

incidenciju leptospiroze u pasa uzrokovane upravo serološkom skupinom Pomona (HABUŠ, 

2017.; ŠTRITOF, 2012.). 

Osobito je zanimljiva bila analiza filogenijskog stabla izolata M-845 koji je tijekom 

ovog istraţivanja svrstan u serološku skupinu Bataviae, genomsku vrstu L. kirschneri. Naime, 

svi lokalni izolati serološke skupine Bataviae izdvojeni iz domaćih ţivotinja i ljudi, 

determiniranih tijekom proteklih istraţivanja, svrstavaju se na istu granu sa ostalim izolatima i 

referentnim sojem serovara Bataviae, unutar klastera genomske vrste L. interrogans.  Sasvim 

zaseban klaster unutar vrste L. kirschneri ĉine M-845, još jedan mišji izolat iz Hrvatske 

(HABUŠ, 2013.) i jedan izolat iz ĉovjeka (pacijent iz Hrvatske) koji je jedini takav izolat 

dostupan u MLST internetskoj bazi. Navedeni rezultat upućuje na ĉinjenicu da na našem 

podruĉju kruţe patogeni serovari iz serološke skupine Bataviae koji se ne podudaraju niti sa 

jednim poznatim serovarom iz serološke skupine Bataviae. Ipak izolat (M-845) ne pokazuje 

potpunu gensku srodnost s ostala dva izolata unutar genomske vrste  L. kirschneri, što je 

potrebno potvrditi budućim istraţivanjima.  
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6. ZAKLJUČCI 
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1. Serološkom determinacijom utvrĊeno je da 65,3% izolata pripada serološkoj skupini 

Pomona, 28% serološkoj skupini Australis, 6% serološkoj skupini Grippotyphosa, a 

1% serološkoj skupini Bataviae. 

 

2. Filogenijska analiza odsjeĉaka secY gena pokazuje da 66,6% uzoraka pripada 

genomskoj vrsti L. kirschneri, dok 33,3% uzoraka pripada genomskoj vrsti L. 

interrogans.  

 

3. Svi izolati genomske vrste L. interrogans, pripadaju serološkoj skupini Australis, dok 

izolati unutar genomske vrste L. kirschneri pripadaju razliĉitim serološkim skupinama 

(Pomona, Grippotyphosa, Bataviae).  

 

4. Upotrebljena metoda tipiziranja multilokusnim sekvencama (MLST) rezultira 

ispravnim tipiziranjem svih izolata sukladno genomskoj vrsti i daje dobru serološku 

razluĉivost, pogotovo ako se uzorci usporeĊuju sa lokalnim izolatima. 

 

5. Analizom dobivenih rezultata utvrĊeno je da prugasti poljski miš (A. agrarius) 

predstavlja vaţan izvor infekcije za serovar Mozdok, dok su ţutogrli i obiĉni šumski 

miš ĉesti nosioci serovara Bratislava. Iako je pretraţen mali broj uzoraka porijeklom 

od livadne voluharice postoje naznake da ova vrsta moţda ima odreĊenu ulogu u 

odrţavanju serovara Grippotyphosa. 

 

6. Analizom dostupnih mega-sekvenci lokalnih sojeva izdvojenih iz ljudi, domaćih 

ţivotinja i glodavaca koji pripadaju u serološku skupinu Pomona moţe se zakljuĉiti da 

se ljudi u Hrvatskoj ĉešće zaraze kontaktom sa inficiranim svinjama (serovar 

Pomona). No, ostaje za istraţiti koliku ulogu ima prugasti poljski miš kao izvor 

infekcije za pse (serovar Mozdok).  

 

7. Postoji izrazita razlika izmeĊu izolata M-845 svrstanog u serološku skupinu Bataviae, 

genomsku vrstu L. kirschneri u odnosu na sve druge poznate sojeve serološke skupine 

Bataviae. U dostupnoj u internetskoj MLST bazi postoje još samo dva ovakva izolata 

(jedan iz miša i jedan iz ĉovjeka), oba izdvojena na podruĉju Republike Hrvatske. 
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Leptospiroza je (re)emergentna zoonoza uzrokovana izrazito heterogenim bakterijama 

iz roda Leptospira. Rod Leptospira se na osnovu genotipskih i fenotipskih razlika moţe 

podijeliti na 22 genomske vrste i više od 320 saprofitskih, intermedijarnih i patogenih 

serovara. Svi patogeni serovari mogu zaraziti više vrsta domaćih i divljih ţivotinja i ĉovjeka, 

no u pojedinom podruĉju kruţe zahvaljujući odreĊenoj ţivotinjskoj vrsti koja predstavlja 

rezervoar tog serovara. Neka od prijašnjih istraţivanja utvrdila su odreĊene osobitosti  

leptospiroze kod ljudi u Republici Hrvatskoj, kao što su visoka prevalencija bolesti u ljudi i 

pojava vjerojatno infektivnih serovara ĉiji su rezervoari mišoliki glodavci. Navedeno ĉini 

Hrvatsku drţavom sa najviše sluĉajeva leptospiroze u ljudi u Europskoj Uniji, s obzirom na 

broj stanovnika, odnosno trinaestom u svijetu. 

Slijedom navedenog, ciljevi ovog istraţivanja bili su serološki i molekularno tipizirati 

sojeva leptospire izdvojenih iz mišolikih glodavaca izlovljenih na podruĉju prirodnih ţarišta 

Republike Hrvatske, te utvrditi povezanosti odreĊenih vrsta mišolikih glodavaca s pojedinim 

serovarima Leptospira. 

Tijekom ovog istraţivanja pretraţeni su svi izolati (n=101) leptospira izdvojeni iz 

mišolikih glodavaca i pohranjeni u arhivu Laboratorija za leptospire, Zavoda za 

mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta, Sveuĉilišta u Zagrebu. 

Mikroskopskom aglutinacijom pomoću 12 hiperimunih seruma proizvedenih na kunićima 

utvrĊena je pripadnost nedeterminiranih izolata serološkim skupinama Pomona, Australis, 

Grippotyphosa i Bataviae. Zatim su odabrana 33 izolata koja su dalje tipizirana i 

molekularnim metodama: umnaţanjem secY gena, sekvencioniranjem i filogenijskom 

analizom odsjeĉaka, kako bi se utvrdila genomska vrsta. Za kraj je odabrano 11 izolata koji su 

predstavljali reprezentativan uzorak molekularno i serološki pretraţenih izolata koji su 

determinirani upotrebom molekularne metode tipizacije na osnovu multilokusnih sekvenci 

(MLST).  

Dobiveni rezultati pokazali su veliku genetsku srodnost pretraţenih izolata unutar 

pojedinih genomskih vrsta i time potvrdili teoriju o postojanju arhaiĉnih prirodnih ţarišta, a 

primjećena je i povezanost pojedinih serovara sa odreĊenim vrstama mišolikih glodavaca. 

 

Ključne riječi: Leptospira, mišoliki glodavci, prirodno ţarište, serološka i molekularna 

determinacija, MLST 
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Serological and molecular typization of Leptospira spp. isolated from 

small rodents 

 

Leptospirosis is one of the most widespread (re)emergent zoonoses caused by a highly 

heterogeneous genus Leptospira. Based on genotypic and phenotypic differences, Leptospira 

can be divided into 22 genomospecies and more than 320 saprophytic, intermediate and 

pathogenic serovars. All pathogenic serovars can infect multiple species of domestic and wild 

animals as well as humans. However, every serovar has its own predilection host that is 

considered to be its main reservoir in that specific geographical area. Some of the previous 

studies of human leptospirosis in Croatia revealed some specificity, primarily concerning the 

high incidence and prevalence of presumptive infective serogroups carried by small rodents.  

This makes Croatia the country with the highest incidence of human leptospirosis cases in 

Europan Union, in terms of population and thirteen in the world. 

The aim of this study was to type strains of Leptospira isolated from small rodents 

using a serological and molecular techinques and to determine the association of certain 

rodent species with a particular serovar of  Leptospira.  

In this study, all Leptospira strains isolated from small rodents (n=101) during the past 

years and stored in the archives of the Department of Microbiology and Infectious Diseases 

with Clinic, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb. Serologicaly undetermined 

isolates were tested using rabbit hyperimmune sera and assigned to serogroups Pomona, 

Australis, Grippotyphosa and Bataviae. Afterwards, representatives of serologically screened 

isolates (n=33) were selected for PCR based amplification of the secY gene, sequencing and 

phylogenetic analysis. In the end, multilocus sequence typing (MLST) method was employed 

in order to type and compare relationship of 11 selected strains. 

Results obtained in this study showed increased genetic relatedness of the tested 

isolates within individual genomic species, thus confirming the theory of archaic nautural 

foci. In addition, connection of particular serovars with a certain species of small rodents were 

also noted.  

 

Keywords: Leptospira, small rodents, natural focus, serological group, genetic affinities, 

MLST 

  



87 

 

 

 

 

 

 

 

10. ŢIVOTOPIS 

 

 

 

 

 

 

 

  



88 

 

RoĊen sam 09.01.1995. u Mostaru, BiH, gdje završavam opći smjer Gimnazije fra 

Grge Martića. Nakon gimnazije upisujem Veterinarski fakultet, Sveuĉilišta u Zagrebu koji 

pohaĊam kao jedan od 10% najuspješnijih studenata. Za vrijeme studija bio sam aktivan kao 

demonstrator na Zavodu za kemiju i biokemiju, Zavodu za anatomiju, histologiju i 

embriologiju i Zavodu za stoĉarstvo, te kao ĉlan studentskih organizacija IVSA Croatia i 

eSTUDENT. Tijekom 2017. godine završavam ljetnu školu „Food Hygene“ na Fakultetu 

veterinarske higijene i ekologije, Sveuĉilišta u Brnu, Ĉeška Republika, u skladu sa 

regulativom (EC) No. 854/2004. Osim ljetne škole, tijekom studija sudjelujem na razmjenama 

studenata u Ljubljani, Slovenija; Beogradu, Srbija; Brnu, Ĉeška republika; Wroclawu, 

Poljska; Cluj-Napoci, Rumunjska; takoĊer sudjelujem na CEEPUS ekskurziji u Beĉu, 

Austrija; te Erasmus + projektima u Tokatu, Turska; Panagyurishtu, Bugarska i Trentu, Italija. 

Za vrijeme studija takoĊer prisustvujem na sedmom i osmom  meĊunarodnom kongresu 

„Veterinary science and profession ” u Zagrebu; „Interdisciplinarnom znanstveno – struĉnom 

simpoziju o antimikrobnoj rezistenciji – Jedno zdravstvo = jedna znanost“ u Zagrebu; 

meĊunarodnoj konferenciji  „The Global Leadership Summit“ , Zagreb 2017; #TTIP raspravi; 

TAIEX regionalnoj radionici „Biomedicinski inţinjering: Nanotehnologija“ u Mostaru; 

prvom znanstveno - struĉnom simpoziju o reptilima „Reptilia“ u Zagrebu; DDL 

veterinarskom seminaru male prakse; drugom Europskom seminaru studenata veterine; 

ĉetvrtom studentskom simpoziju studenata biologije u Zagrebu; manifestaciji „Dani otvorenih 

vrata Veterinarskog fakulteta“ 2018. i 2019. godine; struĉnom skupu „Biološki lijekovi i što 

ljekarnik mora znati“ u Zagrebu; ERA radionici „Post – genomic era of molecular biology 

Proteomics era II“ na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu i mnogim drugim.  

Za akademske i vanakademske uspjehe tijekom studija sam nagraĊen Dekanovom 

nagradom za izvrsnost, te Generinom stipendijom za najuspješnijeg studenta. Terensko 

struĉnu praksu sam odradio u veterinarskoj ambulanti za male ţivotinje „Buba“ u Zagrebu, a 

diplomiram na temu ovog znanstveno – istraţivaĉkog rada uz pomoć mentorice J. Habuš.  

 

 

 


