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POVZETEK

Kljuéne besede: leptospiroza — diagnostika — mikrobiologija; leptospire — imunologija;
aglutinacijski testi; protitelesa proti bakterijam; dihurji — mikrobiologija; rezervoarji bolezni —

veterina; zoonoze; seroepidemioloske Studije.

Leptospiroza je zoonoza, ki jo povzroca bakterija iz rodu Leptospira. O okuzbi pri belem
dihurju je zelo malo podatkov. Zeleli smo preveriti, kak$na je prevalenca protiteles proti
razlicnim serovarom leptospire pri belih dihurjih ter kateri epidemioloski dejavniki
predstavljajo tveganje za okuzbo. V studijo smo vkljucili 154 vzorcev serumov belih dihurjev,
ki so bili med letoma 2011 in 2019 kot pacienti sprejeti na Kliniko za ptice, male sesalce in
plazilce InStituta za zdravstveno varstvo perutnine ptic, malih sesalcev in plazilcev,
Veterinarske fakultete. Za serolosko diagnostiko leptospiroznih okuzb smo uporabili
mikroaglutinacijski test (MAT). Za testiranje smo uporabili zive kulture dvanajstih serovarov,
Ki se najpogosteje pojavljajo pri zivalskih vrstah v Sloveniji. Test je bil pozitiven, kadar je
bilo zlepljenih ali liziranih najmanj 50 % leptospir. Pozitivne vzorce smo titrirali ter dolo¢ili
visino titra protiteles. Epidemioloske podatke smo zbrali s pomocjo ankete, ki so jo izpolnili
lastniki. Izmed 154 pregledanih serumov jih je 25 reagiralo pozitivno. Vecina pregledanih
belih dihurjev je bila pozitivna na en serovar, ostali so bili pozitivni na dva, tri ali Stiri
serovare. Za statisti¢no obdelavo smo izbrali 89 anket. Z anketami smo pridobili pomembne
podatke o zivljenju belih dihurjev v Sloveniji. Rezultati so pokazali na statisticno korelacijo
med pozitivnimi zivalmi instikom s tujimi dihurji ter prehranjevanjem z briketirano hrano. Z
raziskavo smo ugotovili, da se beli dihurji v Sloveniji okuZijo z leptospirami ter da zivljenjski

pogoji vplivajo na okuzbo.
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SUMMARY

Key words: leptospirosis — diagnosis — microbiology; leptospira — immunology; agglutination
tests; antibodies, bacterial; ferrets — microbiology; disease reservoirs — veterinary; zoonoses;
seroepidemiological studies.

Leptospirosis is a zoonosis caused by the bacterium from the Leptospira genus. Very little is
known about leptospiral infection in domestic ferrets. The aim of the study was to determine
the incidence of antibodies against Leptospira in ferrets and to investigate the risk factors for
infection. The study includes 154 ferrets admitted to the Clinic for birds, small mammals and
reptiles of the Institute for poultry, birds, small mammals and reptiles, between year of 2011
and 2019. The microscopic agglutination test (MAT) was used for the serological diagnosis.
Living cultures of twelve serovars most commonly found in animals in Slovenia were used
for testing. The positive reaction was evaluated as at least 50 % agglutination or lysis and the
titration of positive samples was performed. Epidemiological data was provided by the
owners. Out of 154 examined samples, 25 had antibodies against Leptospira. Most of the
ferrets were positive to one serovar, some were positive to two, three or four serovars. 89
surveys were selected for statistical analysis. We obtained important data on the life of ferrets
in Slovenia through the surveys. Results of the statistical analysis showed a correlation
between positive ferrets and the contact with foreign ferrets and kibble feed. The results show
that ferrets in Slovenia are in contact with Leptospira. Living conditions affect the possibility

for infection.
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV

CPK: kreatininska fosfokinaza, kreatinin kinaza; angl. creatine phosphokinase, creatine
Kinase

DNK: deoksiribonukleinska kislina; angl. deoxyribonucleic acid

ELISA: encimska imunoadsorpcijska preiskava; angl. The enzyme-linked immunosorbent
assay

EMJH: Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harrisovo gojisée; angl. Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris culture medium

IU: internacionalne enote; angl. international unit

MAT: mikroaglutinacijski test; angl. microagglutination test

NNK: negativna nacionalna kontrola

PBS: fosfatni pufer s soljo; angl. phosphate-buffered saline

PCR: verizna reakcija s polimerazo; angl. polymerase chain reaction

SIRS: sindrom sistemskega vnetnega odziva; angl. systemic inflamatory response syndrome
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1. UVOD

1.1. OPREDELITEV PROBLEMA

Za prostoziveCe vrste iz druzine Mustelidac se domneva, da so dovzetne za okuZzbo z
leptospiro (Barros in sod., 2014). Protitelesa proti leptospiram so bila odkrita pri razlicnih
vrstah mustelidov (Birtles, 2012), o okuzbi z leptospiro pri belih dihurjih pa je le malo
podatkov. Glede na nacin Zivljenja in navade belih dihurjev se domneva, da je okuzba z

leptospiro lahko pristona tudi pri njih (Lewington, 2007; Mitchell in Tully Jr, 2009).

Med viri okuzbe z leptospiro so najpogosteje omenjata stik s kontaminiranim urinom okuzene
zivali ter izpostavljenest vodnemu okolju, kjer se nahajajo leptospire (Moinet in sod., 2010).
Nekateri plenilci so lahko leptospiri izpostavljeni tudi preko prehrane z malimi sesalci, ki so

pogosti prenasalci patogenih leptospir (Ayral in sod., 2016).

1.2. CILJI RAZISKOVANJA

Cilj raziskovanja je bil, da na podlagi seroloske studije naklju¢nih vzorcev ugotovimo, ¢ese
beli dihurji lahko okuzijo z leptospirami. Poleg tega smo tudi Zeleli ugotoviti, ali nacin

zivljenja in prehrana belih dihurjev vplivata na moznost okuzbe.

1.3. DELOVNE HIPOTEZE

e Beli dihurji se okuZijo z leptospirami in razvijejo imunski odgovor s protitelesi.

e Vecje tveganje za okuzbo je povezano z nacinom Zivljenja (npr. Zivljenje v
zunanjem okolju, stik z zunanjimi viri vode — luze, jezera, ...).

e Vecje tveganje za okuzbo je povezano s hrano (npr. hranjenje s surovim mesom,
hranjenje s celim plenom).

e Metoda MAT je primerna metoda za ugotavljanje protiteles proti Leptospiri v

serumu belih dihurjev.



T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuZzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

2. PREGLED LITERATURE

2.1. BELI DIHUR

Beli dihur ali vretica, Mustela putorius furo, je bil udomacen Ze pred priblizno 2000-3000 let
(Powers in Brown, 2011). Domnevajo, da je bil udomacen iz navadnega (M. putorius)
(Gustafson in sod., 2018) ali sibirskega dihurja (stepskega) dihurja (M. eversmanni) (Powers
in Brown, 2011; Mitchell in Tully Jr, 2009).

Druzina kun (Mustelidae), v katero spadajo tudi beli dihurji, sicer obsega 67 vrst v 26 rodovih
in se deli na poddruzine podlasic (Mustelinae), skunkov (Mephitinae), vider (Lutrinae),
jazbecev (Melinae) in medarskega jazbeca (Mellivorinae). Dihurje uvrséamo v poddruzino
podlasic (Mustelinae), ki obsega 10 rodov s 33 vrstami. Predstavniki poddruzine podlasic so:
mala podlasica (Mustela nivalis), hermelin (M. erminea), navadni dihur (M. putorius),
dolgorepa podlasica (M. frenata), sibirska podlasica (M. sibirica), mink (M. vison), kuna
belica (Martes foina), kuna zlatica (M. martes), sobolj (M. zibellina), ribja kuna (M. pennati)
in rosomah (Gulo gulo) (Macdonald, 1996).

Druzina Mustelidae je razSirjena na vseh celinah, z izjemo Antarktike in Avstralije, na Novo
Zelandijo pa so bile vrste iz te druzine naseljene. Njihov habitat sega od arkti¢ne tundre do

tropskega dezevnega gozda. Zivijo na tleh, na drevesih, v sladkih vodah in na odprtem morju
(Macdonald, 1996).

Bele dihurje so sprva uporabljali za lov na kunce in za nadzor glodavcev, zlasti na Britanskem
otocju, Avstraliji in Novi Zelandiji, v zadnjem c¢asu pa so predvsem zaradi svoje narave,
majhne velikosti ter dokaj enostavne oskrbe in namestitve (Mitchell in Tully Jr, 2009) postali
pogosti hisni ljubljencki (Gustafson in sod., 2018).

Ime Mustela putorius furo izhaja iz latinskih besed »putoe« in »furonem«, ki pomenita
»smrdljivi tat«, kar ustrezno opiSe njihovo »nagajivo« obnaSanje in za mnoge neprijetni
mosusni vonj (Mitchell in Tully Jr, 2009). Znacilni moSusni vonj izvira iz izlo¢ka Zlez lojnic,
ki se v velikem $tevilu nahajajo v kozi, katerega izlocanje pa se pri spolno aktivni zivali v

obdobju razmozZevanja Se poveca. Posledicno se pojavi Se mocnejsi telesni vonj, rumeno
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razbarvano/obarvano in mastno krzno. Mocen, oster vonj proizvajajo tudi z izlo¢kom zlez ob
anusu, vendar se ta vonj redko izrazi, razen ¢e¢ se Zzivali mocno prestrasijo in iztisnejo z

izlo¢kom napolnjene analne mesicke (Mitchell in Tully Jr, 2009).

Za bele dihurje je znacilno dolgo vitko telo s kratkimi mi$i¢nimi nogami, dolgim tankim
repom, majhnimi oémi in kratkimi usesi. Od nosu do konice repa merijo od 44 do 46 cm.
Samci so vecji od samic, s povpre¢no telesno maso 1-2 kg, samice so manjsSe, telesne mase
0,5-1 kg. Telesna masa je pri kastriranih samcih lahko nizja, pri steriliziranih samicah pa
vi§ja. Njihova pri¢akovana zivljenjska doba znasa med 5 in 8 let (Mitchell in Tully Jr, 2009),
po navedbah nekaterih avtorjev pa tudi 8 do 10 let, najve¢ pa 15 let (Meredith in Redrobe,
2002). So zelo Zzivahni in aktivni, za igro in hranjenje porabijo priblizno 25 % dneva,
preostalih 75 % pa izkoristijo za spanje (Mitchell in Tully Jr, 2009).

Beli dihurji so lahko nastanjeni posamicno ali v skupinah (Mitchell in Tully Jr, 2009). Pod
nadzorom lahko sobivajo tudi s psi ali ma¢kami, ne pa s kunci ali glodavci (Meredith in
Redrobe, 2002). Bivajo lahko znotraj ali zunaj hise (Mitchell in Tully Jr, 2009). Velikost
kletke ni pomembna, dokler lastniki poskrbijo, da se zivali lahko igrajo pod nadzorom zunaj
kletke (Meredith in Redrobe., 2002). Sicer uzivajo v majhnem temnem prostoru, kjer se lahko
skrivajo in spijo. Radi imajo igrace, vendar se je potrebno izogibati mehkim gumijastim in
penastim igra¢am, saj take predmete pogosto zgrizejo in kos¢ke pojedo. Ce imamo Zivali na
prostem, jih je potrebno za¢ititi pred ekstremnimi vremenskimi vplivi (Mitchell in Tully Jr,
2009).

Beli dihurji so striktni mesojedi in potrebujejo temu primerno prehrano. Svetuje se dieta z
visoko kakovostnimi zivalskimi beljakovinami (30-40 %) in mas¢obami (18-30 %) ter z nizko
vsebnostjo ogljikovih hidratov in vlaknin. Lahko se jim ponudi visokokakovostno hrano za
macje mladice ali pa komercialno pripravljeno hrano za dihurje (Mitchell in Tully Jr, 2009).
Nekateri svetujejo hrano na osnovi surovega mesa z zelo nizko vsebnostjo ogljikovih hidratov
(Blanchard in sod., 2018). Hranjenje s celim plenom (misi, podgane) je za dihurje
najprimernejSa dieta (Johnson-Delaney, 2014). Paziti moramo pri prehrani z jajci, saj nekateri
lastniki belih dihurjev opisujejo povezavo med uzivanjem jajc in drisko; vzrok za to je lahko
sestava jajénega beljaka, ki vsebuje nekatere snovi, ki zmanjSujejo prebavljivost jajénega

beljaka (Blanchard in sod., 2018). Komercialni hrani za macke in pse se je potrebno izogibati,
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saj nimajo ustreznega razmerja beljakovin, pogosto pa vsebuje tudi beljakovine rastlinskega
izvora, ki pa za bele dihurje niso primerne in povzro¢ajo zdravstvene tezave (Npr. secne
kamne). NovejSa raziskava je pokazala, da je verjetnost, da beli dihurji, hranjeni s
komercialno pripravljeno hrano, postanejo letargi¢ni in/ali obolijo z inzulinomom in/ali
hipoglikemijo trikrat vecja kot pri ustreznej$i prehrani. Nevarnost pri komercialno pripravljeni
hrani je tudi pojav prebavnih tezav z drisko, kar je lahko posledica koncentracij ogljikovih
hidratov v tovstni hrani. V naravni dieti navadnih, prostozive¢ih dihurjev $kroba namre¢ ni
(Blanchard in sod., 2018). Vodo morajo imeti vedno na voljo (Mitchell in Tully Jr, 2009),
lahko jo ponudimo v skledi ali preko napajalnika. Vecina lastnikov ima raje napajalnike, saj

dihurji sklede z vodo med igro hitro prevrnejo (Meredith in Redrobe, 2002).

Bele dihurje rutinsko cepimo proti virusu pasje kuge in steklini. Virus pasje kuge namre¢ pri
necepljenih belih dihurjih povzro¢a hudo vrocinsko obolenje z visoko smrtnostjo. Tudi proti
steklini je smiselno cepiti vse dihurje. Priporocila za cepljenje proti pasji kugi so razli¢na;
najpogosteje uporabljeni ¢asovni razpored je prvi¢ pri 6-8 tednih, drugi¢ pri 10-12 tednih.
Cepivo proti steklini apliciramo pri starosti 14-16 tednov. Cepivo apliciramo subkutano na
interskapularnem delu telesa. Za obe bolezni se priporo¢a redna letna revakcinacija (Mitchell
in Tully Jr, 2009).

ProstozivecCe vrste iz druzine Mustelidae so tudi med zivalmi, za katere se smatra, da so
dovzetne za okuzbo z leptospiro (Barros in sod., 2014). Njihova vloga v epidemiologiji
leptospiroze se zdi pomembna, saj te vrste predstavljajo potencialne izlo¢evalce in gostitelje

za razmozevanje leptospir (Moinet in sod., 2010).

Leptospire oziroma protitelesa proti leptospiram so bila odkrita pri razlicnih vrstah
mustelidov, vklju¢no z evropskim (Mustela lutreola) in ameriskim minkom (Mustela vison),

navadnim dihurjem, kuno zlatico in kuno belico (Birtles, 2012).

Vir okuzbe z leptospiro je obi¢ajno neposreden ali posreden stik z okuzeno Zivaljo ali njenim
urinom, vecje tveganje pa je povezano z izpostavljenostjo vodnemu ali vlaznemu okolju, Kjer
se leptospire nahajajo (Moinet in sod., 2010). Nekatere Zivali so leptospiri izpostavljene tudi
preko prehrane, ¢e je slednja sestavljena iz malih sesalcev, ki so pogosto prenasalci razli¢nih

serovarov leptospir (Ayral in sod., 2016).
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V Evropi je bilo opravljenih nekaj $tudij 0 pojavnosti leptospire pri Mustelidih (Moinet in
sod., 2010; Fennestad in Borg-Petersen, 1972; Ayral in sod., 2016; Hartskeerl in Terpstra,

1996; Slavica in sod., 2007), sicer pa je o leptospirozi pri teh vrstah le malo podatkov.

Na obmocju Francije so Studije pokazale visoko prevalenco protiteles za L. interrogans pri
majhnih zvereh, zlasti pri prostozivec¢ih predstavnikih mustelidov. Ugotovili so, da imajo
predvsem kune visoko prevalenco protiteles za letospiro (Moinet in sod., 2010). V vzorcih
kun belic so nasli DNK dveh vrst leptospir, in sicer L. kirschhneri in L. borgpetersenii (Ayral
in sod., 2016). Te vrste leptospir imajo sicer raje suhe kopenske habitate, zato so sklepali, da
je tveganje za izpostavljenost leptospiri bolj povezano z njihovo prehrano kot z zivljenjskim

prostorom (Moinet in sod., 2010).

Leptospiro so pri kunah belicah nasli tudi v Belgiji, in sicer so tam porocali o odkritem

serovaru Grippothyphosa (Desmecht, 1990-1991).

Prostoziveée mustelidne vrste so pregledali tudi na Danskem, kjer so preiskali populacije
malih podlasic, hermelinov in navadnih dihurjev. Seroloska preiskava vzorcev malih podlasic
je pokazala Sibko pozitivno reakcijo pri dveh Zivalih, in sicer v titru 1:30, za serovar
Saxkoebing. 1z vzorcev 37 hermelinov so uspesno izolirali tri seve serovarov Poi, Pomona in
Sejroe. Poskus izolacije leptospir iz enajstih vzorcev navadnih dihurjev je bil sicer neuspesen,
je pa seroloska preiskava pokazala Sibko pozitivno reakcijo pri dveh zivalih, in sicer v titru

1:30 za serovar Saxkoebing (Fennestad in Borg-Petersen, 1972).

O prevalenci protiteles leptospire pri nekaterih vrstah prostozivecih zivali so porocali tudi na
Hrvaskem, kjer so v obdobju med leti 1996 in 2005 opravili raziskavo, v kateri so med
drugim vzor¢ili tudi 7 kun belic. Med njimi je bilo 62,5 % pozitivnih. Z metodo MAT so v
serumu ugotovili protitelesa proti stirim serovarom, in sicer Australis, Pomona, Sejroe in
Icterohaemorhagiae. Rezultatov se zaradi nizkega S$tevila vzorcev ne more aplicirati na
celotno populacijo na Hrvaskem, kljub temu pa gre za pomemben pokazatelj, da se kuna

belica lahko okuzi z leptospiro (Slavica in sod., 2007).

Glede na to, da je bila okuzba z leptospiro opisana pri drugih vrstah iz druZzine Mustelidae
(Barros in sod., 2014) ter glede na zivljenjske navade belih dihurjev (Mitchell in Tully Jr,

2009) se domneva, da je leptospiroza lahko prisotna tudi pri njih. V¢asih so bele dihurje
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uporabljali za lovljenje podgan in mi$i na senikih ter drugje, kjer so lahko bili izpostavljeni
mi§jemu in podganjemu urinu, ki je lahko vseboval leptospire (Lewington, 2007). Beli
dihurji, ki so bili izpostavljeni z leptospiro okuzenim psom, SO bolj izpostavljeni tveganju za
nastanek bolezni. Domneva se, da se beli dihurji, ki so vzrejeni za namene krznarske

industrije, prav tako lahko okuzijo z leptospiro (Pignon in Mayer, 2011).

Kot lahko se dodatno razberemo iz zelo skopih in razdrobljenih literaturnih podatkov, sta bila
v preteklosti iz asimptomatskih belih dihurjev izolirana serovara Grippothyphosa in
Icterohaemorrhagiae. V seroloski Studiji na prostoziveéih belih dihurjih na Novi Zelandiji
niso nasli pozitivnih zivali, kljub temu da je v tej drzavi prevalenca okuzbe z leptospiro pri
misih in podganah visoka. Misi in podgane so glavna hrana prostozivec¢ih dihurjev na Novi
Zelandiji. V drugi studiji so poskusili tudi izolirati leptospire iz ledvi¢nega tkiva prostozivecih
dihurjev, vendar so bili rezultati negativni. Leta 2011 je bila opravljena raziskava, v kateri so
porocali, da e ni dokazov in podatkov o prenosu leptospiroze iz dihurja na ¢loveka (Pignon

in Mayer, 2011). Novejsih raziskav na to temo nismo nasli.

2.2. PREGLED ZGODOVINSKIH PODATKOV O POJAVLJANJU
LEPTOSPIROZE

2.2.1. Prvi opis leptospiroze

Prvi je leptospirozo kot bolezen pri ljudeh opisal Adolf Weil, leta 1886 (WHO, 2003). Weil je
opisal vrsto zlatenice, za katero so bile znacilne splenomegalija, motnje v delovanju ledvic,
konjunktivitis in koZni izpuscaji. Bolezen so poimenovali Weilova bolezen. Kljub temu, da je
bila etiologija bolezni neznana, so domnevali, da je bolezen nalezljivega znacaja, pogosto so

jo povezovali z aktivnostmi na prostem, pri katerih so osebe prisle v stik z vodo .

Zgodovina leptospiroze sicer sega tiso¢letja nazaj. Tezko je trditi z gotovostjo, vendar se zdi,
da so bili nekateri zgodnji izbruhi bolezni, opisani v starodavnih besedilih, pravzaprav
leptospiroza. Na Kitajskem tovrstna besedila govorijo o »zlatenici rizevih polj«, na
Japonskem pa so simptome, ki jih danes poznamo kot leptospirozo, opisali kot »jesenska

mrzlica« ali »sedem dnevna mrzlica«. V Evropi in Avstraliji so znake bolezni imenovali kot
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»bolezen delavcev na sladkornih plantazah« (ang. cane-cutter's disease), »bolezen prasicje

Crede«, »blatna vroCica/mrzlica«, Se preden je bila etiologija sploh poznana.

Za prvi dokaz leptospire je zasluzen Stimson (Adler, 2015), ki je leta 1907 opisal
mikroorganizem v ledviénih tubulih pacienta, umrlega zaradi t.i. rumene mrzlice (Dutta in
Christopher, 2005). Simson je za dokaz uporabil takrat nedavno opisano tehniko obarjanja
srebra za opazovanje spirohet. Opazili so jih le v tkivu ledvic, ne pa tudi v jetrih ali srcu.
Stimson je odkriti organizem poimenoval Spirocheta interrogans.

Leptospira je bila pri ljudeh skoraj istoCasno, vendar popolnoma neodvisno, izolirana na
Japonskem in v Evropi (Adler, 2015). Spirohete so izolirali Inada in sodelavci na Japonskem
leta 1915 (Dutta in Christopher, 2005). Morskemu prasi¢ku so intraperitonealno injicirali kri
pacienta z Weilovo boleznijo, nakar je morski praSi¢ek razvil tipicno obliko akutne
leptospiroze, ki je znacilna za zivali. Klini¢ni znaki, ki so jih opisali pri okuzenih budrah, so
bili zlatenica, konjunktivitis, nejeS¢nost, anemija, krvavitve in albuminurija. Spirohete so
opazili v razli¢nih tkivih, najve¢ v jetrih in ledvicah. Ta odkritja so primerjali z raziskavami,

opravljenimi postmortem na ljudeh, in ugotovili podobne rezultate .

Ime Leptospira je leta 1918 predlagal Noguchy z namenom, da bi lahko locevali spirohete, ki
so povzrocale Weilovo bolezen, od drugih spirohet, ki so jih poznali takrat. Razlikovanje je

temeljilo na morfoloskih znacilnostih.

V dvajsetih letih 19. stoletja so Japonci izvedli prve Studije v zvezi s cepivi. Raziskave so
delali na morskih prasickih. Ugotovili so tudi, da bolhe in komarji niso prenaSalci okuzbe ter

da so boljse moznosti ozdravitve, ¢e terapijo zacnes, Se preden se pojavi zlatenica.

Ugotovili so tudi, da Weilova bolezen z znacilno hudo klini¢no sliko ni najpogostejSa oblika
okuzbe z leptospiro. V naslednjih desetletjih je postalo jasno, da se leptospiroza tako pri
ljudeh kot tudi zivalih lahko kaze kot bolezen z blagimi znaki, podobnimi gripi, ali pa kot
resna, pogosto smrtna oblika bolezni, za katero so bili znacilni odpoved jeter in ledvic ter

hude krvavitve v pljucih.

Ugotovili so, da je izid okuzbe odvisen od serovara, s katerim je bil okuzen pacient. Serovar

Hardjo na primer pri ljudeh nikoli ne povzro¢i smrtne oblike.
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Leta 1982 je prislo do spremembe v taksonomiji; sklenili so, da obstajata dve vrsti leptospire,
in sicer L. interrogans, ki vkljuCuje patogene serovare, in L. biflexa, v katero so zajeti
predstavniki saprofitskih serovarov (Adler, 2015). Ta klasifikacija je bila v veljavi do leta
1989, zatem pa so rod Leptospire klasificirali na podlagi genetskega sorodstva (Greene,
2006).

Po letu 2000 je na podroc¢ju leptospire sledilo mnogo raziskav. Ponovno je prislo do
sprememb v taksonomiji in identifikaciji, odkrite so bile nove vrste, pomembna odkritja so
sledila tudi pri razumevanju delovanja leptospire na celicnem in molekularnem nivoju.
Napredek v odkrivanju se je $e izboljsal z moznostjo sekvenciranja celotnega genoma (Adler,
2015).

Danes je ime Adolfa Weila povezano s hudo obliko leptospiroze, ki ji pravimo Weilova
bolezen. Vzrok zanjo je najpogosteje okuzba S serovaroma Icterohaemorrhagiae in
Copenhageni (WHO, 2003).

Leptospire so bile do danes izolirane pri skoraj vseh vrstah sesalcev na vseh kontinentih, z
izjemo Antarktike (Adler, 2015).

2.2.2. Pojavljanje okuZbe z leptospiro pri domacih Zivalskih vrstah

Leptospire najdemo tudi pri domacih vrstah zivali, in sicer pri govedu, prasicih, psih, konjih,
ovcah, malih glodavcih (Markey in sod., 2013) ter pri mackah (Beaudu-Lange in Lange,
2014). Med njimi najpogosteje zbolijo prav govedo, prasi¢i, psi in ovce (Kruljc, 2010),
okuzba je pri njih pogosto subklini¢na (Markey in sod., 2013). Prisotni so lahko tudi klini¢ni
znaki, kot so vro€ina, zlatenica, anoreksija, abortusi, pri govedu lahko opazimo padec

mle¢nosti (Markey in sod., 2013).

Pri konjih se obi¢ajno pojavi subakutna ali latentna oblika leptospiroze (Kruljc, 2010). Zanje
je znacilen ponavljajoci se iridociklitis, ki pogosto vodi v slepoto (Markey in sod., 2013).
Mozno je tudi, da do pojava klinicnih znakov sploh ne pride, lahko je le poviSan titer

protiteles (Kruljc, 2010).
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Klini¢na leptospiroza je pri psih pogosta (Schuller in sod., 2015). V primerjavi s starejSimi, so
mlade zivali bolj prizadete (Greene, 2006). Okuzba se lahko kaZe kot perakutna (Greene,
2006), akutna (Markey in sod., 2013) ali subakutna (Greene, 2006). Za akutno okuzbo so
znaCilni visoka vro€ina, bruhanje (Markey in sod., 2013), dehidracija, tahipneja, periferni
vaskularni kolaps, pohitren nepravilni pulz, hematemeza, petehije, ikterus (Greene, 2006).
Smrt obic¢ajno nastopi zgodaj (Markey in sod., 2013). Za subakutno bolezen so znacilni
vro¢ina, nejeScnost, bruhanje, polidipsija in poliurija, odpor do gibanja, paraspinalna
hipertenzija zaradi vnetja misic, meningitisa ali vnetja ledvic. Pojavijo se lahko tudi petehije
in podplutbe, konjunktivitis, uveitis, oligurija in anurija. Lahko se pojavita tudi kaSelj in
dispneja, ki obi¢ajno spremljata konjunktivitis, rinitis in tonsilitis (Greene, 2006). Lahko pride
do neplodnosti in abortusov (Markey in sod., 2013).

Pri mackah se klini¢na oblika bolezni redko izrazi (Schuller in sod., 2015). Macke so lahko
kroni¢ni prenasalci, lahko pa razvijejo tudi klini¢no obliko leptospiroze, ki lahko vodi v
kroni¢no odpoved ledvic. Najpogostejsi klini¢ni znaki, ki jih opisujejo pri mackah, so
poliurija, polidipsija, vro€ina, zlatenica. Bolezen lahko spremlja visoka smrtnost. Na pojav
klini¢nih znakov povezanih z leptospirozo moramo biti Se posebej pozorni pri zunanjih

mackah, ki lovijo plen; najpogosteje razliéne male glodalce (Beaudu-Lange in Lange, 2014).

2.2.3. Pojavljanje okuzbe z leptospiro pri ljudeh

Leptospira je najbolj razsirjena zoonoza na svetu (Barros in sod., 2014). Zelo pogosta je v
tropskih podro¢jih, kjer so razmere za prenos najugodnejSe (Bharti in sod., 2003) Za
endemicno podrocje najpogosteje veljajo ruralna podrocja, kjer je vec¢ja moznost posrednega
ali neposrednega stika med ¢lovekom, okuzenimi glodalci in njihovimi izlocki (Pal in Prelog,
2003).

Stevilo humanih primerov leptospiroze na celem svetu ni to¢no znano. Poro¢ila pravijo, da je
pojav bolezni med 0,1-1/100,000 prebivalcev na leto v toplih klimatskih obmo¢jih in 10-
100/100,000 prebivalcev v tropskih vlaznih predelih (WHO, 2003).

Leptospiroza je leta 2010 v drzavah Evropske unije veljala za redko bolezen (Dupouey in

sod., 2014). Najvec¢ja pojavnost leptospiroze v preteklih letih je bila v srednje evropskih in
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vzhodno evropskih drzavah (Pappas in sod., 2008). Najvisje Stevilo okuzb je bilo v Romuniji
(0,84/100,000 prebivalcev), v Sloveniji je to Stevilo znaSalo 0,44/100,000 prebivalcev.

Najpogostejsi serovar je bil Icterohemorrghagiae (Dupouey in sod., 2014).

V Sloveniji je endemi¢no obmoc¢je v Pomurju. Med leti 1945 in 2001 je bilo pri nas
prijavljenih 756 primerov leptospiroze, najvec jih je bilo prav v Pomurju, in sicer 658 (87 %)

(Pal in Prelog, 2003).

Podatki kaZzejo na velik razkorak med razSirjenostjo leptospiroze pri ljudeh in Zivalih po

posameznih obmocjih Slovenije (Bedernjak, 1995).

Leptospiroza je bila razglasena za najpogostejSo poklicno pridobljeno bolezen, najbolj
izpostavljeni so lovci, veterinarji in delavci v mesni industriji (Slavica in sod., 2010), sicer pa

se veéina okuzb pojavlja pri mladih odraslih moskih in otrocih (Dutta in Christopher, 2005).

Ljudje se najpogosteje okuzijo direktno preko kontakta z urinom okuzene zivali, lahko pa tudi
preko kontaminirane vode ali zemlje (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). Prenos s

¢loveka na ¢loveka je zelo redek (Dutta in Christopher, 2005).

Bolezen lahko varira od blage oblike, ki je podobna gripi in mine sama po sebi, do resne
okuzbe z multiorgansko odpovedjo in celo smrtjo (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). V
85-90 % primerov bolezen poteka blago in spontano izzveni (Pal in Prelog, 2003).

Pri Cloveku so za akutno leptospirozo znalilni poviSana telesna temperatura, mrzlica,
glavobol, bole¢ine v miSicah, odsotnost apetita, slabost, bruhanje in iz¢rpanost. Glavobol je
pogosto zelo hud. Asepticni meningitis se lahko pojavi pri do 25 % vseh primerov bolezni. Za
nevrolosko obliko leptospiroze je v prvi fazi znacilna t.i. zamegljenost cutil (ang. clouded
sensorium) in meningizem, za drugo fazo pa so znaCilni tipi¢ni nevroloski znaki, kot so
glavobol, bruhanje in drugi znaki obolenja centralnega zivénega sistema. Je pa neobicajno, da

bi se leptospiroza primarno izrazila kot nevroloska bolezen (Bharti in sod., 2003).

Najhujso obliko leptospire imenujemo Weilova bolezen. Zanjo je znacilna zlatenica, odpoved
ledvic (Bharti in sod., 2003), akutna dihalna stiska, prizadetost sréne miSice in Krvavitve,
Smrtnost je lahko visoka, obic¢ajno med 5 in 40 % (Pal in Prelog, 2003), najve¢ bolnikov umre
ob koncu drugega tedna bolezni (Bedernjak, 1995).
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Akutna odpoved ledvic se pojavi pri 16-40 % vseh primerov in zanjo obi¢ajno ni znacilna
oligurija. Pojav oligurije je pomemben pokazatelj, da se bolezen lahko kon¢a s smrtjo
pacienta (Bharti in sod., 2003).

Kroni¢na leptospiroza se pri ljudeh lahko kaze kot glavobol, bole¢ina v o¢eh, uveitis (Chu in
sod., 1998), utrujenost in pomanjkanje energije. Opisan je bil pojav depresije, ki se je v
razlini intenzitvnosti kazala tudi veC¢ let. Pacienti so porocali o psiholoskih spremembabh,
nihanju razpolozenja, razdrazenosti ter o spremembah v odnosih do drugih. Opisan je bil tudi

parainfekcijski encefalomielitis (Pasternak in sod., 1980).

Leptospire so obcutljive na Stevilne antibiotike. Da je zdravljenje uspesno, je potrebno s
terapijo zaceti zgodaj, svetuje se celo profilakticno zdravljenje ob primeru znane
izpostavljenosti (Hirsh in Zee, 1999). Pri zdravljenju je pomembno, da redno spremljamo
stanje bolnika ter morebitne simptomatske spremembe zdravimo sproti (Bedernjak, 1995).

Preventivno se priporoca skrb za dobro osebno higieno, zascitna oblacila, izogibanje stika z

urinom zivali ali vodo (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010).

2.3. UGOTAVLJANJE POVZROCITELJA

2.3.1. Morfologija leptospire

Leptospire so tanke spiralne bakterije (Hirsh in Zee, 1999), ki spadajo v red Spirochaetales
(Markey in sod., 2013). Njihovo ime izvira iz grskih besed »leptos«, ki pomeni tanek, in
»spira,« ki pomeni spirala (Dutta in Christopher, 2005). Tipi¢ne celice imajo na eni ali obeh
strani kljukico (Markey in sod., 2013), zaradi ¢esar delujejo, kakor da so v obliki ¢rke S ali C
(Hirsh in Zee, 1999) — prav zaradi te podobnosti z znakom »?«, Ki predstavlja vprasaj, jih je

Stimson leta 1907 poimenoval Spirochaeta interrogans (Sellon in Long, 2014).

Bakterije so gram negativne, vendar so v rutinsko fiksiranih razmazih neprepoznavne.
Pozitivne so na oksidazo in katalazo, Stevilne imajo lipazno aktivnost, nekatere proizvajajo
ureazo (Hirsh in Zee, 1999).
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Vse leptospire so si med seboj zelo podobne, z le manjSimi razlikami, zato njihova
morfologija ne pripomore k lo¢evanju med patogenimi in saprofitskimi oblikami (WHO,
2003).

Celice so dolge 6-20 pumetrov, Siroke pa 0,1-0,3 umetra (Sellon in Long, 2014). Imajo 2
periplazemska flagela in 3-5 ploscatih diskov (Markey in sod., 2013). Leptospire so zelo
gibljive (Bharti in sod., 2003). Aktivno premikanje v tekocini jim omogoca periplazemski
bicek (Kruljc, 2010). Mozne so 3 vrste gibanja, in sicer: 1) vrtenje okrog centralne osi, 2)
progresivno gibanje v smeri ravnega konca in 3) krozni gibi. Njihov videz in gibljivost se

spreminjata glede na naravo medija/gojisca (Bharti in sod., 2003).

Bakterijska celica leptospire je sestavljena iz zunanjega plasca, aksialnih fibril (endoflagela)
in citoplazmatskega cilindra. Zunanji ovoj zdruzuje znacilnosti kapsule in zunanje membrane
(Hirsh in Zee, 1999). Kot pri drugih spirohetah, imajo tudi leptospire dvojno membransko
strukturo, v kateri sta citoplazemska membrana in celicna stena iz peptidoglikana tesno
povezane. Ta struktura prekriva citoplazemski cilinder in aksialne fibrile. Zunanja membrana
je bogata z liposaharidi (Sellon in Long, 2014). V celi¢ni steni je prisoten endotoksin.
Hemolizin (sfingomielinaza C) je povezan z nekaterimi serovari, njegova citotoksicnost je

bila dokazana in vivo (Hirsh in Zee, 1999).

2.3.2. Rast leptospir
Leptospire so obligatorni aerobi (Hirsh in Zee, 1999).

Bakterije ne prenesejo izsusevanja ali hipertoni¢nosti, ob¢utljive so na toploto, kisline, baze in

osnovna dezinfekcijska sredstva (Mohammed in sod., 2011).

Optimalna temperatura za njihovo rast znaSa 28-30 °C (Bharti in sod., 2003). Temperatura 45-
50 °C jih uni¢i v 10-60 minutah, temperatura 56 °C jih uni¢i v 5 minutah, pri temperaturi 60

°C pa propadejo Ze v 10 sekundah (Kruljc, 2010).

Prezivijo lahko v nevtralnem ali nekoliko alkalnem pH, njim ugodna pH vrednost znasa med
6,8-7,4 (Bharti in sod., 2003). V pH, ki je vi$ji od 8 ali nizji od 6, hitro propadejo (Witmer in
sod., 2004).



13
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuZzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

Mehanizmi prezivetja leptospire v okolju so Se vedno slabo raziskani (Casanovas-Massana in
sod., 2018). Bakterije so sposobne preziveti v alkalni zemlji, blatu, mo¢virju, rekah, organih
in tkivih zivih ali mrtvih Zivali, prezivijo tudi v razred¢enem mleku (Mohammed in sod.,
2011). V zemlji in izvirski vodi lahko prezivijo vec¢ kot tri tedne (Casanovas-Massana in sod.,
2018). Zunaj gostitelja se ne razmnozujejo (Mohammed in sod., 2011), zato se domneva, da
okolje ne predstavlja rezervoarja iz epidemioloskega vidika, temve¢ je zgolj zaCasni nosilec
patogena. Okolje je tudi bistvenega pomena, da se patogen razprSi/razsiri (Casanovas-

Massana in sod., 2018).

Rezultati raziskave Casanovas-Massana in sod. so pokazali, da lahko L. interrogans v okolju
prezivi od nekaj dni, do najmanj 4 tedne v izvirski vodi. Kljub temu, da v okolju ne prezivi v
velikih koncentracijah, lahko majhne populacije bakterij vztrajajo pri koncentracijah manj kot
100 celic/g ali ml dlje Casa. Infektivna doza je pri ljudeh in Zivalih neznana, zato se ne sme
podcenjevati vloge, ki jo imajo te majhne populacije bakterij pri prenaSanju okuzb na ljudi in
pri vzdrzevanju patogena v zivalskih rezervoarjih. Domneva se, da je lahko daljsa obstojnost
bakterije pri nizkih koncentracijah dovolj za prenos bolezni (Casanovas-Massana in sod.,
2018).

V slani morski vodi lahko najdemo saprofitske halofilne leptospire (WHO, 2003), naceloma
pa velja, da leptospire v slani vodi ne morejo preziveti (Dutta in Christopher, 2005). Bakterije

prav tako ne morejo preziveti v re¢ni vodi v naravnih pogojih (Mohammed in sod., 2011).

.....

..........

disku (Hirsh in Zee, 1999), priblizno 0,5 cm pod povr$ino medija, ki tekom inkubacije postaja
vse bolj motno. Znalilno rast imenujemo Dingerjev prstan oziroma Dingerjev disk

(Mohammed in sod., 2011).

24. KLASIFIKACIJA LEPTOSPIR

Leptospire spadajo v red Spirochaetales, ki poleg druzine Leptospiraceae vkljucuje Se
Spirochaetaceae in Brachyspiraceae. Rod Leptospira je bil sprva razdeljen na dve vrsti, in



14
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuZzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

sicer L. interrogans in L. biflexa (Markey in sod., 2013). Leptospira interrogans je sestavljena

iz patogenih oblik leptospir, Leptospira biflexa pa iz saprofitskih (WHO, 2003).

Po DNK-DNK hibridizaciji so bile leptospire najprej razvri¢ene v 16 genomospeciesov
(Levett, 2003), trenutno pa je opisanih Ze 22 genomospeciesov, ki so razdeljeni na patogene in

nepatogene leptospire ter na vmesno skupino (Fisher in sod., 2018).

Poleg tehnik DNK pa se serolosko zasnovan sistem taksonomije, ki uporablja celicne
antigene, uporablja za razdelitev genomske vrste Leptospira spp. v serovare. Na ta nacin je

bilo opredeljenih preko 200 serovarov (Faine in sod., 1999).

Poleg fenotipske klasifikacije je torej na voljo tudi genotipska klasifikacija (Markey in sod.,
2013), vendar se ta manj uporablja (Mohammed in sod., 2011). Oba sistema za razvrs¢anje
nista vedno skladna. Sevi, ki spadajo v isti serovar, lahko tako pripadajo razlicnim vrstam
leptospir (WHO, 2003).

L. biflexa zdruzuje okrog 60 serovarov, pod L. interrogans pa jih spada ve¢ kot 225. Na
podlagi seroloskih metod je bilo dokazano ve¢ kot 300 serovarov leptospir, ve¢ kot 200 jih je
patogenih (Mohammed in sod., 2011). Serovari se razlikujejo v gostitelju, geografski
distribuciji in patogenosti. (Hirsh in Zee, 1999) Serovar predstavlja osnovno enoto za
lo¢evanje patogenih leptospir med seboj. Serovari, ki jih odlikujejo antigenske podobnosti, se
zdruzujejo v seroloske skupine. Vec kot 200 opisanih serovarov patogenih leptospir se tako

deli na 25 seroloskih skupin (WHO, 2003).

Serovari so bistvenega pomena iz epidemioloskega vidika, saj lahko nekateri razvijejo blago
patogeno razmerje z dolo€eno vrsto Zivalskega gostitelja, ki ga imenujemo komenzalizem ali
prisklednistvo (WHO, 2003). Stevilni serovari imajo za naravnega gostitelja neko specifi¢no
zivalsko vrsto, Ceprav se lahko Zivali in ljudje okuZijo z razlicnimi serovari. Serovari, ki
povzrocajo bolezni pri zivalih, se razlikujejo med posameznimi drzavami, saj se doloCeni

serovari pojavljajo le v dolo¢enih geografskih regijah (Markey in sod., 2013).

25. EPIZOOTIOLOGIJA LEPTOSPIRE

2.5.1. Okoljski pogoji
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Leptospiroza velja za sezonsko bolezen (Schuller in sod., 2015), ¢eprav se lahko okuzbe
pojavljajo preko celega leta (Bedernjak, 1993). Te na severni polobli vrh doseZejo v poznem
poletju in trajajo do zgodnje jeseni (avgust-oktober) (Hartskeerl in Terpstra, 1996). V
tropskem in subtropskem pasu je sezonsko nihanje manj$e (Bedernjak, 1993), izbruhi
leptospiroznih okuzb pa so tam najvecji. V zmernih klimatskih pogojih leptospire obicajno
povzrocajo sporadicne epidemije (Fisher in sod., 2018). Okuzbe so pogosto vezane na
razli¢ne dejavnike, kot so hudo dezevje (Schuller in sod., 2015), poplave (Silva in sod., 2008),
kmetijska opravila (Bedernjak, 1993). V raziskavi, ki so jo opravili v Svici, so ugotovili, da je
mesecno Stevilo akutnih primerov leptospiroze povezano s povpre¢no mesecno temperaturo in

povprecno koli¢ino padavin (Schuller in sod., 2015).

2.5.2. Rezervoar leptospire

Stevilni serovari leptospire so se prilagodili na specifinega gostitelja, ki mu pravimo
rezervoar bolezni (Slavica in sod., 2010). Najpogostejsi rezervoar leptospir predstavljajo
glodalci, sledijo jim divji mesojedi (Hirsh in Zee, 1999). Raziskava, ki so jo opravili v
Sloveniji, je pokazala, da so lahko tudi plazilci potencialni rezervoar leptospire (Lindtner
Knific in sod., 2013).

Med glodalci za najpogostejSega gostitelja velja navadna rjava podgana (Rattus norvegicus)
(Dutta in Christopher, 2005).

Zivali, ki predstavljajo rezervoar bakterij, obi¢ajno kazejo minimalne klini¢ne znake, lahko pa
znaki okuzbe sploh niso prisotni (Hirsh in Zee, 1999). Mehanizmi, ki so podlaga za tako

prilagoditev serovarov na specifi¢nega gostitelja, so nejasni (Birtles, 2012).

Leptospire so prisotne v ledvi¢nih tubulih in se izlo¢ajo z urinom, pogosto tudi ve¢ mesecev.
Nekateri serovari lahko ostanejo tudi v genitalnem traktu okuzene zivali (Markey in sod.,

2013).

Okuzba se lahko prenese na druge zivali, ki jim re¢emo nakljucni gostitelji (Markey in sod.,
2013).. Nobena vrsta sesalcev ne more biti izklju¢ena kot morebitni gostitelj (Hirsh in Zee,

1999). Okuzbo z leptospiro so odkrili pri skoraj vseh toplokrvnih zivalih, vklju¢no z
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morskimi levi, medtem ko za ptice ni znano, da bi se lahko okuzile v naravi (Higgins, 2004).
Pomembnega prenasalca leptospire in onesnazevalca okolja z bakterijo predstavljajo

potepuski psi, ki preko urina izlo¢ajo leptospire v okolico (Satbige in Patil, 2018).

2.5.3. Prenos leptospire

Leptospire za prenos ne potrebujejo nobenih vektorjev, kot so npr. ¢lenonozci (Markey in
sod., 2013). Okuzba je mozna nha dva nacina, in sicer kongenitalno ali pa preko urina okuzene
zivali. Kongenitalni okuzbi sledita ozdravitev in dolgo izlo¢anje patogenov z urinom
(Bedernjak, 1993). Leptospira se med divjimi in domacimi sesalci ter ljudmi obicajno prenasa
preko kontaminirane vode (Barros in sod., 2014), kontaminirane krme (Hirsh in Zee, 1999) ali
pa z neposredno izpostavljenostjo urinu okuzenih Zzivali (Barros in sod., 2014), ki velja za
primarni vir okuzbe (Krulje, 2010). Glodavci predstavljajo naravni rezervoar za mnoge
serovare leptospire, obenem pa so plen za nekatere mesojede zivali. Za macke se domneva, da
bi se lahko okuzile preko odnosa plen-plenilec, zato se domneva, da je tak prenos okuzbe
mozen tudi pri belih dihurjih (Hartmann in sod., 2013). Posredna izpostavljenost je odvisna
od blagih in mokrih/vlaznih pogojev, ki ugodno vplivajo na prezivetje leptospire v okolju

(Hirsh in Zee, 1999).

2.6. PATOGENEZA IN KLINICNI ZNAKI

2.6.1. Patogeneza
Patogeneza leptospiroze ni popolnoma pojasnjena (Dutta in Christopher, 2005).

Leptospire vstopijo v telo preko majhnih ran ali odrgnin, preko sluznic, lahko tudi preko
mokre koze (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). Za to so potrebni posebni mehanizmi, ki
omogocajo adhezijo in transmembranske prehode (Mohammed in sod., 2011). Bakterije se ne
zadrzujejo na mestu vdora (Bedernjak, 1993), temve¢ jih lahko v krvnem obtoku najdemo ze
v nekaj minutah (Van de Maele in sod., 2008). Verjetno je, da Sirjenje leptospir skozi tkiva
olajs$a njihova gibljivost (Van de Maele in sod., 2008).
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Poznamo dve fazi okuZbe, in sicer prva je bakteriemi¢na, druga pa imunska (Dutta in
Christopher, 2005).

Bakterije v krvnem obtoku krozijo tudi do 7 dni. To fazo imenujemo bakteriemi¢na faza
(Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). Ko Stevilo leptospir v krvi in tkivih doseze kriti¢no
raven, se pojavijo poskodbe zaradi delovanja toksinov ali toksi¢nih celi¢nih komponent.
Aktivnost endotoksina je bila opisana pri ve¢ serovarov leptospir (Mohammed in sod., 2011).
Sirjenje spirohet v razliénih tkivih povzroda sistemsko bolezen, ki ima $irok in nespecificen
spekter klini¢nih znakov (Dutta in Christopher, 2005). Leptospire kolonizirajo predvsem
ledvice in jetra (Hirsh in Zee, 1999). Primarno nastanejo posSkodbe endotelija majhnih krvnih
zil, kar vodi do lokalizirane ishemije v organih, in posledi¢ne nekroze ledvi¢nih tubulov,
poskodbe jetrnih celic, poskodbe plju¢, meningitisa, miozitisa in placentitisa. Krvavitve in
zlatenica se pojavijo v hujSih primerih. Obi¢ajno je prisotna blaga granulocitoza in
splenomegalija (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). Spremembe, ki jih povzrocajo

leptospire, so odvisne tudi od serovara (Hirsh in Zee, 1999).

V drugi, imunski fazi bolezni, lahko imunski odziv gostitelja igra vlogo pri poskodbah
endotelija (Dutta in Christopher, 2005). Ko se v obtoku pojavijo protitelesa, le-ta odstranijo
leptospire iz krvnega obtoka in tkiv s fagocitozo (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010), z
izjemo ledvic, kjer lahko leptospire vztrajajo $e dolge tedne (Hirsh in Zee, 1999). Dolgotrajna
poskodba tkiv lahko vodi do komplikacij in brazgotinjenja (Adler in De la Pena Moctezuma,
2010).

Inkubacijska doba je bila v eksperimentalnih Studijah priblizno 7 dni, vendar se lahko
spreminja glede na gostitelja in serovar (Schuller in sod., 2015), odvisna je tudi od
infektivnega odmerka, hitrosti rasti organizmov, njihove toksi¢nosti in imunosti gostitelja

(Mohammed in sod., 2011).

2.6.2. Klini¢ni znaki

Leptospiroza se lahko kaze kot akutna, subakutna in kroni¢na oblika (Lindtner, 1994).
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Klini¢no izrazanje znakov je v literaturi razli¢no opisano. Larson in sod. opisujejo dva tipa
leptospiroze pri psih, in sicer klini¢no obliko, ki se izrazi brez zlatenice in tisto, pri kateri je
zlatenica prisotna (Larson in sod., 2017). Lewtington pa v svoji knjigi poroca o Stirih opisanih
sindromih pri psih, in sicer o iktericnem, hemoragi¢nem, uremi¢nem in reproduktivnem
(Lewington, 2007). Prevladujoci klini¢ni znaki akutne leptospiroze so pri psih povezani z
akutno poskodbo ledvic in jetrno okvaro. Klini¢ni znaki, povezani z ledvi¢nim obolenjem,
vkljucujejo polidipsijo in poliurijo, ki se lahko razvijeta soasno z azotemijo ali brez nje.
Vrocina se lahko pojavi v zgodnji fazi bolezni (Schuller in sod., 2015). Pri odraslih Zivalih se
telesna temperatura dvigne na 39,5-40,0 °C, pri mladih pa na 40,5-41 °C (Birtles, 2012).
Vroc¢ino lahko spremljajo bolec¢ine, odpor do gibanja, Sibkost in togost hoje. Bole¢ine lahko
povzro€ijo miozitis, meningitis in/ali vnetje v drugih organih, kot so ledvice in trebusna
slinavka. Mozen je pojav respiratornih znakov, kot so tahipneja in blaga do huda dispneja,
zaradi pljucnega edema, aspiracijske plju¢nice, bolecine ali acidoze. Kot nadaljevanje akutne
bolezni se lahko razvije pankreatitis, kar lahko pojasni akutno neugodije v trebuhu, ter tudi
anoreksijo in bruhanje pri psih. Pri psih in pri ljudeh so mozne tudi poskodbe miokarda, kar
nam pokazejo elektrokardiografske anomalije in zviSanje koncentracij troponina v serumu pri
nekaterih zivalih (Greene, 2006). Do smrti lahko pride tudi brez pojava klini¢nih znakov
(Lewington, 2007).

Pri mackah so klini¢ni znaki redki, okuzbe so obi€ajno kliniéno nezaznavne. Klini¢ni znaki so
lahko prisotni pri nekaterih okuZzenih zivalih, najpogosteje se kaZejo kot intersticijski nefritis,

Ki ga neposredno povzrocajo spirohete (Hartmann in sod., 2013).

Ce kliniéne znake pri psu povezemo z moznimi kliniénimi znaki pri belem dihurju, opazimo,
da gre za zelo $irok spekter. Lewington je porocal o klini¢nem primeru belega dihurja s hudo
zlatenico, ki se je pojavila potem, ko je dihur zauzil mi§. Omenjeni dihur je poginil kljub

zdravljenju (Lewington, 2007).

Zivali, ki si opomorejo od okuZbe, lahko postanejo asimptomatski nosilci, ki kuzne leptospire
dlje Casa zadrzujejo v ledvi¢nih tubulih in jih izlo¢ajo v okolje (Adler in De la Pena
Moctezuma, 2010).
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2.7. DIAGNOSTICNE METODE

2.7.1. Klini¢na diagnostika

Za leptospirozo je znacilno, da so klini¢ni znaki zelo razli¢ni. Enake klini¢ne znake pogosto
vidimo pri drugih okuzbah, noben izmed znakov ni patognomonien. V primeru veéjega
Stevila klini¢nih znakov, ki se lahko pojavijo pri okuzbi z leptospirami, lahko postavimo sum,

da gre za leptospirozo (Bedernjak, 1993).

Za diferencialno diagnostiko moramo pomisliti na razlicne kuzne bolezni, odvisno od tega,
kateri organski sistemi so prizadeti. Med diferencialnimi diagnozami so tako razli¢ne virusne
in bakterijske okuzbe. V primeru, da gre za lazji potek bolezni, brez izrazitejSih znakov o
prizadetosti organov, je klini¢no tezko lo¢iti virusno okuzbo od leptospiroze (Bedernjak,
1993).

Vecina rutinskih laboratorijskih testov, ki se jih izvaja, nam poda nespecificne ugotovitve, Ki
jih ponavadi povezujemo z delovanjem leptospir ali drugih dejavnikov bolezni na posamezni
organ (Dutta in Christopher, 2005).

++ Krvnaslika

Stevilo levkocitov je lahko nizko, normalno ali povisano, obi¢ajno je povezano s premikom v
levo (Dutta in Christopher, 2005). V bakteriemi¢ni fazi se lahko pojavi levkopenija (Schuller
in sod., 2015). Pri ljudeh so bile vi§je vrednosti belih krvni¢k in nevtrofilcev dokazane pri
bolnikih s hudo obliko bolezni (De Silva in sod., 2014).

Pri psih je pogosta blaga do huda trombocitopenija (Schuller in sod., 2015). Nekateri avtorji
trdijo, da stopnja le-te ne kaze povezave z resnostjo bolezni (Van de Maele in sod., 2008),
drugi pa trdijo, da je pomembno povezana z odpovedjo ledvic (Dutta in Christopher, 2005).

Pri priblizno polovici psov z leptospirozo je prisotna anemija. Ta je lahko blaga do zmerna,
vzroki zanjo pa so lahko izguba krvi preko dihal ali prebavil ali pa anemija zaradi vnetnih

procesov (Schuller in sod., 2015).

++ Biokemijska preiskava Kkrvi
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Vpletenost jeter, ledvic in centralnega Zivenega sistema je lahko prisotna v kateri koli
kombinaciji (Dutta in Christopher, 2005). Pri biokemijski preiskavi krvi lahko najdemo
povisane vrednosti se¢nine in Kreatinina (Schuller in sod., 2015). Vrednosti so odvisne od
resnosti bolezni (Van de Maele in sod., 2008). Vpletenost jeter je lahko blaga ali mocna
(Dutta in Christopher, 2005), lahko pride do hiperbilirubinemije in izrazitega povecanja
alkalne fosfataze ter drugih jeternih encimov. Pri leptospirozi pri psih se pogosto pojavijo
anomalije v elektrolitskem ravnovesju, kot so hipo- in hiperkaliemija, hipo- in
hiperfosfatemija, hiponatriemija in hipokloremija (Schuller in sod., 2015). Vrednost serumske
kreatininske fosfokinaze (CPK) se obi¢ajno poviSa zaradi vkljuCenosti prizadetosti misic
(Dutta in Christopher, 2005). Zaradi odpovedi ledvic in dehidracije se lahko razvije

metabolna acidoza (Van de Maele in sod., 2008).

« Urinska analiza

Pri analizi urina najpogosteje opazimo glukozurijo, proteinurijo, cilindre, kot posledico
poskodbe ledvic, nizko specifi¢no teZo in aktivni urinski sediment (Van de Maele in sod.,
2008). Kljub odsotnosti motenj v delovanju ledvic, lahko pogosto najdemo tudi piurijo in
hematurijo (Dutta in Christopher, 2005).

2.7.2. Direktne diagnosti¢ne metode

Metode so namenjene odkrivanju leptospirali njihove nukleinske kisline v Zivalskih tkivih ali
telesnih tekoc¢inah (OIE, 2014).

2.7.2.1. Bakterijska kultura

Za bakterijsko kulturo lahko odvzamemo vzorec polne krvi, urina, vzorce organov, ki jih
odvzamemo pri postmortem pregledu, ali cerebrospinalno teko¢ino (WHO, 2003). Pomembno

je, da vzorce odvzamemo pred uvedbo antibiotikov.

Kri odvzamemo v bakteriemi¢ni fazi bolezni (Musso in La Scola, 2013). Odvzamemo jo v
epruveto s heparinom (WHO, 2003), idealno pa je, da jo inokuliramo naravnost v epruvete z

gojisc¢em za leptospire (Musso in La Scola, 2013).
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Urin lahko kot vzorec uporabimo zgolj takrat, ko lahko dobimo ¢ist vzorec in ga na primerno
gojisce nanesemo najvec 2 uri po odvzemu. Leptospire v urinu hitro propadejo (WHO, 2003).

Vzorec urina lahko odvzamemo od drugega tedna bolezni dalje (Musso in La Scola, 2013).

Pri postmortem pregledu povzor¢imo ¢im ve¢ organov (WHO, 2003). Najverjetneje bomo

leptospire nasli v ledvicah (Hirsh in Zee, 1999).

Gojisca inkubiramo pri 28-30 °C (Musso in La Scola, 2013). Leptospire obi¢ajno rastejo vsaj
17 tednov (OIE, 2014), vsak teden pa jih pregledujemo z mikroskopiranjem v temnem polju
(Musso in La Scola, 2013).

Izolacija patogenih leptospir je dokaz okuzbe. Izolirane leptospire se lahko uporabijo tudi za
identifikacijo serovarov (WHO, 2003). Slabost metode je, da je delo naporno in zamudno,
potrebujemo posebne medije in ustrezno osebje (Larson in sod., 2017). Bakterijske metode so
tudi slabo obéutljive *(Woodward, 1997).

Metoda je podrobo opisana v poglavju 2.8.

2.7.2.2.  Mikroskopiranje v temnem polju

Za vzorec lahko uporabimo urin (Markey in sod., 2013), kri (Musso in La Scola, 2013),
vzorce, odvzete postmortem (Markey in sod., 2013), ali cerebrospinalno teko¢ino (Musso in
La Scola, 2013). Ce uporabimo urin, vzamemo srednji curek (Markey in sod., 2013). Pri

vzorcih, odvzetih pri postmortem pregledu, bomo leptospire najverjetneje nasli v vzorcu

! Uspesnost bakterijske kulture je nizka, priblizno 30 %, in sicer problem predstavlja to, da veterinarji za&nejo
obolele zivali ze takoj zdraviti z antibiotiki, v laboratorij pogosto prispe star material, ki ni primeren za
obdelavo, poleg tega pa se leptospire v organih ne nahajajo diseminirano, zato ni nujno, da se ob nasajanju
materiala odvzame primeren vzorec, saj lahko leptospire v tkivu hitro zgre§imo (Lindtner Knific, 2019, ustni
vir).

The success of the bacterial culture is low, about 30%, the problem being that veterinarians begin to treat
diseased animals with antibiotics immediately, in the laboratory often comes an old material that is not suitable
for treatment, and in addition, leptospires in the organs are not disseminated , so it is not necessary that a suitable
sample be taken from the material, as leptospires in the tissue can be quickly erred (Lindtner Knific, 2019, oral

source).
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ledvic (Hirsh in Zee, 1999). Uporabimo sterilno odvzet vzorec ledvic, ki ga zmeSamo z

destilirano vodo (Markey in sod., 2013).
Vzorce pregledamo pod mikroskopom v temnem polju (Markey in sod., 2013).

Prednosti metode so, da je poceni, uporabna je za opazovanje leptospir v kulturi, Se posebej,
¢e so prisotne v velikem Stevilu. Metoda je uporabna tudi za opazovanje aglutinacije pri testu

MAT (Mousavi in sod., 2017).

Tehnika kljub temu ni najboljsa, saj ima metoda nizko senzitivnost (Mousavi in sod., 2017).
V vzorcu mora biti prisotnih vsaj 10* organizmov/mL, da lahko bakterije sploh vidimo v
vidnem polju (Markey in sod., 2013). Metoda je tehni¢no zahtevna. Artefakte, kot je npr.
fibrin, lahko hitro zamenjamo za leptospire. Test je uporaben le za tiste, ki imajo izkuSnje s

tovrstnim opazovanjem leptospir (WHO, 2003).

2.7.2.3. Inokulacija poskusnih zivali

Vzorec obifajno predstavlja kri (WHO, 2003), urin (Bedernjak, 1993) ali drug material
(WHO, 2003).

Kot poskusne zivali se uporabljajo budre, gerbili, kunci, psi, bele laboratorijske misi,
podgane, ¢incile (Lindtner, 1994), najpogosteje pa zlati hr¢ki (WHO, 2003), ki veljajo za
najobcutljivejse Zivali za okuzbo z razli¢nimi serovari leptospire. Najbolj uporabne so mlade
zivali, saj so bolj dovzetne za okuzbo kot odrasli osebki (Lindtner, 1994). Postopek poteka
tako, da poskusni zivali intraperitonealno vbrizgamo kri ali drug material (WHO, 2003).
Zivali dnevno merimo telesno temperaturo, da ugotovimo, kdaj pride do bakteriemi¢ne faze
bolezni (Lindtner, 1994). Nato vzorce tekocine iz trebusne votline zbiramo v rednih ¢asovnih
presledkih. Odvzeto tekoc¢ino pogledamo z mikroskopiranjem v temnem polju. Pozorni smo
na pojav klini¢nih znakov (WHO, 2003). V primeru pogina zivali lahko direktno nasajamo

organe na ustrezen medij (Lindtner, 1994).

Pri inokulaciji gre za bioloSki poskus, ki zahteva nekaj tednov, da vidimo rezultate
(Bedernjak, 1993). Poskusi na zivalih se lahko izvajajo le pod pogojem, da ni druge moznosti
in je za zivali primerno poskrbljeno v skladu s pravnimi, strokovnimi in eti¢nimi smernicami.

Bioloski poskus mora biti v skladu z naceli 3R: v kolikor je mogoce, je potrebna zamenjava
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ali alternativa poskusu na zivalih (ang. replacement), Stevilo zivali, ki so v poskus vkljucene,
mora biti najmanjSe mozno (ang. reduction), trpljenje Zivali pa mora biti zmanjSano na
najmanj$o mozno mero (ang. refinement) (PerSe in PerSe, 2016). Metoda se zato v zadnjem
¢asu redkeje uporablja, saj s kultiviranjem in vitro dobimo primerljive rezultate ter se tako

izognemo trpljenju zivali (WHO, 2003).

2.7.2.4. Verizna reakcija s polimerazo (PCR: angl. polymerase chain reaction)

Vzorce predstavljajo telesne tekocine, vklju¢no s krvjo in urinom. Zaradi visoke koncentracije
leptospir v urinu, se kot vzorec najbolj priporoa prav urin (Harmann in sod., 2013).
Uporabljajo se lahko tudi DNK izvlecki iz svezega ali fiksiranega tkiva, za katerega obstaja
sum okuzbe (Birtles, 2012). Uporabimo lahko le vzorce zivali, ki $e niso bile zdravljene

(Harmann in sod., 2013).

Metoda PCR temelji na podvojevanju specifiénih segmentov DNK do zaznavne ravni (WHO,
2003). Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu je hitrejsa od obicajnega PCR in je manj
obcutljiva na kontaminacijo (OIE, 2014). Prisotnost leptospire se potrdi z detekcijo in

identifikacijo specifi¢nih segmentov leptospirozne DNK (WHO, 2003).

Metoda se vse pogosteje uporablja zaradi obcutljivosti in moZnosti zgodnje diagnoze (OIE,
2014). Prednosti so, da lahko hitro potrdi diagnozo Ze v zgodnji fazi bolezni, $e preden so titri
protiteles zaznavne viSine (WHO, 2003). Metoda nadomesca seroloSke metode v endemicnih
obmocjih zaradi svoje obcutljivosti in zmoznosti zgodnje diagnoze (Mousavi in sod., 2017).
PCR ne identificira serovara (OIE, 2014). Slabosti metode so tudi posebna oprema ter
izurjeno osebje (WHO, 2003). Veliko PCR primerjev je bilo zasnovanih in ocenjenih za
uporabo v humani medicini in ne za Zivalske vzorce (OIE, 2014). Metoda lahko da lazno
pozitivne rezultate, ¢e pride do kontaminacije delovnega obmoc¢ja s prisotnostjo majhnih
koli¢in tujih DNK. Rezultati so lahko tudi laZzno negativni, ker so v materialih, ki se

pregledujejo, prisotni inhibitorji (WHO, 2003).

2.7.3. Indirektne diagnosti¢ne metode
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Metode se uporabljajo za detekcijo protiteles proti leptospiram v zivalskih tkivih ali telesnih
tekocinah (OIE, 2014).

2.7.3.1. Seroloska diagnostika

Serologija je najpogosteje uporabljena diagnostiéna metoda za okuzbe z leptospiro (WHO,
2003). Protitelesa se pojavijo v nekaj dneh po zacetku bolezni in vztrajajo tedne ali mesece, v
nekaterih primerih tudi leta. Problem je, ker lahko titri protiteles padejo do nezaznavnih ravni,
medtem ko zivali ostanejo kroni¢no okuzene. Metoda, ki se najpogosteje uporablja, je MAT

(OIE, 2014).

Za serolosko diagnostiko se uporablja vzorec seruma (WHO, 2003). Zazeleno je, da pacientu
odvzamemo parne vzorce: po prvem odvzemu krvi pocakamo Se 2 tedna in nato ponovno
odvzamemo kri (Hirsh in Zee, 1999) Testiranje parnega vzorca seruma je nujno, saj porast
titra protiteles kaZze na akutno okuzbo. Negativen rezultat v zgodnji fazi bolezni ne izkljucuje

leptospiroze (WHO, 2003).
2.7.3.1.1. Metoda MAT

Mikroaglutinacijski test je referen¢na metoda za serolosko diagnostiko leptospiroze (Markey
in sod., 2013). Antigeni, ki se uporabljajo v testu, morajo vkljuCevati reprezentativne
seroloske skupine, za katere se ve, da so prisotne v dolo¢eni regiji, ter tiste, za katere se ve, da

se lahko pojavljajo pri gostiteljski vrsti, ki jo testiramo (OIE, 2014).

Test je sestavljen iz inkubacije serijskih razred¢itev preiskovanega seruma z razli¢nimi sevi
leptospir. Serum se Steje kot pozitiven, e je pri doloceni razred¢€ini in za testiran antigen V
vidnem polju mikroskopa vsaj 50 % leptospir aglutiniranih ali liziranih v primerjavi s
kontrolnim antigenom brez seruma (Picardeau, 2013). Kot antigen se v testu najpogosteje

uporabljajo zive leptospire (Markey in sod., 2013).
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Slika 1: Negativni MAT rezultat pod mikroskopiranjem v temnem polju

Figure 1: Negative result of MAT under darkfield microscopy

Slika 2: Pozitiven MAT rezultat pod mikroskopiranjem v temnem polju

Figure 2: Positive result of MAT under darkfield microscopy
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Obcutljivost in specifi¢nost testa sta zelo visoki (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010).
Metoda je zelo uporabna za testiranje individualnih Zivali na akutno okuzbo, manj pa na
kroni¢no, saj lahko titri pri kroni¢ni okuzbi padejo do nezaznavnih ravni (OIE, 2014). Slabost
testa je, da potrebujemo zive kulture razlicnih serovarov leptospir, ki prevladujejo na
dolocenem geografskem obmocju (Adler in De la Pena Moctezuma, 2010). Metoda velja za
drago in tezko izvedljivo. Za izvedbo in interpretacijo rezultatov zahteva veliko strokovnega
znanja in izkuSenj (Picardeau, 2013). Zavedati se moramo tudi tega, da lahko imajo Zivali, ki
so bile cepljene proti leptospirozi, protitelesa proti serovarom, Ki so prisotni v uporabljenem
cepivu. Zato je Se posebej pomembno, da pri interpretaciji rezultatov upostevamo zgodovino

cepljenja testiranih zivali (OIE, 2014).

2.7.3.1.2. Druge serolosSke metode

Ostale seroloske metode, ki se lahko uporabljajo predvsem pri drugih zivalskih vrstah in
Cloveku, so encimska imunoadsorpcijska preiskava (ELISA) (WHO, 2003), makro
aglutinacija (Bedernjak, 1995), reakcija fiksacije komplementa (Picardeau, 2013),
imunokemijske metode (OIE, 2014), hemaglutinacija, test lateks aglutinacije (Picardeau,

2013), t.i. immuno-dipstick in immunocomb (Woodward, 1997).

2.8. DIREKTEN DOKAZ LEPTOSPIRE

Izolacija leptospir velja za eno izmed najbolj specificnih metod za dokaz prisotnosti teh
bakterij. Pogoji za to so, da v vzorcih niso prisotni ostanki antibiotikov, da avtoliza tkiva ni
napredovala, da se tkiva po odvzemu hitro obdelajo za kulturo in da je v primeru, ko je vzorec
urin, pH le-tega ustrezen (OIE, 2014). Izolacija patogenih leptospir je dokaz okuzbe. Izolirane
leptospire se lahko uporabijo tudi za identifikacijo serovarov (WHO, 2003).

2.8.1. Vzorci

Kot vzorec lahko uporabimo vzorce notranjih organov, kot so jetra, pljuca, mozgani, ledvice,

ter telesnih tekocin, kot so kri, mleko, cerebrospinalna, abdominalna ali torakalna tekoc¢ina
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(OIE, 2014). Pomembno je, da vzorce odvzamemo pred uvedbo antibiotikov (Musso in La
Scola, 2013).

Polno kri odvzamemo v epruveto s heparinom, ki prepreci nastajanje strdkov (WHO, 2003).
Idealno bi sicer bilo, da bi kri neposredno inokulirali/nacepili v epruvete, ki vsebujejo gojisce
za leptospire. Kri naj bo odvzeta v zgodnji fazi bolezni, v prvih 10 dneh (Musso in La Scola,
2013)

Urin uporabimo za vzorec zgolj takrat, ko lahko dobimo ¢ist vzorec in ga lahko na primerno
gojis¢e nanesemo najvec 2 uri po odvzemu. Zavedati se moramo, da leptospire v urinu hitro
propadejo (WHO, 2003). Vzorec urina odvzamemo od drugega tedna bolezni dalje (Musso in
La Scola, 2013).

Pri postmortem pregledu povzorc¢imo ¢im vec organov. Vzorce odvzamemo asepti¢no in v
najkrajSem moznem casu po poginu (WHO, 2003). Najverjetneje je, da bomo leptospire nasli

v ledvicah (Hirsh in Zee, 1999).

Cerebrospinalno tekocino kot vzorec za bakterijsko kulturo uporabljajo v humani medicini

(WHO, 2003). Vzorec mora biti odvzet v prvih 10 dneh bolezni (Musso in La Scola, 2013).

2.8.2. Gojiste

Kulturo gojimo v teko¢em ali poltrdem mediju (0,1-0,2 % agar) (OIE, 2014). Najpogosteje se
in Harris (EMJH) (Musso in La Scola, 2013) in Korthof (Lindtner, 1994). Kontaminacijo
lahko nadzorujemo z dodajanjem razli¢nih selektivnih sredstev, kot so npr. 5-fluorouracil,

nalidiksi¢na kislina, fosfomicin in zmes rifamicina, polimiksina, neomicina, bacitracina in

aktidiona (OIE, 2014).

Problem je, ker lahko uporaba selektivnih sredstev zmanjSa moznosti za izolacijo, Ce je
leptospir v vzorcih malo. Poleg tega nekateri sevi leptospir ne bodo rasli v selektivnih
medijih, ki vsebujejo vec antibiotikov. Dodajanje 0,4-5 % kuncjega seruma v poltrdo gojisce

povecuje moznosti za izolacijo serovarov, ki so za rast zahtevnejsi (OIE, 2014)
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2.8.3. Rast bakterij

Kulture inkubiramo pri 28-30 °C vsaj 17 tednov, e raje pa 26 tednov. Cas, ki je potreben za
inkubacijo, je odvisen od posameznega serovara in Stevila organizmov, ki so pristotni v

vzorcu(OIE, 2014).

2.8.4. Mikroskopska potrditev

Kulture enkrat tedensko pregledujemo z mikroskopiranjem v temnem polju (Musso in La
Scola, 2013). Pomembno je, da za mikroskopiranje uporabimo kvaliteten mikroskop (OIE,
2014). Senzitivnost mikroskopiranja pod temnim poljem je priblizno 10* leptospir/mL.
Leptospire so v vidnem polju mikroskopa vidne kot tanki, spiralno zaviti in hitro premikajoci

se organizmi (Musso in La Scola, 2013).

Slabost postopka je, da gre za naporno, zamudno in tehni¢no zahtevno metodo, ki je uporabna
le za strokovnjake, ki imajo izku$nje z opazovanjem leptospir (WHO, 2003; Larson in sod.,
2017).

2.9. ZDRAVLJENJE IN NADZOR

2.9.1. Terapija

Vecina primerov humane leptospiroze lahko mine sama po sebi, kljub temu je zdravljenje
obi¢ajno sestavljeno iz podporne terapije in antibiotikov (Higgins, 2004). Podporno
zdravljenje je odvisno od resnosti bolezni, izraZenih klini¢nih znakov in morebitne disfunkcije
ledvic ali jeter ter drugih dejavnikov (Hartmann in sod., 2013). Pri psih opisujejo, da je ¢im
bolj zgodnje zdravljenje pri akutni leptospirozi pomembno, saj omogoc¢a boljS0 uspesnost
terapije, poleg tega pa tako tudi zmanjSamo tveganje za zoonotsko okuzbo (Lizer in sod.,
2018) in zmanjsamo moznost klicenostva, torej izlo¢anja patogenov z urinom (Van de Maele
in sod., 2008). Najpomembnejse je zdravljenje akutne odpovedi ledvic (Hartmann in sod.,

2013). Terapija s tekoc¢ino je klju¢nega pomena. Oceniti moramo koli¢ine izloCenega urina in
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po potrebi uporabiti diuretike. Pomembno je, da spremljamo tudi viSino krvnega tlaka, saj

lahko akutno ledvi¢no odpoved spremlja hipertenzija (Van de Maele in sod., 2008).

Leptospire so obcutljive na Stevilne antibiotike, in sicer na peniciline, fluorokinolone,
tetracikline, kloramfenikol, streptomicin in eritromicin (Hirsh in Zee, 1999). Antibiotiki, ki se
uporabljajo za zdravljenje tako pasje, kot tudi humane leptospiroze, obicajno vkljucujejo
derivate penicilina (penicilin G, ampicilin, amoksicilin) ali doksiciklin. Doksiciklin odpravi
dlje ¢asa trajajoCo persistenco in s tem dolgotrajno klicenostvo pri okuzenih zivalih (Schuller
in sod., 2015) Penicilin G in ampicilin sta indicirana pri hudi obliki bolezni, pri blagi pa se
priporo¢a zdravljenje z doksiciklinom, ampicilinom in amoksicilinom (Higgins, 2004).
Svetuje se, da se zdravljenje leptospiroze pri psih pricne s 14-dnevno terapijo z
amoksicilinom, naslednjih 14 dni pa svetujejo aplikacijo doksiciklina ter podporna zdravila za

jetrain ledvica.

Psi z leptospirozo pogosto kazejo gastrointestinalne znake, kot je npr. bruhanje. Pacienti s
tovrstnimi klini¢nimi znaki obicajno slabo tolerirajo aplikacijo doksiciklina per os, zato se pri
njih za zacetno terapijo priporoca uporaba derivatov penicilina, ki jih apliciramo i/v. Ko se
gastrointestinalni znaki izbolj$ajo, terapijo nadaljujemo z doksiciklinom (Schuller in sod.,

2015).

Po starejSih literaturnih podatkih se za zdravljenje leptospiroze pri dihurjih najpogosteje
uporablja penicilin G, ki se ga aplicira v misi¢nino, 40.000 IU/kg na 24 ali 12 ur, dokler se
delovanje ledvic ne izboljsa. Priporoc¢a se tudi uporaba streptomicina, v kolikor pacient nima
odpovedi ledvic. Avtorji opozarjajo, da je potrebno biti pazljiv z uporabo tega zdravila pri
dihurjih, saj je streptomicin v velikih odmerkih zanje toksi¢en. Lewington je v svoji knjigi
svetoval uporabo najve¢ 50 mg streptomicina, ¢e belemu dihurju dajemo zdravilo v 12-urnih
presledkih (Lewington, 2007). Po naSem mnenju je najbolje, da ob pojavu klini¢ne oblike
leptospiroze pri belem dihurju upostevamo trenutna priporoc€ila zdravljenja leptospiroze pri

psul.

Zdravljenje z antibiotiki je pri zivalih lahko uspes$no tudi pri odpravljanju kroni¢nih okuzb
(Birtles, 2012).
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2.9.2. Prognoza

Pri ljudeh in zivalih naceloma velja, da je prognoza odvisna od tega, kako ohranjena je
ledvi¢na funkcija (Harmann in sod., 2013) ter kako huda je oblika bolezni. V kolikor zlatenica

ni prisotna, je bolezen redko smrtna (Dutta in Christopher, 2005).

2.9.3. Preventiva

Preventivni ukrepi vklju€ujejo zmanjSanje dostopa do potencialnih virov okuzbe, kot so vodni
viri na prostem, in zmanjSanje izpostavljenosti prostozive¢im zivalim s pomocjo ograj in
nadzorom glodavcev (Schuller in sod., 2015). Za macke velja, da so protitelesa proti leptospiri
pogosteje detektirana pri zunanjih zivalih, pri tistih, ki zivijo v mestih in pri mackah, ki svojo
hrano (male glodalce) lovijo. Zanje se svetuje, da jim prepre¢imo hranjenje s potencialno
okuzenimi glodalci (Hartmann in sod., 2013), kar lahko morda glede na podoben nacin
zivljenja trdimo tudi za bele dihurje. Svetuje se zatiranje glodavcev, deratizacija (Bedernjak,
1993). Zivali, ki ves Gas Zivijo v zaprtih prostorih, imajo manjse moznosti za okuZbo
(Hartmann in sod., 2013). Pri stiku z okuzenimi zivalmi se svetujejo strogi higienski ukrepi,
da ne bi prislo do S$irjenja okuzbe (Van de Maele in sod., 2008). Idealno je, da se okuzene
zivali izolira (Birtles, 2012). Pri psih, ki so imeli neposreden ali posreden stik z zivalmi, za
katere je potrjena okuzba z leptospiro, svetujejo profilakticno zdravljenje z antibiotiki (Van de
Maele in sod., 2008). Redno odstranjevanje urina in vzdrzevanje zivali v ¢istih, suhih pogojih

pomagata, da se moznost prenosa okuzbe zmanjsa (Birtles, 2012).

2.9.3.1. Cepljenje

Cepiva proti leptospirozi se za zivali uporabljajo ze od dvajsetih let devetnajstega stoletja
(Adler in De la Pena Moctezuma, 2010), vendar razvoj uéinkovitega cepiva Se vedno ostaja
1zziv. Zmoznost patogena, da lahko naseli ve¢ organskih sistemov, predstavlja veliko groznjo
gostitelju in je glavni razlog za potrebo po razvoju varnega in ucinkovitega cepitva proti

leptospirozi (Bashiru in Bahaman, 2018).

Cepiva proti leptospirozi za veterinarsko uporabo so suspenzije enega ali ve¢ Serovarov

patogenih Leptospir, ki so inaktivirane na tak nacin, da ohranijo imunogensko aktivnost (OIE,
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2014). Obicajno vsebujejo dva ali ve¢ lokalno prevladujoc¢ih serovarov (Adler in De la Pena
Moctezuma, 2010). Imunost je specificna za seroloske skupine. Med razli¢nimi seroloskimi

skupinami ni navzkrizne zasc¢ite (Hartmann in sod., 2013).

Cepiva se uporabljajo tako za za$¢ito zivali, kakor tudi ljudi, ki so v stiku z njimi. So
klju¢nega pomena pri programih nadzora in izkoreninjenja bolezni. Cepiva ne bodo odstranila
okuzbe pri ze okuzenem gostitelju, zato jih je potrebno aplicirati Se pred izpostavljenostjo

patogenu (OIE, 2014).

Komercialna cepiva so na voljo po celem svetu za govedo, prasice in pse (OIE, 2014). Za pse
v Evropi se priporoca, da se jih namesto z bivalentnimi cepivi cepi s Stirivalentnimi, ki
zagotavljajo $irSi spekter zaScite (Schuller in sod., 2015). Programi cepljenja morajo biti

prilagojeni ciljni populaciji in u¢inkovitosti cepiva (OIE, 2014).

Zascita je zacasna (Hirsh in Zee, 1999). Izkazalo se je, da cepiva nudijo zas¢ito vsaj dvanajst
mesecev (Klaasen in sod., 2003). V drzavah, kjer hladne zimske temperature inaktivirajo
leptospire v okolju, se priporoc¢a, da se spomladi opravi letno revakcinacijo, da se tako
zagotovi najboljSa zascita proti leptospiri v mesecih z najvecjo pojavnostjo okuzbe (Schuller

in sod., 2015).

Cepljenje je lahko uéinkovito proti akutni obliki leptospiroze (Birtles, 2012) in obicajno
preprec¢i bolezen (Hirsh in Zee, 1999), ne prepre¢i pa moznosti okuzbe s serovari, ki jih

vakcina ne zajema (Bharti in sod., 2003), ter kroni¢nega prenosa leptospir (Birtles, 2012).

Za bele dihurje se cepljenje zoper leptospirozo predvsem zaradi domneve, da niso dovzetni za
tovrstne okuzbe ne svetuje in izvaja (Chitty in Delaney Johnson, 2017). Po izku$njah avtorjev
pa kljub temu obstaja moznost, da so v Sloveniji nekateri beli dihurji izpostavljeni
leptospiram, ki se nahajajo v pasjih cepivih. V Sloveniji in tudi drugod po Evropi specifi¢nega
cepiva zoper pasjo kugo za cepljenje belih dihurjev ni, zato se pri njih rutinsko uporablja
cepiva, ki so registrirana za pse. V takih cepivih je v tekoc¢i fazi poleg ostalih antigenov
pogosto prisotna tudi leptospira. Serovara leptospire, ki se najpogosteje nahajata v cepivih pri
nas, sta Canicola in Icterohaemmorhagie, prisotna pa sta lahko tudi serovara Grippotyphosa in
Bratislava (Uradni list RS, 2014a; Uradni list RS, 2014b; Uradni list RS, 2014c; Uradni list

RS, 2014d). Ce se tekoge faze predhodno ne menja z vodo za injiciranje ali s kak$nim drugim
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priporo¢enim topilom, se bele dihurje cepi tudi zoper leptospirozo. Podatkov o tem koliko
belih dihurjev je pri nas izpostavljenim cepnim antigenom leptospire in ali razvijejo imunski
odgovor na cepljenje, zal nimamo. Svetuje se, da se ob cepljenju belih dihurjev cepivo/del

cepiva, Ki vsebuje antigene leptospire, ne uporabi.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Serumske vzorce smo pridobili med belimi dihurji, ki so bili med aprilom 2011 in marcem
2019 pacienti na Kliniki za male sesalce, ptice in plazilce, Instituta za perutnino, ptice, male
sesalce in plazilce, Veterinarske fakultete v Ljubljani. Del seruma, ki je ostal neporabljen po
rutinskih hematoloskih in biokemijskih preiskavah krvi z namenom diagnosticiranja razli¢nih
obolenj, smo z dovoljenjem lastnikov uporabili v namene seroloskega testiranja na

leptospirozo.

3.1.1. Odvzem vzorcev Krvi

Belim dihurjem smo kri odvzeli v splosni anesteziji. Za indukcijo in vzdrzevanje anestezije
smo uporabili hlapno anestezijo z izofluoranom (Foran®), in sicer v 4 % meSanici s 100 %
kisikom za indukcijo ter v 2,5 % meSanici s 100 % kisikom za vzdrzevanje. Z gelom

Lacryvisc® smo jim med anestezijo zaS¢€itili povrSino oci.

Dihurji so pri odvzemu krvi lezali na hrbtu, ves ¢as smo nadzorovali njihove zivljenjske
funkcije. Kri smo jemali iz leve ali desne vene cave cranialis. Mesto vboda smo pred tem
primerno razkuzili. Za odvzem krvi smo uporabili sterilne 25G igle (25G KRUUSE
Disposable Injection Needles) in 1 ml brizge (I mL KRUUSE Disposable Syringes®). Kri
smo nato prelili v serumsko epruveto ter vzorec oznadili s podatki o pacientu ter lastniku

zivali.

Vzorec smo pustili na sobni temperaturi, da se je izlo¢il serum, nato pa smo ga 10 minut

centrifugirali na 3000 obratov.

Tako pripravljene serume smo do preiskave shranili v zamrzovalniku na -20 °C.



T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuZzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

3.1.2. Anketiranje lastnikov

Lastnike dihurjev smo prosili, da izpolnijo kratko anketo.

Starost:

Spol: M/Z

Ali je bil cepljen proti kuznim boleznim? DA NE
Ali sobiva z ostalimi belimi dihurji? DA NE
Ali sobiva s psom? DA NE
Ali sobiva z macko? DA NE
Ali sobiva z malimi glodavci (misi, podgane, hrcki, budre ...)? DA NE
Ali je v stiku s tujimi belimi dihurji? DA NE
Ali je v stiku s tujimi psi? DA NE
Al je v stiku s tujimi mackami? DA NE
Ali je v stiku z zunanjimi glodavci (podgane, misi, veverice)? DA NE
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Ali se prehranjuje z briketirano hrano? DA NE
Ali se prehranjuje s surovo hrano?

5 DA NE
Ce da, s kaksno?

Ali se prehranjuje z malimi glodavci? DA NE
Ali biva zgolj v stanovanju/hiSi/notranjih prostorih? DA NE
Ali ima dostop do zunanjih povrsin (terasa, dvorisce, vrt)? DA NE
Ali ima dostop do vodnih povrsin (ribnik, potok, jezero)? DA NE

Vse podatke smo nato zbrali v tabelo.

3.2. METODE

3.2.1. Delo v laboratoriju za leptospirozo

Delo smo izvajali v Laboratoriju za leptospirozo na Institutu za perutnino, ptice, male sesalce
in plazilce Veterinarske fakultete v Ljubljani. Delo smo izvajali po protokolu za laboratorij
varnostne stopnje II. Pri izvajanju postopkov smo bili obleceni v za$¢itni plas¢ (belo haljo),
uporabljali smo zaS¢itne rokavice in jih po potrebi veckrat zamenjali. Delali smo s sterilnim
materialom (epruvete, steklovina). Bakterioloske zanke (eze) smo tekom dela sterilizirali nad
plamenom. Delovne povrSine smo pred in po delu ocistili in razkuzili. Postopke pipetiranja
smo izvajali s kalibriranimi pipetami. Pri pripravi vzorcev in pri pipetiranju smo upostevali

osnovne postopke za preprecevanje kontaminacija med vzorci.




36
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuZzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

3.2.1.1. Priprava vzorcev

Serumske vzorce, ki smo jih do obdelave hranili v zamrzovalniku, smo odmrznili. Tako

pripravljeni vzorci so lahko ostali shranjeni v hladilniku na 2-8 °C do 3 dni.

3.2.1.2.  Standardni materiali

Standardne materiale predstavljajo osnovne in delovne standardne raztopine, antigen in

negativna kontrola.

Antigen predstavljajo kulture patogenih serovarov, stare 4-8 dni, z gostoto najmanj 100
leptospir v vidnem polju mikroskopa pri 160x povecavi oz. 60-70 % prepustnost svetlobe pri
uporabi spektrofotomentra. Osnovne kulture presajamo enkrat na mesec, delovne pa enkrat na
teden. Za rutinsko testiranje se uporablja dobro izrasle kulture 12 serovarov, ki so najbolj
znacilni za naSe geografsko podrocje, in sicer serovar Grippotyphosa — sev Moskva V, serovar
Sejroe — sev Mallerdorf 84, serovar Icterohaemorrhagiae — sev Icterohaemorrhagiae RGA,
serovar Saxkoebing — sev MUS 24, serovar Australis — sev Ballico, serovar Canicola — sev
Hond Utrecht IV, serovar Pomona — sev Pomona, serovar Tarassovi — sev Mitis Johnson,
serovar Autumnalis — sev Akyami A, serovar Bataviae — sev Van Tienen, serovar Hardjo —

sev Hardjo Bovis in serovar Bratislava — sev Jez Bratislava.

Za negativno kontrolo (kontrolni serumi) smo uporabili nacionalni negativni serum (NNS)ali
referen¢ni kontrolni negativni serum, ki je negativni vzorec seruma ene izmed med-

laboratorijskih kontrol.

3.2.1.3.  Protokol: SEROLOSKA DIAGNOSTIKA

Za serolosko diagnostiko leptospiroze smo uporabili metodo MAT, ki velja za zlati standard.

Mikroaglutinacijski test je akreditirana metoda, sestavljena iz preliminarnega (makro metoda)
in potrditvenega testa (mikro metoda). Rezultate smo od¢itali z mikroskopiranjem v temnem

polju mikroskopa pri 160x povecavi.
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3.2.1.3.1. Preliminarni testi

3.21.3.1.1. Makro metoda

Makro metoda je del preliminarnega testa, s katerim smo ugotavljali, prisotnost specifi¢nih

protiteles v preiskovanem serumu.

Preiskovani serum smo razred¢ili s PBS v razmerju 1:25 (960 pL pufra + 40 pL seruma).

Pripravili smo tudi negativni serum.

V postopku smo uporabili 12 epruvet. Stevilo epruvet je enako §tevilu uporabljenih serovarov,
saj v vsako epruveto dodamo le en serovar. V epruvete smo dali 0,03 mL razredCenega

preiskovanega seruma in 0,03 mL vsake kulture. Kon¢na razredCitev, ki smo jo dosegli, je

bila 1:50.
Epruvete smo pretresli in jih inkubirali 2 uri na 37 °C.
3.2.1.3.1.2.  Interpretacija rezultatov preliminarnega testa

Preparate za mikroskopiranje smo pripravili tako, da smo z zanko vzeli po eno kapljico (3-5
uL) iz vsake epruvete in jo nanesli na predmetno stekelce. Vzorce smo preiskali v temnem

polju mikroskopa, pri 160x povecavi.

Pozitivno reakcijo smo ocenili kot aglutinacijo ali/in liza najmanj 50 % v vidnem polju
prisotnih Zivih leptospir, negativno pa kot odsotnost sprememb ali nizji odstotek aglutiniranih

leptospir.

Serume, ki so v preliminarnem testiranju reagirali pozitivno, smo nato titrirali, da smo

ugotovili visino specifi¢nih protiteles.

3.2.1.3.2. Potrditveni test — titracija

3.2.1.3.2.1. Mikro metoda

V postopku mikro metode preiskovani serum razred¢imo na nacin, opisan V poglavju

3.2.13.1.1
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Kulturo smo razred¢ili v razmerju 1:1. Enemu mL pufra smo dodali 1 mL dobro izrasle

kulture. Test smo izvajali na mikrotitrirni plosci.

Postopek:

e V prvo luknjico mikro plos¢e smo vnesli 25 pL pripravljene kulture leptospir za
kontrolo in 25 puL razred¢enega NNS.

e 'V tretjo do deveto luknjico smo vnesli 25 pL pufra.

e 'V drugo in tretjo luknjico smo dodali 25 uL predhodno razred¢enega seruma (1:25).

e |z tretje luknjice smo prenesli 25 uL razredCenega seruma v Cetrto in v vsako
naslednjo luknjico. 1z devete luknjice smo neskodljivo zavrgli 25 pL razred¢enega
seruma.

e Vzorcem seruma od druge do devete luknjice smo nato dodali Se po 25 pL

pripravljene kulture.

St. luknjice na mikrotiterski plos¢i Kon¢na razredcitev seruma

1 Kontrola

2 1:50

3 1:100

4 1:200

5 1:400

6 1:800

7 1:1600

8 1:3200

9 1:6400

Tako pripravljeno mikrotitrirno plos¢o smo inkubirali 45-60 minut na 37 °C.
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3.2.1.3.2.2.  Odcitanje in interpretacija rezultatov potrditvenega testa

Preparate za mikroskopiranje smo pripravili tako, da smo s pipeto vzeli 3 pL iz vsake luknjice
na mikroplos¢i in jo nanesli na predmetno stekelce. Vzorec smo preiskali v temnem polju

mikroskopa, pri 160x povecavi.

Pozitivni rezultat smo ocenili kot aglutinacijo ali/in lizo najmanj 50 % v vidnem polju
prisotnih zivih leptospir, negativni rezultat pa kot odsotnost sprememb ali kot nizji delez

aglutiniranih leptospir.

3.2.2. Statisticna obdelava podatkov

Epidemioloske podatke, ki smo jih dobili s pomo¢jo anket, smo zbrali v tabeli in jih

statisti¢no obdelali.

Statisticno analizo smo opravili v ratunalniskem programu R Commander 1386, verzija 3.5.1.
Podatke zbrane s telefonskim in osebnim anketiranjem lastnikov smo analizirali v povezavi z
iskano spremenljivko, in sicer prisotnost protiteles v serumu dihurjev. Statisti¢no znacilno
povezavo med preucevanimi spremenljivkami smo ugotavljali pri stopnji znacilnosti p = 0.05.
V primeru ugotovljenih odstopanj od nicelne hipoteze smo parametre nadalje analizirali z

ustreznimi parametriénimi ali neparametri¢nimi testi.
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4. REZULTATI

4.1. SERUMSKI VZORCI

Skupno smo preiskali 154 serumov, od tega je 60 serumov pripadalo samicam (39,0 %), 94

serumov pa samcev (61,0 %).

Med temi vzorci so se v daljsem ¢asovnem razmiku Stirikrat ponovili isti pacienti. Prvi izmed
teh, rojen leta 2011, je bil serolosko pozitiven, ko je bil testiran leta 2012 (pod vpisno Stevilko
64s), leta 2018 (vzorec 33) pa je bil negativen. Drugi, rojen leta 2014, je bil prvi¢ pregledan
leta 2018 (vzorec 59) in je reagiral negativno, v letu 2019 (vzorec 76) pa je bil serolosko
pozitiven. Tretji, rojen leta 2012, je bil ob pregledu leta 2014 (vzorec 19s) serolosko
pozitiven, ob naslednjem testiranju leta 2018 (vzorec 48) pa nismo ve¢ ugotovili prisotnosti
protiteles. Cetrti je bil v letu 2018 testiran dvakrat (vzorca 34 in 46), obakrat je bil serologko

negativen.

Med vsemi 154 vzorci smo ugotovili 16,2 % (25/154) serolosko pozitivnih Zivali, in sicer 10

samic in 15 samcev. Ostali vzorci so bili negativni (50 samic in 79 samcev).

Serume smo pregledali na prisotnost protiteles za serovare, ki se v Sloveniji najpogosteje
pojavljajo; ti so Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippothyposa, Tarassovi, Sejroe,

Saxkoebing, Bataviae, Australis, Canicola, Hardjo, Autummalis in Bratislava.
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4.1.1. PREGLED POZITIVNIH VZORCEV GLEDE NA SEROVAR

Tabela 1: Pregled pozitivnih vzorcev glede na serovar

Table 1: Examination of positive samples according to serovar

st. SRS G5 Icterohaemo Grippothypo . . . . " . . . .
vzorca spol odvzemu odvzema e Pomona < Tarassovi Sejroe Saxkoebing Bataviae Australis Canicola Hardjo Autummalis Bratislava
vzorca vzorca

48s Z <1 2011 50 N N N N N N N N N N N
53s z 2 2012 50 N N N N N N N N N N N
57s m 2 2012 50 N N N N N N N N N N N
61s m 3 2012 N N N N N N N N 50 N N N
64s m 1 2012 N N N N N N 50 N N N N N
70s Z 3 2012 100 N N N N N 100 N N N N N
74s z 2 2012 50 N N N N N N N N N N N
54s m 5 2013 N N N N N N N 200 N N N N
83s m 7 2013 N N N N N N 100 N N N N N

1s m <1 2014 N N N N N N N 50 N N N N
5s z 6 2014 200 N N N N N N N N N N N
10s m 7 2014 50 N N N N N N N 50 N N N
12s m 5 2014 N N N N N N N 50 N N N N
14s z 5 2014 50 N N N N N N N 50 N N N
16s Z 5 2014 N N N N N N 100 N N N N N
17s m 3 2014 50 N N N N 100 N 50 N 50 N N
19s m 2 2014 N N N N N N N N 50 N N N
23s m 7 2014 N 200 N N 50 50 N 100 N N N N
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32s m 3 2014 200 N N N 100 N
3s m 5 2015 N N 50 N N N
30s m 1 2015 N 100 N N N N
40s z 5 2015 N N N N N 50
46s b4 4 2015 50 N N N N N
87 b4 5 2019 N N N 100 N N
76 m 5 2019 N N N N N 50

Legenda: N — negativno, 50 — titer 1:50, 100 — titer 1:100, 200 — titer 1:200

Legend: N - negative, 50 — titer 1:50, 100 — titer 1: 100, 200 — titer 1: 200
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4.1.2. POGOSTOST PROTITELES ZA POSAMEZNE SEROVARE

Tabela 2: Pogostost protiteles za posamezne serovare

Table 2: Frequency of antibodies for individual serovars

ST. DELEZ
SEROVAR POZITIVNIH POZITIVNIH TITER1:50 TITER1:100 TITER 1:200
VZORCEV VZORCEV

Icterohaemorrhagiae 11 31,4 % 8 1 2
Pomona 2 5,7% 0 1 1
Grippotyphosa 0 0,0 % / / /
Tarassovi 0 0,0% / / /
Sejroe 1 2,9% 1 0 0
Saxkoebing 3 8,6 % 2 1 0
Bataviae 4 11,4 % 1 3 0
Australis 6 17,1% 3 2 1
Canicola 5 14,3 % 4 1 0
Hardjo 1 2,9% 1 0 0
Autumnalis 0 0,0% / / /
Bratislava 2 57% 2 0 0

Iz tabele je razvidno, da se najpogosteje pojavljajo protitelesa proti serovaru
Icterohaemorrhagie (11/35, 31,4 %), sledita mu serovar Australis (6/35, 17,1 %) in Canicola
(5/35, 14,3 %). Protitelesa proti serovarom Grippotyphosa, Tarassovi in Autummalis znotraj

pregledane populacije belih dihurjev niso bila ugotovljena.

Kombinacije serovarov, ki so se skupaj pojavile pri 25 pozitivnih vzorcih dihurjev, so bile
naslednje: Icterohaemorrhagiae in Bataviae pri enem vzorcu (1/25), Icterohaemorrhagiae in
Canicola pri dveh vzorcih (2/25), Icterohaemorrhagiae, Sejroe, Australis in Hardjo pri enem
vzorcu (1/25), Pomona, Sejroe in Saxkoebinig pri enem vzorcu (1/25) ter Icterohaemorrhagiae
in Australis prav tako pri enem vzorcu(1/25). Pri ostalih pozitivnih vzorcih smo ugotovili

prisotnost protiteles le proti enemu serovaru.
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4.1.3. PREGLED STEVILA VZORCEV PO LETIH

Tabela 3: Pregled stevila vzorcev v obdobju od 2011 do 2019

Table 3: Overview of the number of samples in the period from 2011 to 2019

Leto odvzema vzorcev Pozitivni vzorci Negativni vzorci Skupno st. vzorcev
2011 1 2 3
2012 6 22 28
2013 2 0 2
2014 10 19 29
2015 4 7 11
2016 0 0 0
2017 0 0 0
2018 0 68 68
2019 2 11 13
4.2. ANKETE

Epidemioloske podatke smo pridobili s pomocjo predhodno pripravljene ankete.

Za statisticno obdelavo smo izbrali podatke 23 anket iz retrospektivnega dela Studije ter 66
anket iz prospektivnega dela Studije. Skupno smo tako statisticno pregledali 89 anket (57,8
%). Med 23 anketami iz retrospektivnega dela je bilo 6 anket pomanjkljivo izpolnjenih,
vendar smo jih zaradi pozitivnega seroloSkega rezultata pripadajocih vzorcev vseeno vkljucili

v statisti¢no obdelavo.

Iz retrospektivnega in prospektivnega dela Studije je bilo 65 anket (42,2 %) manjkajocih ali
pomanijkljivo izpolnjenih.

V retrospektivnem delu studije je bilo skupno 73 vzorcev. Za negativne vzorce, odvzete med
2011 in 2017, nimamo prilagajo¢ih anket. Teh vzorcev je bilo 50/154 (32,5 %). V
retrospektivnem delu je bilo 23 pozitivnih vzorcev. Z lastniki serolosko pozitivnih dihurjev v

obdobju med 2011 in 2017 smo naknadno stopili v stik ter pridobili potrebne podatke.

V prospektivnem delu Studije je bilo skupno 81 vzorcev, od tega 2 seroloS§ko pozitivna, ostali
pa so bili negativni. Nekateri lastniki so anketo izpolnili v ambulanti ob pregledu dihurja, z

nekaterimi pa smo naknadno opravili razgovor po telefonu.
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4.3. PREGLED POZITIVNIH VZORCEV NA PODLAGI ANKET

Tabela 4: Pregled opisnih podatkov iz anket za pozitivne vzorce

Table 4: Overview of descriptive data from positive sample surveys

Brez
z Starost Arefl q . Dostop Dostop
S ob s Cepl{enj Sobivanj Sobivanj Sobivanj Stik mali Stik tuji Stik tuji Stik tuje Stik - Briketira Surova Kaksna Pprehr?n dostopa do do
vzor Spol odvzema e kuzne I o . L . o zunanji surova a mali do " .
odvzemu N e dihurji e pes e macka glodavci dihurji psi macke - na hrana hrana . . zunanjih vodnih
ca vzorca bolezni glodavci hrana glodavci zunanjih o v
vzorca vo povrsin povrsin
povrsin
48s b4 <1 2011 ne da ne ne / ne vem ne vem ne vem ne vem da Da jajca ne ne vem ne vem ne vem
53s Z 2 2012 da da ne ne ne da da ne ne da Da pis€anec, ne ne ne ne
puran
(jetra,
srcki)
57s m 2 2012 da ne ne ne ne ne da ne ne da Da jajca ne da da ne
61s m 3 2012 da da da da ne ne ne ne ne da Da jajca ne da ne ne
64s m 1 2012
70s z 3 2012
74s 7 2 2012 da da ne da ne ne ne ne ne da Ne / ne ne da ne
54s m 5 2013 da da da da ne da da ne ne da Ne / ne ne da ne
83s m 7 2013 da da ne ne ne ne ne ne ne da Ne / ne da ne ne
1s m <1 2014 ne da da da ne vem da ne ne ne vem da Da perutnin ne ne da ne
a,
govedina
, svinjina
5s i 6 2014 da da ne ne ne da ne ne ne da Ne / ne ne da ne
10s m 7 2014 da da da ne ne da ne ne ne da Ne / ne ne da da
12s m 5 2014
14s i 5 2014 da da da da ne da ne ne ne da Ne / ne da ne ne
16s i 5 2014 da ne ne ne ne ne ne ne da Ne / ne ne da ne
17s m 3 2014 da da ne ne ne ne ne ne da ne / ne da ne ne
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19s m 2 2014 da da ne ne ne da ne ne ne da ne / ne ne da da
23s m 7 2014 da da da ne ne da da da ne da da jajca ne ne da ne
32s m 3 2014
3s m 5 2015 da ne ne ne ne ne ne ne da ne / ne da ne ne
30s m 1 2015
40s Z 5 2015 da ne da da ne ne ne ne ne da da prepeli¢j ne ne da ne
a jajca
46s z 4 2015
87 i 5 2019 da da ne ne ne ne ne ne ne da ne / ne ne da ne
76 m 5 2019 ne da ne ne ne da ne ne ne ne da pis€anec, ne da ne ne
prepelica
govedina
, zajec,
jajea,
kosti,
kostna
moka,

drobovin
a
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4.3.1. STATISTICNA OBDELAVA PARAMETROV V ODVISNOSTI OD
REZULTATA DETEKCIJE PROTITELES V SERUMU

Nabor podatkov iz ankete lastnikov zivali smo statisti¢no vrednotili in na ta nacin dolocali
povezavo med rezultatom izida seroloske preiskave detekcije protiteles in razlicnih
parametrov s potencialnim vplivom nanj. Za oshovno analizo smo uporabili test t za
neodvisne vzorce za Stevilske spremenljivke in test delezev za opisne spremenljivke. Meja za

statisticno znacilne razlike je postavljena pri p = 0.05.

Tabela 5: Rezultati povezave med epidemioloSkimi podatki in pozitivnimi titri protiteles

Table 5: Results of the link between epidemiological data and positive antibody titers

Epidemioloski podatki P N p-vrednost korelacija
Starost ob odvzemu 5,03 3,8 0,01 *
Cepljenje 0,5
Sobivanje z dihurji 0,1
Sobivanje z macko 0,5
Sobivanje s psom 0,5
Spol 0,5
Stik z zunanjimi glodavci 0,01 *
Surova hrana <0,0001 *
Stik s tujimi dihurji 0,02 *
Stik s tujimi psi 0,06
Stik s tujimi mackami 0,7
Briketirana hrana 0,05 *
Prehranjevanje z malimi glodavci 0,1
Brez dostopa do zunanjih povrsin 0,72
Dostop do zunanjih povrsin 0,7
Dostop do vode 0,4

*kaze na statisticno korelacijo med epidemioloskimi podatki in pozitivnimi titri protiteles

* indicates a statistical correlation between epidemiological data and positive antibody titers
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4.4. ZIVLJENJE BELIH DIHURJEV V SLOVENLJI

Z anketami, ki smo jih uporabili za ugotavljanje epidemioloskih podatkov o belih dihurjih,
vzoréenih za pregled na protitelesa proti leptospiri, smo pridobili tudi pomembne podatke o

zivljenju dihurjev pri nas.

Za obdelavo podatkov o nacinu zivljenja belih dihurjev v Sloveniji smo uporabili anketne
vprasalnike, ki so bili odbrani Ze za statisti¢no obdelavo parametrov v odvisnosti od rezultata

detekcije protiteles v serumu. Teh je bilo 89.

4.4.1. Sobivanje belih dihurjev z drugimi Zivalmi

Tabela 6: Sobivanje belih dihurjev z drugimi zivalmi

Table 6: Cohabitation of ferrets with other animals

Beli dihur Pes Macka Mali glodavci &
Ni Ni Ni Ni pregledanih
DA NE podatk DA NE podatk DA NE podatk DA NE podatk VHEEY
a a a a
59 24 6 32 53 4 34 47 8 0 81 8 89
66,29 22,97 6,74 % 35,96 59,55 4,48 % 38,20 52,81 8,99 % 0% 91,01 8,99 % 100 %
% % % % % % %
4.4.2. Stik dihurjev z drugimi Zivalmi
Tabela 7: Stik dihurjev z drugimi Zivalmi
Table 7: Contact with other animals
Tuji dihurji Tuji psi Tuje macke Zunanji glodavci &
Ni Ni Ni Ni pregledanih
DA NE podatk DA NE podatk DA NE podatk DA NE podatk vzorcev
a a a a
22 58 9 9 72 8 6 76 7 0 78 11 89
24,72 65,17 10,11 10,11 80,90 8,99 % 6,74 % 85,39 7,87 % 0% 87,64 12,36 100 %

% % % % % % % %
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4.4.3. Prehranjevalne navade belih dihurjev

Tabela 8: Prehranjevalne navade belih dihurjev

Table 8: Eating habits of ferrets

Briketirana hrana Surova hrana Mali glodavci St.
regledanih
DA NE Ni DA NE Ni DA NE Ni 4 vforcev
podatka podatka podatka
65 18 6 60 23 6 6 77 6 89
73,03 % 20,22 % 6,74 % 67,42 % 25,84 % 6,74 % 6,74 % 86,52 % 6,74 % 100 %

Najpogostejsa surova hrana, ki so jo navajali lastniki, so bila jajca, prepeli¢ja jajca, perutnina

(meso, drobovje), govedina, svinjina, kunec, konj, Natures menu, Frankenprey diet (Prey

Model Diet; meso kupljeno v trgovini), jagnjetina, ov¢je meso, raca, kostna moka, divjacina,

prepelica.

4.4.4. Bivalno okolje belih dihurjev

Tabela 9: Bivanje belih dihurjev

Table 9: The living environment of ferrets

Brez dostopa do zunanjih povrsin Dostop do zunanjih povrsin Dostop do vodnih povrsin St.
DA NE Ni DA NE Ni DA NE Ni prsf::g:\rl‘lh
podatka podatka podatka
28 51 10 53 29 7 14 68 7 89
31,46 % 57,30 % 11,24 % 59,55 % 32,58 % 7,87 % 15,73 % 76,40 % 7,87 % 100 %
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45. CEPLJENJE PROTI KUZNIM BOLEZNIM

Za obdelavo podatkov o cepnem statusu dihurjev proti pasji kugi (v nadaljevanju besedila:
proti kuznim boleznim) v Sloveniji smo uporabili anketne vprasalnike, ki so bili odbrani Ze za

statisti¢éno obdelavo parametrov v odvisnosti od rezultata detekcije protiteles v serumu. Teh

je bilo 89.

Tabela 10: Cepljenje belih dihurjev proti kuznim boleznim

Table 10: Immunization of ferrets against infectious diseases

Cepljenje DA Cepljenje NE Neznan cepni status St. pregledanih vzorcev

70 8 11 89

78,65 % 8,99 % 12,36 % 100 %
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5. RAZPRAVA

Stik belih dihurjev z leptospirami je bil obravnavan v majhnem S$tevilu Studij (Lewington,
2007; Pignon in Mayer, 2011) in na splo$no velja, da so beli dihurji slabo 0z. niso dovzetni za
leptospirozo (Chitty in Delaney-Johnson, 2017). Za Slovenijo do sedaj podatka o

seroprevalenci pri belih dihurjih $e nismo imeli.

Pri raziskavi smo za serolosko diagnostiko uporabili test MAT, ki je referencna metoda za
diagnostiko leptospiroze (Markey in sod., 2013) in Se vedno velja za zlati standard (WHO,
2003; Mastorilli in sod., 2007; OIE, 2014). Metoda se je za naSo raziskavo izkazala kot

primerna.

V raziskavi smo 154 serumskih vzorcev belih dihurjev pregledali na prisotnost protiteles proti
leptospiri. Izmed 154 vzorcev jih je bilo 16,2 % pozitivnih, 83,8 % pa negativnih. 1zmed
pozitivnih vzorcev je bilo 40 % samic in 60 % samcev, kar sovpada s podatki iz raziskav, ki
porocajo, da je pri psih vecji delez okuzenih pri samcih. Povecano tveganje za okuzbo pri psih
moskega spola lahko posledica vecje aktivnosti na prostem in specificnega vedenja, ki je
zanje znacilno, vkljuéno z vohanjem in lizanjem urina (Major in sod., 2014). Domnevamo, da
lahko tako pojasnimo tudi vecjo prevalenco pozitivnih vzorcev pri belih dihurjih moskega
spola. Samci belih dihurjev, predvsem nekastrirani, pogosto oznacujejo okolje z urinom, z
izloCki analnih Zlez ter z drgnjenjem urogenitalnega podrocja po razlicnih predmetih
(Meredith, 2017). Vecja okuzenost z leptospiro pri mosSkem spolu se pojavlja tudi pri ljudeh.
Izpostavljenost leptospiri se pogosto pripisuje poklicem, ki so povezani z moskim spolom, kot
so npr. delo v gozdu, na polju, v rudnikih (Bedernjak, 1995). Mozno je, da so razlike med
okuZenostjo zensk in moskih tudi zaradi bioloskih razlik med spoloma (Skufca in Arima,

2012).

Najvecje Stevilo pozitivnih vzorcev se je pojavilo med letoma 2012 in 2015. Leta 2018 je bilo
vzoréenih 68 dihurjev, vsi so bili negativni. Mozno je, da je do take distribucije pozitivnih in
negativnih vzorcev prislo zaradi odvzema vzorcev v razli¢nih sezonah leta. Okuzba z
leptospiro je namre¢ povezana z lokalnimi temperaturami in vzorcem padavin (Major in sod.,

2014), ki je lahko v razli¢nih sezonah razli¢na.
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V nasi raziskavi je imelo 63,0 % (22/35) titer protiteles 1:50, 27,3 % (9/35) 1:100 in 11,4 %
(4/35) belih dihurjev 1:200.

Na podlagi visine titrov ne moremo trditi, ¢e so bile okuzbe pri zivalih akutne ali kroni¢ne, saj
bi za to doloc¢itev namre¢ potrebovali parne serume odvzete v razmaku 14 dni. V primeru, da
bi se visina titra v parnem serumu povecala za Stirikratno vrednost, bi lahko govorili o akutni
okuzbi (Amilasan in sod., 2012). Pri kroni¢nih okuzbah lahko titri padejo tudi do povsem
nezaznavnih ravni (OIE, 2014).

Epidemioloske podatke smo zbirali s pomocjo ankete. Skupno smo za statisticno obdelavo
zbrali 89 anket, od tega je bilo 25 vzorcev dihurjev (28,1 %) iz ankete serolosko pozitivnih.
Del anketne Studije je bil retrospektiven, zato nismo imeli anketnih podatkov o vseh belih
dihurjih. V tem delu smo se osredotocili na serolosko pozitivne Zivali, zato smo z lastniki
serolosko pozitivnih dihurjev naknadno stopili v stik. Se ena teZava, s katero smo se soo¢ili
pri anketiranju lastnikov iz retrospektivnega dela Studije je bila, da je bilo vecje Stevilo
pacientov ze poginulih in se lastniki ob podajanju podatkov med pogovorom niso dobro

spominjali navad svojih dihurjev.

Statisticna obdelava je veCinoma temeljila na primerjavi epidemioloskih podatkov zbranih s
pomocjo anket. Pokazala je, da prisotnost protiteles proti leptospiri naj ne bi bila povezana z
vecino vprasanj, ki smo jih zastavili v anketah, dejstvo pa je, da je Stevilo vzorcev, ki smo jih
lahko uporabili za statisticno primerjavo, majhno; to je 89 anket, kar oslabi statisticno
ovrednotenje in nam ne predstavi popolnoma realnega/objektivnega prikaza epidemioloskega
stanja v populaciji belih dihurjev pri nas. Kljub velikim omejitvam/nejasnosti v statisti¢ni
raziskavi, smo nekatere rezultate predstavili v nadaljevanju naloge, seveda z veliko mero

znanstvene kritiénosti.

Statisti¢na analiza je pokazala povezavo med serolosko pozitivnimi belimi dihurji in njihovo
starostjo ob odvzemu vzorca (p=0,01). Pozitivne Zivali so bile na¢eloma starejSe (povpreéje
5,03 let), negativne pa mlajse (3,8 let). Podatek je zanimiv, saj naceloma velja, da naj bi bile
mlajse Zivali bolj dovzetne za okuzbo (Greene, 2006). Razlagamo si ga lahko tako, da je bilo

pri starejSih belih dihurjih vec priloZnosti za stik s patogenom in moznostjo okuZzbe.

Nadalje je bila statistitna korelacija ugotovljena med pozitivnimi dihurji in stikom z

zunanjimi glodavci (p=0,01), vendar moramo upostevati, da smo imeli na voljo zelo omejeno



53
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

koli¢ino podatkov. Pri stiku z zunanjimi glodavci podatek o vrsti glodalca in nadinu stika
najveckrat ni znan. Na vprasanje, ¢e je bil beli dihur v kontaktu z zunanjimi glodavci, ni nihce
izmed lastnikov odgovoril pritrdilno; vecina jih je izbrala negativen odgovor, le dva
anketiranca, katerih dihurja sta imela protitelesa proti leptospiri, sta odgovorila »ne vem.
Glede na zelo omejen nabor podatkov in nejasno opredelitev lastnikov glede doti¢nega
parametra, moramo domnevno statisticno pomembno korelacijo med parametroma ovrednotiti
zelo previdno. Tako kot macke, so tudi dihurji po naravi plenilci. Raziskava pri mackah je
pokazala, da je za macke, ki svoj plen lovijo, ve¢ja moznost da postanejo okuzene ob stiku z

malimi glodavci (Schuller in sod., 2015).

Podatki naSe raziskave o prehrani belih dihurjev kaZzejo, da se vecina dihurjev pri nas
prehranjuje z briketirano hrano (73,0 % o0z. 65/89). Gre za najenostavnejsi nacin prehrane, ki
pa ni vedno najprimernej$i. Samo nekatere kvalitetnejSe hrane za macke in briketirana hrana
posebej za dihurje zados¢ajo prehranskim potrebam dihurjev. Pozorni moramo biti, da je dieta
bogata s proteini in mascobo (Johnson-Delaney, 2014), delez ogljikovih hidratov in vlaknin

naj bo nizek (Mitchell in Tully Jr, 2009). Hrana mora biti primerno shranjena.

Glede prehrane je zanimivo dejstvo, da je bila vecina dihurjev, pri katerih smo ugotovili
prisotnost specificnih protiteles, izklju¢no na dieti z briketirano hrano (statisticno mejna
vrednost, p=0,05). l1zmed 25 belih dihurjev z ugotovljenimi protitelesi, je za 19 zivali znan

podatek o prehrani z briketirano ali surovo hrano. Za 6 Zivali podatka nimamo.

Statisticno povezavo med prisotnostjo specifi¢nih protiteles in briketirano hrano je tezko
obrazloziti. Lahko se sklicujemo na majhno S$tevilo vzorcev, ki so bili zajeti v raziskavi, in
tako ne predstavljajo reprezentativne slike populacije dihurjev. Mozno je, da je statisti¢na
povezava med parametroma zato zgolj naklju¢na. Zavedati se moramo, da je briketirana hrana
najenostavnejSa priprava obroka za bele dihurje in se je posluzuje vecina (78,3 %) lastnikov
belih dihurjev, za katere imamo podatke. Statisti¢no povezavo bi morda pojasnili s tem, da si
v gospodinjstvu z ve¢ belimi dihurji isto posodo s hrano pogosto deli ve¢ Zivali, torej bi bil
pravzaprav lahko problematiéen stik z morebitno okuzenimi drugimi belimi dihurji. Ce so
briketi v prostoru, kjer lahko do njih dostopajo tudi druge zivali (psi, macke), je mozno, da le-
te obcasno jedo hrano dihurjev ter s tem na posodi 0z. na hrani pustijo patogene. Poleg tega
obstaja velika moznost kontaminacije, ¢e lahko do hrane dostopajo mali glodavci. Zal z

anketo nismo pridobili podatka, kje in kako lastnikih hranijo briketirano hrano za bele dihurje.
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S surovo hrano svoje bele dihurje prehranjuje 72,3 % lastnikov (60/83), mnogi jo v prehrano
vkljucijo zgolj kot priboljSek. Lastniki so kot surovo hrano, s katero hranijo bele dihurje,
navajali perutnino, govedino, svinjino, meso kunca in konja, divjacino, jagnjetino, prepeli¢je
in ra¢je meso ter kokoS$ja in prepeli¢ja jajca. Statisticni podatki v naSi raziskavi so pokazali
povezavo med serolosko pozitivnimi belimi dihurji in uzivanjem surove hrane (p<0,0001).
Podatek je nenavaden, sploh zato, ker se je izklju¢no s surovo prehrano prehranjeval le 1/25
serolosko pozitivnih dihurjev. Mozno je, da je statistiCna povezava zgolj nakljucje, tako kot

pri prehranjevanju z briketirano hrano, zaradi majhnega Stevila vzorcev.

Povezave med hranjenjem belih dihurjev s celotnim plenom in prisotnostjo protiteles proti
leptospiri nismo ugotovili. Podatek nakazuje, da mali glodavci (misi, podgane), ki se
uporabljajo za prehrano belih dihurjev v Sloveniji, niso okuzeni z leptospiro. Hranjenje s
celim plenom je najprimernejsa prehrana za dihurje. Ce lastniki dihurjev no&ejo hraniti svojih
ljubljenckov samo s celim plenom, se vseeno svetuje, da jim ob¢asno ponudijo mis ali en dan
starega piS¢anca kot priboljsek za pomembno obogatitev diete. Iztrebki dihurja so pri prehrani
s celim plenom zelo ¢vrsti, imajo majhen volumen, pa tudi vonj je manj zaznaven (Johnson-
Delaney, 2014). Po anketnih podatkih je delez belih dihurjev, ki jih lastniki prehranjujejo z
malimi glodavci, pri nas nizek (6,7%), kar lahko $e dodatno pojasni odsotnost seropozitivnih

dihurjev v tej skupini.

Statisti¢na analiza je pokazala tudi povezavo pri seroloSko pozitivnih belih dihurjih v stiku s
tujimi dihurji (p=0,02). Izmed 89 anketiranih, se jih je na anketno vpraSanje o stiku belih
dihurjev s tujimi dihurji, odzvalo 80 lastnikov. I1zmed teh je 22/80 (27,5 %) lastnikov stik
svojih belih dihurjev s tujimi dihurji potrdila, vecina belih dihurjev pa stika s tujimi dihurji
nima (58/80 oz. 72,5 %). Glede na to, da lahko rezervoar leptospire predstavlja katera koli
vrsta sesalcev (Hirsh in Zee, 1999), lahko domnevamo, da lahko tudi tuji dihurji predstavljajo

moznost okuzbe.

Z anketami, ki smo jih uporabili za ugotavljanje o epidemioloskih podatkov o dihurjih,
vzoréenih za pregled na protitelesa proti leptospiri, smo pridobili tudi pomemben vpogled v
zivljenje belih dihurjev pri nas. Gre za pomemben podatek, saj za Slovenijo do sedaj tovrstnih
informacij ni bilo na voljo. Po rezultatih ankete beli dihurji v Sloveniji najpogosteje sobivajo
z drugimi belimi dihurji (66,3 % oz. 59/89) ali mackami (38,2 % oz. 34/89), sobivanje s psi je
nekoliko redkejse (36,0 % 0z. 32/89), z malimi glodavci pa ne sobiva noben. Najboljse je, da
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imamo vsaj dva dihurja, ki zivita skupaj, da si delata druzbo (Brennand, 2011), saj se zelo radi
druzijo in igrajo (Carver-Carpenter, 2004). Zavedati pa se moramo, da je v primeru sobivanja
moznost prenosa kuznih bolezni veéja (Huber in sod., 2017). To je Se posebej pomembno, ko
lastniki pridobijo novega dihurja in ga brez predhodnih pregledov in kratke karantene zdruzijo
z do tedaj ze prisotnimi dihurji. Pod nadzorom lahko dihurji sobivajo tudi s psi ali mackami
(Meredith, 2017)% mali glodavci ali kunci pa zanje niso primerna druzba (Meredith in
Redrobe, 2002; Meredith, 2017). Beli dihurji v Sloveniji vefinoma nimajo stika s tujimi
zivalmi. Najve¢ izmed anketiranih ima stik s tujimi dihurji (24,7 % 0z. 22/89). Po nasih
podatkih se lastniki dihurjev in njihovi dihurji ob¢asno sre¢ajo na organiziranih in tudi
nakljuénihi srecanjih. Pomembno je, da se teh druzenj udelezujejo zgolj klini¢no zdrave

zivali. Beli dihurji se manj druzijo s tujimi psi (10,1 % 0z. 9/89) ali mackami (6,7 % 0z. 6/89).

Izmed anketiranih lastnikov ni nih¢e porocal o stiku svojega belega dihurja stiku z zunanjimi
glodavci, 12,4 % lastnikov na vprasanje ni odgovorilo. Lastniki so se odlo¢ali predvsem med
odgovoroma »ne« in »ne vem«. Zaradi premajhnega Stevila podatkov o stiku pozitivnih
dihurjev z zunanjimi glodavci, tega dela populacije nismo mogli statisticno ustrezno

primerjati z delezem negativnih dihurjev iz ankete.

Bivalno okolje belih dihurjev smo v anketi opredelili kot bivanje brez dostopa do zunanjih
povrsin, bivanje z dostopom do zunanjih povrsin ter bivanje z dostopom do vodnih povrsin.
Zgolj v notranjih prostorih biva le 31,5 % dihurjev pri nas. Veéina (59,6 %) jih ima dostop do
zunanjih povrsin, kamor smo Steli tudi dvoris¢e, balkone, terase, sprehode. Dostopa do
naravnih vodnih povrSin vecina nima; le 15,7 % lastnikov je porocalo, da imajo njihovi beli
dihurji dostop do vodnih povrsin, kot so potoki, reke, jezera, pa tudi luze na poti. Vodovje
velja za pomemben okoljski dejavnik pri vzdrZevanju leptospir. Ko je voda enkrat
kontaminirana z urinom okuzenih Zivali, postane pomemben dejavnik prenosa okuzbe
(Azocar-Aedo in sod., 2014). Za dihurje se svetuje, da so na sprehodu pod nadzorom in so
privezani na dolg povodec (Huber in sod., 2017). Na taksnih sprehodih lahko pridejo v stik s

2 Veliko je odvisno od pasme in znacaja psa oz. macke. Lovski psi lahko dihurja vidijo kot plen, zato je potrebna
pazljivost. Belih dihurjev zato nikoli ne pus¢amo samih brez nadzora v druzbi psov ali mack (Cong., 2019, ustni
vir).

A lot depends on the breed and the character of a dog or a cat. Hunting dogs can see ferret as a prey, so owners
need to be careful. Ferrets are therefore never left alone in the company of dogs or cats (Coné., 2019, oral

source)



56
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

kontaminirano dlako okuZene prostoziveCe zivali, S kontaminirano vodo in drugimi
povrsinami, kontaminirami rastlinami ter drugimi predmeti, ki so onesnazeni z urinom ali
drugimi izlo¢ki okuzenih prostozivec¢ih in domacih zivalih. Tudi pri zunanjih mackah,
mackah, ki zivijo na mestnih obmocjih, in mackah, ki svoj plen lovijo, so porocali o vecji
pozitivnosti na protitelesa proti leptospiri (Schuller in sod., 2015). Podobno kot pri mackah, se
je tudi pri psih, ki so pogosto izpostavljeni vodi, in tistih, ki veliko ¢asa prezivijo na prostem,
pokazalo vecje tveganje za okuzbe, podobno pa velja tudi za ljudi (Major in sod., 2014).
Statisti¢na obdelava podatkov iz nasih anket tega ni potrdila. Kljub temu lahko domnevamo,
da je moznost okuzbe vi§ja pri dihurjih, ki imajo dostop do zunanjih povrSin v primerjavi s
tistimi, ki takega dostopa nimajo. Menimo, da je v prihodnosti potrebno narediti se
natan¢nejSe epidemiolosko poizvedovanje za razjasnitev ogrozenosti belih dihurjev, ki
prezivijo veliko Casa na prostem, na sprehodu po parkih, gozdnih poteh in drugod zaradi

nevarnosti za okuzbo z leptospiro.

Za obdelavo podatkov o precepljenosti belih dihurjev proti kuznim boleznim v Sloveniji smo
uporabili istih 89 anketnih vprasalnikov. Rezultati so pokazali, da je ve€ina belih dihurjev pri
nas (78,7 %) cepljena proti pasji kugi. Med vzoréeno populacijo jih 9,0 % ni cepljenih, za
ostale pa zal nimamo podatka. V Sloveniji tako kot v vecini evropskih drzav za cepljenje
dihurjev proti pasji kugi uporabljamo cepiva za pse, saj pri nas ni na voljo cepiva, ki bi bilo
registrirano za dihurje (Rac¢nik in Zadravec, 2013). Preko osebne komunikacije z veterinarji,
ki delajo na klinikah za male Zivali v Sloveniji smo izvedeli, da se za cepljenje belih dihurjev
uporabljajo cepiva razliénih proizvajalcev, namenjena psom, v katerih poleg antigena pasje
kuge najdemo $e antigene drugih kuznih bolezni psov, med katerimi je tudi leptospira, in sicer
lahko cepiva vsebujejo serovara Canicola in Icterohaemorhagiae ali pa serovare Canicola,
Icterhoaemorhagiae, Grippotyphosa in Bratislava (Uradni list RS, 2014a; Uradni list RS,
2014b; Uradni list RS, 2014c; Uradni list RS, 2014d). Najpogosteje se cepiva, ki jih
uporabljamo pri nas, nahajajo v dveh oblikah, in sicer v liofiliziranem/prasnem delu ter v
delu, raztopljenem v tekocini, ki ju je pred aplikacijo cepiva potrebno zdruziti in premesati.
Antigen posameznih serovarov leptospire se praviloma nahaja v tekoci fazi cepiva. Na Kliniki
za ptice, male sesalce in plazilce, Instituta za perutnino, ptice, male sesalce in plazilce, VF, pri
pripravi cepiva za cepljenje belih dihurjev proti pasji kugu tekoco fazo cepiva vedno
nadomestimo z vodo za injiciranje ali s topljencem, ki ga komericialno doda/priporoca

proizvajalec, zato lahko zagotovo trdimo, da dihurji, ki so bili pri nas cepljeni proti kuznim
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boleznim, niso bili cepljeni proti leptospiri. Zal pa je nemogode izvedeti, ¢e tudi na drugih
klinikah tekoco fazo cepiva zamenjajo z destilirano vodo. Veliko $tevilo belih dihurjev, ki so
med pacienti Klinike za ptice, male sesalce in plazilce, je bilo uvozenih iz drugih drzav, in
sicer iz Hrvaske, Makedonije, Ceske, Rusije, veliko jih je tudi iz Slovaske. V novej$em Gasu
je na trziS¢u tudi individualno cepitvo proti leptospiri, ki ga veterinar uporabi individualno ali

ga doda cepivu proti pasji kugi in drugim bolezenskim povzrociteljem pri cepljenju psa.

Razpon ugotovljenih titrov serolosko pozitivnih dihurjev v raziskavi je bil med 1:50 in 1:200.

Ce vzorec pozitivno reagira na vec serovarov iz iste seroloSke skupine velja, da je pozitiven

ey

Proti serovaru Icterohaemmorhagiae je imelo osem vzorcev titer 1:50, en vzorec 1:100 ter dva
1:200. Titri proti serovaru Pomona so bili pri enem dihurju 1:100, pri drugem pa 1:200. Proti
serovaru Sejroe je reagiral en vzorec s titrom 1:50. Titri proti Saxkoebing so znasali 1:50 pri
dveh dihurjih in 1:100 pri tretjemu. Proti Hardjo je bil seropozitiven en vzorec, titer je znaSal
1:50. Visine titrov proti serovaru Batavie so znaSale 1:50 pri enem dihurju, pri drugih treh pa
1:100. Proti serovaru Bratislava sta bila pozitivna dva vzorca, oba viSine titra 1:50. Titri proti
serovaru Canicola so znasali 1:50 (Stirje vzorci) in 1:100 (en vzorec). Proti serovaru Australis
so reagirali trije dihurji s titrom 1:50, dva 1:100 in eden 1:200. Skupno je 62,9 % (22/35)
vzorcev reagiralo v titru 1:50, 22,9 % (9/35) v titru 1:100 in 11,4 % (4/35) v titru 1:200.

Serovar, proti kateremu smo najpogosteje ugotavljali protitelesa, je bil serovar
Icterohaemorrhagiae, ki je bil prisoten kar pri 31,4 % testiranih belih dihurjih. Sledila so
protitelesa proti serovaru Australis (17,1 %) in Canicola (14,3 %), nato Bataviae (11,4 %),
Saxkoebing (8,6 %), Pomona in Bratislava (vsak 5,7 %) ter Sejroe in Hardjo (2,9 %).

Serovar Icterohaemorrhagie je najpogostejsi povzrocitelj okuzbe pri psih (Markey in sod.,
2013, Schuller in sod., 2015), tudi pri mackah (Schuller in sod., 2015). Pri psih se okuzba
kaze kot akutna hemoragi¢na bolezen z visoko vro¢ino, bruhanjem, pogosto sledi zgodnja
smrt (Markey in sod., 2013). Primarni rezervoar predstavljajo podgane (Greene, 2006).
Serovar je bil izoliran tudi pri asimptomatskih dihurjih (Pignon in Mayer, 2001), med
prostozive¢imi vrstami pa so nanj serolosko pozitivno odreagirale razli¢ne vrste iz druzine
Mustelidae, in sicer evropski mink, navadni dihur, ameriski mink, kuna belica in kuna zlatica
(Moinet in sod., 2010). Izmed ostalih prostozivecih vrst, so Studije pokazale tudi

seropozitivnosti pri divjih prasi¢ih (Sus scrofa), navadnem jelenu (Cervus elaphus), navadni
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lisici (Vulpes vulpes), rjavem medvedu (Ursus arctos) (Slavica in sod., 2007), evropskih
bobrih (Castor fiber) in pizmovkah (Ondatra zibethicus) (Hartskeerl in Terpstra, 1996).
Raziskava leptospiroze med mesojedi v Spaniji je poro¢ala tudi o serologko prevalenci
serovara Icterohaemorrhagiae pri iberskem risu (lberian lynx), egiptovskem/egipanskem
mungu (Herpestes ichneumon), jazbecu (Meles meles) in nekaterih drugih (Millan in sod.,
2008).

V nasi raziskavi je proti serovaru Icterohaemorrhagiae pozitivno reagiralo enajst belih
dihurjev, epidemioloske podatke imamo le za osem belih dihurjev, tri ankete zal niso bile
ustrezno izpolnjene. Izmed osmih belih dihurjev jih je sedem sobivalo z dihurji, dva z
mackami. V stiku s tujimi dihurji so bili stirje beli dihurji, za enega nimamo podatka. Vseh
osem se je prehranjevalo z briketirano hrano, trije tudi s surovo, in sicer s perutnino in jajci.
Trije so bivali zgolj v notranjih prostorih, Stirje so imeli dostop do zunanjih povrsin. Lastnik
enega belega dihurja je porocal o stiku z vodnimi povrSinami. Osem dihurjev je bilo cepljenih
proti kuznim boleznim, zal pa nimamo podatka, 0 ¢asovnem razmiku pred nasim odvzemom
vzorcev. Na podlagi epidemioloskih podatkov je razvidno, da je veina pregledanih Zzivali
sobivala z drugim dihurjem (n=7), polovica pa je imela dostop na prosto, kjer je morda prislo
do okuzbe. Do okuzbe je lahko prislo ob stiku z drugimi Zivalmi in njihovim urinom, mozno
pa je tudi, da so bili dihurji serolosko pozitivni zaradi postvakcinalnih protiteles proti serovaru
Icterohaemorrhagiae. Na zalost nimamo podatkov o mozni uporabi cepiva proti leptospirozi
pri teh zivalih. Raziskava za bivalentna cepiva pri psih, s serovaroma Icterohaemorrhagiae in
Canicola, je pokazala, da lahko imunost proti obema serovaroma vztraja najve¢ eno leto
(Klaasen in sod., 2003), zato se naceloma po preteku enega leta ne more detektirati cepnih

protiteles v serumskem vzorcu.

Serovar Australis najdemo tudi pri psih, kjer se odraza kot sindrom SIRS (ang. systemic
inflamatory response syndrome), diseminirana intravaskularna koagulacija, v okuZbo so
vpleteni Stevilni organi (Mastorilli in sod., 2007). Pri prostozivecih vrstah so serovar Australis
nasli pri divjih prasicih, navadnem jelenu, navadni lisici, rjavemu medvedu in srni (Capreolus
capreolus) (Slavica in sod., 2007) ter pri mustelidnih vrstah, kot so evropski mink, navadni

dihur, ameriski mink, kuna belica in kuna zlatica (Moinet in sod., 2010).

V nasi raziskavi je proti serovaru Australis pozitivno reagiralo Sest belih dihurjev, za vecino

imamo tudi epidemioloske podatke (5/6). Vsi serolosko pozitivni beli dihurji so sobivali z
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dihurjem, s psom in macko sta sobivala dva dihurja. S tujimi dihurji sta imela stike dva
dihurja, z mackami eden. Dva lastnika sta porocala o prehrani s surovo hrano, in sicer pri
enem z jajci, drugega pa so hranili s perutnino, govedino in svinjino. Eden izmed dihurjev se
je zadrzeval samo v notranjih prostorih, Stirje so imeli dostop do zunanjih povrsin. Do okuzbe
bi lahko prislo zaradi stika z drugimi belimi dihurji, macko ali psom, moznost okuzbe pa
obstaja tudi v zunanjem okolju, ker bi lahko dihurji prisli v stik s kontaminirano vodo, dlako

ali pa z urinom okuzenih prostozivecih zivali.

Tudi serovar Canicola se pojavlja predvsem pri psih (Azocar-Aedo in sod, 2014), ki
predstavljajo njegov primarni rezervoar (Greene, 2006). Omenjajo ga tudi pri okuzbi mack
(Schuller in sod., 2015), domnevajo pa, da bi lahko bil pri mackah za okuzbo vzrok stik z
okuzenim psom (Azocar-Aedo in sod., 2014). Okuzba je pri psih obic¢ajno subklini¢na,
pogosto je prisotna leptospiruria (Markey in sod., 2013). Raziskava o prevalenci protiteles
proti leptospiri pri plazilcih in Zelvah v Sloveniji je opisala protitelesa proti serovaru Canicola
pri leopardjem gekonu (Eublepharis macularius) in pri moc¢virski sklednici (Emys
orbicularis) (Lindner-Knific in sod., 2013).

Proti serovaru Canicola je med belimi dihurji, ki smo jih v raziskavi preiskali, pet zivali
reagiralo pozitivno. EpidemioloSke podatke imamo za §tiri Zivali; Stirje dihurji so sobivali z
drugimi dihurji, trije s psom, dva z macko. S tujimi dihurji so imele stik tri Zivali. En izmed
dihurjev je kot dodatek v prehrani dobival surova jajca. Dva lastnika sta porocala, da Zivali
bivajo zgolj v notranjih prostorih, dva dihurja sta imela dostop do zunanjih povrsin ter tudi
dostop do vode. Vsi stirje dihurji so bili cepljeni proti kuznim boleznim. Vzrok za okuzbo je
bil morda stik s tujimi zivalmi. Tista dva dihurja, ki sta imela dostop do zunanjih in tudi do
vodnih povrsin, bi se lahko okuZila tudi ob stiku z kontaminirano vodo ali pa v stiku s
prostozive¢imi zivalmi 0z. njihovim urinom. Mozno je, da so bili dihurji serolo$ko pozitivni
zaradi cepljenja s pasjim cepivom zoper pasjo kugo, ki ji je bila dodana tekoca faza cepiva z
antigeni proti serovaru Canicola. To je mogoce le v primeru, da je bila Zival cepljena najveé
leto dni pred odvzemom vzorca (Klaasen in sod., 2003), ¢e domnevamo, da prisotost
protiteles po cepljenju pri dihurjih vztraja enako dolgo kot pri psih. Glede na to, da ta podatek
ni potrjen, ne moremo z gotovostjo trditi, da je seroloska pozitivnost posledica cepljenja, je pa

malo verjetno.
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Serovar Bataviae se pojavlja pri psih, podganah in misih (Azocar-Aedo in sod., 2014), nasli
pa so ga tudi pri divjem prasicu (Slavica in sod., 2007), tudi v Sloveniji (Vengust in sod.,
2008). Za macke se domneva, da bi lahko prislo do okuzbe s tem serovarom zaradi stika s psi,
podganami ali miSmi. Glede na podobnosti v nacinu Zzivljenja mack in dihurjev lahko

domnevamo, da bi bil tudi za serolosko pozitivne dihurje lahko vzrok stik s psi.

V nasi raziskavi so bili na ta serovar pozitivni Stirje dihurji, epidemioloske podatke pa imamo
zal za samo dva izmed njih. En izmed njiju je sobival z dihurjem, drugi ne. Eden je imel
dostop do zunanjih povrsin, en je bival le v notranjih prostorih. Pri dihurju, ki je imel dostop
do zunanjih povrS$in je mozno, da je lahko priSel do stika s kontaminirano vodo, s
kontaminirano odpadlo dlako okuZenih Zivali, mozZno je tudi, da bi prislo do stika z urinom

okuzene prostozivece zivali.

Serovar Saxkoebing omenjajo pri prostozivecih vrstah, kot sta navadna lisica rjavi medved
(Slavica in sod., 2007), v Sloveniji so bili na ta serovar pozitivni divji prasi¢i (Vengust in
sod., 2008). Pozitivno je proti temu reagiral tudi prostozive¢i dihurj, ¢igar titer je znaSal
1:300 (Fennestad in Borg-Petersen, 1972).

Proti serovaru Saxkoebing so bili v nasi raziskavi seropozitivni trije dihurji. Vsi so sobivali z
drugimi dihurji, dva izmed njih tudi s psom. En lastnik je porocal o stiku s tujimi dihurji,
drugi pa o stiku s psi in ma¢kami. En beli dihur je kot dodatek k briketirani hrani dobival Se
jajca. Dva izmed dihurjev sta bivala samo v notranjih prostorih, eden je imel dostop do
zunanjih povrsin. Seropozitivni dihurji bi se lahko okuzili ob stiku z drugimi dihurji ali z
drugimi zivalskimi vrstami, kot so psi in macke. Dihur, ki je imel dostop do zunanjih povrSin,
bi se lahko okuzil ob stiku s kontaminirano dlako okuZenih zivali, s kontaminirano vodo ali pa

z urinom okuzenih zivali.

Serovar Pomona se pojavlja pri psih (Markey in sod., 2013) in tudi pri mackah (Schuller in
sod., 2015). Primarni rezervoar sicer predstavljajo govedo, prasi¢i, skunki in oposumi
(Greene, 2006; Van de Maele in sod., 2008). Okuzba s serovarom je bila opisana tudi pri
prostozivecih vrstah, in sicer pri divjem praSi¢u, navadni lisici, navadnemu jelenu, rjavem
medvedu in srni. Med mustelidnimi vrstami je bila seropozitvnost proti serovaru Pomona
opisana pri kuni belici (Slavica in sod., 2008). Protitelesa proti serovaru Pomona so nasli v

raziskavi o prevalenci protiteles proti leptospiri pri plazilcih in zelvah v Sloveniji, in sicer pri



61
T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

rjavi pesceni boi (Eryx johnii) in pri mavrski zelvi (Testudo graeca) (Lindtner-Knific in sod.,
2013).

V nasi raziskavi sta bila na Pomono seropozitivna dva dihurja. Eden izmed njiju je sobival z
drugimi dihurji, psom in macko, prav tako je imel stik s tujimi dihurji, psi in mackami.
Prehranjeval se je tudi s surovo hrano. Lastnik je poro¢al o dostopu do zunanjih povrsin. Za
drugega dihurja epidemioloskih podatkov nimamo. Na podlagi epidemioloskih podatkov za
enega izmed pozitivnih dihurjev na serovar Pomona lahko sklepamo, da je do okuZzbe lahko
prislo ob stiku s tujimi zivalmi oz. njihovim urinom, zaradi dostopa do zunanjih povrsin je
mozen stik tudi s prostozivecimi zivalmi oz. odpadlo kontaminirano dlako okuzenih Zivali,

njihovimi urinskimi izlo€ki, moZen je tudi stik s kontaminirano vodo.

Primarni rezervoar serovara Bratislava predstavljajo podgane, prasi¢i (Greene, 2006) in konji
(Van de Maele in sod., 2008; Schuller in sod., 2015), najpogosteje pa serovar povezujejo s
prostozivecimi jezi (Birtles, 2012).Pojavlja se tudi pri psih (Hirsh in Zee, 1999), kjer opisujejo
kliniéne znake kot so neplodnost, abortus in mrtvorojeni mladi¢i (Markey in sod., 2013). V
nasprotju s starejSimi porocili (Greene, 2006) so ugotovili, da se okuzba s serovarom vendarle
pojavlja tudi pri mackah (Schuller in sod., 2015). Serovarom Bratislava je bil opisana tudi pri
podlasici (Greene, 2006) in pri prostozive¢ih zajcih iz druzine Leporidae (Hartskeerl in
Terpstra, 1996).

Na serovar Bratislava sta bila seropozitivna dva dihurja. En izmed njiju je sobival z drugimi
dihurji, en pa z macko in psom. S tujimi dihurji je imel stik en izmed njiju. Enega dihurja so
hranili zgolj s surovo hrano, drugi pa je surovo hrano (prepelicja jajca) dobival kot priboljsek.
Eden izmed dihurjev je bival samo v notranjih prostorih, drugi je imel dostop tudi do zunanjih
povrsin. En dihur je bil cepljen proti kuznim boleznim, drugi pa ne. Mozno je, da sta se
dihurja okuzila ob stiku z drugimi zivalmi, in sicer eden zaradi sobivanja z dihurjem, drugi pa
zaradi sobivanja s psom in macko. Dihur, ki je bil cepljen proti kuznim boleznim in je cepivu
bila dodana tekoca faza, je lahko bil antigenom leptospire izpostavljen ob cepljenju, kar bi
povzrocilo seropozitivnost njegovega vzorca. Dihur, ki je imel dostop do zunanjih povr$in bi

se lahko okuzil tudi ob stiku z izlo¢ki okuzenih Zivali ali s kontaminirano vodo.

Serovar Sejroe je bil opisan pri prostozivecih vrstah, in sicer pri divjem prasic¢u, navadni lisici,
navadnemu jelenu, rjavem medvedu in srni. Med mustelidnimi vrstami je bila seropozitvnost

s serovarom Sejroe opisana pri kuni belici (Slavica in sod., 2007), kuni zlatici, evropskem
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minku, navadnem dihurju, in ameriskemu minku (Moinet in sod., 2010), izoliran pa je bil pri
hermelinih (Fennestad in Borg-Petersen, 1972). V raziskavi o leptospirozi pri prostozivecih
mesojedih v Spaniji so porocali o serolosko pozitivni prevalenci serovara Sejroe tudi pri

iberskem risu, egiptovskem mungu in jazbecu (Millan in sod., 2008).

Na Sejroe je bil v nasi raziskavi seropozitiven en beli dihur. Ta je sobival z dihurji in s psom.
Imel je stik s tujimi dihurji, psi in mackami. Od surove hrane je jedel zgolj jajca kot dodatek.
Lastnik je porocal o dostopu do zunanjih povrsin, zato je najverjetneje, da se je tam dihur
okuzil ob stiku z drugimi okuZenimi zivalmi ali njihovim urinom, mozno je, da bi do okuzbe

prislo tudi ob stiku s kontaminirano vodo.

Okuzba s serovarom Hardjo se pojavlja pri prezvekovalcih (Van de Maele in sod., 2008), kot
so govedo in ovce (Schuller in sod., 2015), opisana je bila tudi pri divjih prasi¢ih (Slavica in
sod., 2007; Vengust in sod., 2008), psih (Greene, 2006) in mackah (Schuller in sod., 2015).
Raziskava o prevalenci protiteles proti leptospirozi pri plazilcih in Zelvah v Sloveniji je
pokazala protitelesa proti serovaru Hardjo pri zelenemu legvanu (Iguana iguana), titer je pri

tej vrsti dosegel visino 1:1000 (Lindtner-Knific in sod., 2013).

V nasi raziskavi je bil na serovar Hardjo pozitiven le en dihur. Dihur je sobival z drugimi
dihurji, bival je pa samo v notranjih prostorih. Glede na to, da je ve¢ dihurjev Zivelo skupaj,
domnevamo, da so imeli enake navade, torej da nihce izmed njih ni imel dostopa do zunanjih
povrsin. Okuzbo bi morda lahko pojasnili, €e je dihur prisel v stik npr. s kontaminirano dlako

ali drugimi izlo€ki, ki so se prijeli obleke oz. obuval lastnika.

Protitelesa proti serovarom Grippotyphosa, Tarassovi in Autummalis se znotraj populacije
pregledanih dihurjev niso pojavila. V cepivih proti kuznim boleznim za pse se izmed teh
nahaja le serovar Grippotyphosa (Uradni list RS, 2014a; Uradni list RS, 2014b; Uradni list
RS, 2014c; Uradni list RS, 2014d). Mozno je, da dihurji niso prisli v stik s temi serovari.

V daljsem ¢asovnem razmiku smo $tiri iste paciente vzoréili dvakrat. Zanimivo je, da sta bila
dva izmed njih ob prvem testiranju serolosko pozitivna (vzorca 64s in 19s), ko smo ju
ponovno testirali &ez nekaj let, pa sta bila njuna vzorca negativna. Zivljenjski slog se jima v
vmesnem c¢asu ni spremenil. Oba pacienta sta bila ob prvem testiranju mladi zivali (Stari 1-2
leti). Avtorji porocajo, da so pri psih mlade Zivali v primerjavi s starejSimi pogosteje

seropozitivne (Greene, 2006), enako velja tudi za macke (Azocar-Aedo in sod., 2014).
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Podatki nasprotujejo rezultatom nase raziskave, ki so pokazali, da so starejSe zivali pogosteje

okuzene.

Vzorec 64s je bil seroloSko pozitiven na serovar Bataviae, 19s pa na serovar Canicola.
Serovar Canicola se nahaja v cepivu proti kuznim boleznim (Uradni list RS, 2014a; Uradni
list RS, 2014b; Uradni list RS, 2014c), zato bi bilo mogoce, da je pri vzorcu 19s prislo do
pozitivnega rezultata zaradi cepljenja. Zanimivo je, da dihur ni reagiral proti serovaru
Icterohaemorrhagiae, ki se prav tako nahaja v cepivu (Uradni list RS, 2014a; Uradni list RS,
2014b; Uradni list RS, 2014c), zato je smiselno domnevati, da cepljenje zelo verjetno ni
povzrocilo serolosko pozitivnega rezultata. Vzrok za okuzbo bi lahko sicer bil tudi dostop do
zunanjih povrSin ter dostop do vode. Za vzorec 64s lahko domnevamo, da bi bil vzrok za
okuzbo s serovarom Bataviae stik s psi ali prostozivecimi glodavci. Zopet pa ne moremo tega
trditi z gotovostjo, saj za vzorec 64s nimamo ustrezno izpolnjene ankete o epidemioloskih

podatkih.

Nasi rezultati so pokazali, da beli dihurji serolosko odreagirajo na okuzbo z leptospirami. Po
dostopnih podatkih gre za prvi opis serolosko pozitivnih belih dihurjev. Trdni dokaz, da so
beli dihurji prisli v stik z leptospiro je, da smo med seroloskim rezultati nasli tudi vzorce
dihurjev, ki so bili pozitivni na serovare, ki jih v cepivih proti kuznim boleznim (leptospirozi)

ne najdemo.

Na Kliniki za ptice, male sesalce in plazilce, InStituta za perutnino, ptice, male sesalce in
plazilce, Veterinarske fakultete v Ljubljani, $e vedno nadaljujemo z vzoréenjem belih dihurjev
in testiranjem serumskih vzorcev proti leptospiri. Smiselna bi bila vefja pozornost na
morebitne klini¢ne znake pri bodo¢ih pacientih, ki bi kazali na sum leptospiroze. V primeru
pozitivnega rezultata seroloskega testiranja bo potrebno spremljanje poteka bolezni s
posebnim poudarkom na zdravljenju same okuZbe. Za nadaljne raziskave na tem podrocju bi
bilo smiselno uporabiti precej vecje Stevilo vzorcev, da dobimo boljsi vpogled v stanje celotne
populacije belih dihurjev pri nas. Smiselno bi bilo tudi ugotoviti, kak§ne so moznosti prenosa
na Cloveka, saj gre vendarle za zoonozo. Po naSih podatkih so beli dihurji pogosti hisni
ljubljenci, ki so v zelo tesnem stiku s ¢lovekom ter, sode¢ po rezultatih anket, tudi z drugimi

domacimi zivalmi, kot so psi in macke.
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6. SKLEPI

e Metoda MAT je primerna metoda za ugotavljanje protiteles proti Leptospiri v
serumu belih dihurjev.

e  Beli dihurji se okuzijo z leptospirami in razvijejo imunski odgovor.

e Hipotezo, da je ve¢je tveganje za okuzbo lahko povezano s hranjenjem s surovim
mesom, smo ovrgli.

e Ugotovili smo, da obstaja tveganje za okuzbo, povezano s hranjenjem z briketirano
hrano (mejna statisticna vrednost, p=0,05), najverjetneje ¢e ta ni pravilo shranjena in
omogoca dostop drugim Zivalim.

e Hipoteze, ki izhaja iz literaturnih podatkov, da a je ve¢je tveganje za okuzbo
povezano z nacinom Zzivljenja (Zivljenje v zunanjem okolju, stik z zunanjimi viri
vode — luze, jezera ...) nismo uspeli statisti¢no potrditi.

e Ugotovili smo, da je vecje tveganje za okuzbo povezano s stikom z drugimi Zivalmi,
in sicer s stikom s tujimi dihurji.

e Ugotovili smo, da je prisotnost specifi¢nih protiteles pogostejsa med starejSimi
dihurji.

e Ugotovili smo, da je bilo ve¢ serolosko pozitivnih zivali moskega spola.
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9. PRILOGE

Priloga 1: Kopija prispevka SeroloSka diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem dihurju na

7. Veterinarskem kongresu 2019;

ROSA, Teja, RACNIK, Josko, MLAKAR, Nina e tal. Seroloska diagnostika leptospiroznih
okuzb pri belem dihurju = Serological diagnosis of leptospirosis infections in domestic
ferrets. In: MAJDIC, Gregor ed. [7th Slovenian Veterinary Congress = 7. Slovenski
veterinarski kongres : Portoroz, Slovenia, 3 — 6 April 2019], 7. slovenski veterinarski kongres,
Portoroz, 3 — 6 April, 2019, (Slovenian veterinary research, ISSN 1580-4003, Vol. 56, suppl.
23, 2019). Ljubljana: Veterinarska fakulteta, 2019: 233-4.
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Seroloska diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem
dihurju

Teja Rosal, Jozlo Rac¢nik 2%, Nina Mlakar Hrzenjak?, Maja Coné&, Marko Zadravec?, Zoran Zlabravec? in
Renata Lindtner Knific?

' Studentka Veterinarske fakulcete, Gerbiceva 60 Ljubljana
* Indticut za zdravstveno varstvo perutnine, ptic, malih sesalcev in plazilcev, Veterinarska fakulteta, Gerbideva 60 Ljubljana,

> Zverinice — drudtvo ljubiteljev belih dihurjev, Cesta na Brdo 85 Ljubljana
* josko.racnik@vF.uni-lj.si

Leptospiroza je zoonoza in jo povzrota bakterija iz rodu Leptospira spp. Okuiba 7 leptospiro je bila opisana pri
sorodnih vrstah belega dihurja iz druine kun (Mustelidae), o oku#bi pri belem dihurju pa je zelo malo podatkov.
Zeleli smo preveriti, kakina je prevalenca protiteles proti leptospiri pri dihurjih ter kateri dejavniki predstavljajo
tveganje za okuzbo,

V $tudijo smo vkljuéili 121 belih dihurjev, ki smo jih sprejeli na Kliniki za ptice, male sesalce in plazilce, VE.
Za serolosko diagnostiko leptospiroznih oku#b smo uporabili test mikroskopske aglutinacije. Za testiranje smo

.uporabili zive kulture dvanajstih serovarov, ki se najpogosteje pojavljajo pri zivalih v Sloveniji. Test je bil pozitiven,

kadar je bilo zlepljenih ali liziranih veé kot 50 % leptospir. Pozitivne vzorce smo naprej titrirali ter doloéili viino
titra protiteles. Epidemioloske podatke smo zbirali s pomo&jo ankete, ki so jo izpolnili lastniki.

[zmed 121 pregledanih dihurjev jih je 23 (19,0 %) reagiralo pozitivno in sicer na serovare Pomona (n=2),
Icterohaemorrhagie (n=10), Canicola (n=5), Australis (n=0), Sejore (n=1), Bataviae (n=4), Saxkoebing (n=3), Hardjo
(n=1) in Bratislava (n=1). Veéina pregledanih dihurjev je bila pozitivna na eden serovar (17/23), na dva serovara so
bili pozitivni $tirje dihurji in na tiri serovare dva dihurja.

Z raziskavo smo ugotovili, da beli dihurji v Sloveniji prihajajo v stik z leptospirami. Okufeni so z razliénimi
serovari med katerimi je najpogostejsi Icterohaemorrhagie. Na podlagi epidemioloskih podatkov nismo mogli
dognati, kateri dejavniki predstavljajo vecje tveganje za okuzbo.

Klju¢ne besede: leptospiroza; leptospira; beli dihur; zoonoza.

Serological diagnosis of leptospirosis infections in domestic ferrets

Leptospirosis is zoonosis caused by a bacterium from the Leptospira spp. genus. The infection has been described
in species related to ferrets from family Mustelidae, however, very little is known about this infection in domestic
ferrets. The aim of the study was to determine the incidence of antibodies against Leptospira in ferrets and to
investigate the risk factors for infection.

The study includes 121 ferrets admitted to the Clinic for Birds, Small Mammals and Reptiles. The microscopic
agglutination test was used for the serological diagnosis. Living cultures of twelve serovars most commonly found
in animals in Slovenia were used for testing. The positive reaction was evaluated as ar least 50% agglutination or
lysis and the titration of positive samples was performed. The epidemiologic data was provided by the owners.

Out of 121 examined ferrets, 23 (19,0 %) had antibodies against Leptospira. Positive serovares were Pomona
(n=2), Ieterohaemorrhagie (n=10), Canicola (n=5), Australis (n=6), Sejore (n=1), Bataviae (n=4), Saxkoebing (n=3),
Hardjo (n=1) and Bratislava (n=1). Most of the ferrets were positive to one (17/23), some were positive for two
(4/23) and 2 out of 23 ferrets were positive for four serovars. The results show thar ferrets in Slovenia are in
contact with Leptospira. They can be infected with different leprospiral serovars, however antibodies against L.
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icterobaemorrhagie were most commonly detected. The source of infection remains unknown since epidemiologic
dara provided no additional information.

Key words: eptospirosis; Leptospira; domestic ferret; zoonosis.




T. Rosa: Seroloska diagnostika leptospiroznih okuzb pri belem dihurju (Mustela putorius furo)
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2019. Raziskovalna naloga

77




