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POPIS KRATICA
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CPE - enterotoksin bakterije Clostridium perfringens (eng. Clostridium

perfringensenterotoxin)

CPV-2 - pseci parvovirus tip 2 (eng. canine parvovoirus-2)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ELISA - imunoenzimni test (eng. enzyme linked immunosorbent assay)

pb - parovi baza

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

RPLAA - reverzna pasivna lateks aglutinacija (eng. reverse passive latex agglutination assay)
TAE - tri acetat etilendiamintetraoctena kiselina

gPCR - lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (eng. real-time polymerase chain

reaction)
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1. UvOD

Clostridium perfringens je gram pozitivna, anaerobna bakterija koja se smatra
oportunistickom patogenom bakterijom probavnog trakta u oko 80 % zdravih pasa. Njena
uloga u nastanku probavnih poremecaja pasa jos uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Poznato
je da je navedena bakterija podijeljena na pet biotipova, oznacenih slovima od A do E,
zasnovanih na posjedovanju jednog ili vise od ¢etiri glavna gena za proizvodnju toksina: alfa
(a), beta (B), iota (1) 1 epsilon (g). Iako svih pet mogu izlu¢ivati enterotoksin (CPE, eng.
Clostridium perfringens enterotoxin) najées¢e ga izluCuje tip A, a vazan je u patogenezi
nastanka proljeva u pasa, koji moze varirati od blagih 1 samoogranicavaju¢ih proljeva do
akutnih hemoragi¢nih proljeva s letalnim ishodom (MARKS i KATHER, 2012.). Do sinteze
CPE dolazi prilikom sporulacije vegetativnih stanica bakterije C. perfringens, nakon ¢ega se
on akumulira u njihovoj citoplazmi i prilikom njihove lize dolazi do njegovog oslobadanja u
lumen tankog i/ili debelog crijeva. Suvremeni literaturni podaci i istrazivanja pokazuju da bi
enterotoksin bakterije C. perfringens (CPE) mogao biti odgovoran za nastanak proljeva u pasa
no navedena ¢injenica nije u potpunosti razjaSnjena buduci da je CPE detektiran i u fecesu

zdravih pasa.

Postoje razli¢ite metode dijagnostike prisutnosti navedenog toksina poput utvrdivanja broja
endospora bakterije C. perfringens, izolacije uzro¢nika, imunoenzimnih testova, reverzne
pasivne aglutinacije te razli¢ite molekularne metode. Vazno je napomenuti da niti jedna od
navedenih metoda ne predstavlja zlatni standard dijagnostike, ali je za identifikaciju
enterotoksina najceS$¢e koriStena kombinacija imunoenzimnog testa zajedno s molekularnom
metodom lanCane reakcije polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction). U
suvremenoj dijagnostici koristi se i lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

(gPCR, eng. real-time polymerase chain reaction).

Cilj ovog istrazivanje bio je utvrditi prisutnost CPE koriStenjem imunoenzimnog testa
(ELISA, eng. enzyme linked immunosorbent assay) te lanéanom reakcijom polimerazom
(PCR) u uzorcima fecesa zdravih pasa i pasa s proljevom razli¢itih pasmina, spola i dobi te

analizirati njegovu potencijalnu povezanost s pojavom proljeva.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Etiologija

Clostridium perfringens je bakterija iz roda Clostridium koja zajedno sa ostalim vrstama
spada u skupinu anaerobnih i sporogenih bakterija, Stapicastog oblika boje gram pozitivno no
ovisno o starosti kulture mogu se obojati i gram negativno pa spadaju u skupinu gram
varijabilnih bakterija. Bakterije ovog roda smatraju se anaerobnima, no sam C. perfringens ne
zahtjeva strogo anaerobne uvjete te Cesto raste u prisutnosti drugih bakterija (MARKS i sur.,
2002.). Spore su najcesce vece od bakterijske stanice, jajolikog oblika i smjestene centralno
(Slika 1), a uzro¢nik ih stvara u nepovoljnim uvjetima. Za stvaranje spora in vitro potreban je
medij luznatog pH. Spore su izrazito otporne pa u prirodi opstaju u nepovoljnim uvjetima,
najce$¢e u otpadnim vodama, zemlji, fecesu i hrani (LI i sur., 2016.). C. perfringens se
razlikuje od ostalih stotinjak wvrsta iz roda na temelju morfoloskih i biokemijskih
karakteristika te prema svojstvima rasta na hranjivim podlogama (WEESE i sur., 2003.). Tako
je prilikom rasta C. perfringens na hranjivoj podlozi zamije¢eno da posjeduje polisaharidnu
kapsulu koju tvori samo ukoliko podloga sadrzi serum. Takoder, prilikom uzgoja na krvnom
agaru, kolonije te bakterije ¢esto stvaraju dvostruku zonu hemolize, odnosno oko kolonija se
nalazi usko podru¢je PB-hemolize okruzeno S$irim podru¢jem nepotpune hemolize. C.
perfringens sadrzi enzim lecitinazu pa prilikom rasta kolonija na ¢vrstoj hranjivoj podlozi s
dodatkom humanog seruma ili zutanjka dolazi do razgradnje lecitina koja se uocava kao
zamucenje na podlozi, a naziva se Naglerova reakcija. Na taj nacin se alfa toksin bakterije C.
perfringens koji ima aktivnost lecitinaze razlikuje od drugih vrsta Clostridium spp. koji
takoder proizvode taj enzim (C. baratti, C. absonum, C. bifermantans, C. sordelii i C. novyi)
(NAGLIC, 2005.).

Tipovi bakterije C. perfringens razvrstavaju se u pet razli¢itih biotipova ozna¢enih slovima od
A do E, ovisno o tome koliko pojedini tip sadrzi glavnih toksina. Glavni toksini su alpha (-a-),
beta (-B-), iota (-1-) i epsilon (-e-). Svi tipovi bakterije C. perfringens proizvode alfa toksin.
Tip B uz alfa proizvodi i beta i epsilon toksin, dok tip C takoder proizvodi beta toksin, a tip D
epsilon toksin. lota toksin izlucuje tip E. Vecina toksina ima letalno djelovanje. Najées¢i, alfa
toksin sadrzi enzim lecitinazu odnosno fosfolipazu C kojom fosforilira lipide te na taj nacin
osteti stani¢nu membranu i posljedi¢no dovodi do smrti stanica, a uzrokuje plinsku gangrenu i
proljeve. Beta toksin dovodi do nekroze stanica crijevnih resica i deskvamacije epitela te je

zajedno sa epsilon toksinom uzro¢nik enterotoksemije U domacih Zivotinja, a povremeno i



ljudi. Epsilon toksin djeluje na ziv€ani sustav te dovodi do povisenja hidrostatskog tlaka u
krvnim zilama mozga i njihove povecane propusnosti te do pojave difuznih edema mozga.
Jota toksinima tropizam prema epitelnim stanicama crijeva pa uzrokuje enteritise (CVETNIC,
2008.).
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Slika 1. Razmaz fecesa zdravog Steneta bojanog po Wrightu. Vidljive su brojne endospore
bakterije C. perfringens (povecanje x1000) (GREEN, 2012.)

Svaki od biotipova moze proizvoditi i neke od sporednih, dosada deset razli¢itih otkrivenih,
toksina. Jedan od njih je i enterotoksin bakterije Clostridium perfringens (CPE, eng.
Clostridium perfringens enterotoxin), ¢ije je stvaranje povezano sa stupnjem sporulacije
bakterije, a do njegovog izlucivanja dolazi tijekom raspadanja vegetativnih stanica. Nedavno
istraZzivanje je pokazalo da su pretezno svi CPE izolirani iz fecesa pasa pripadali biotipu A
bakterije C. perfringens (DOSSIN, 2011.). Enterotoksogeni soj bakterije C. perfringens ¢esto
je usko povezan s trovanjem hranom i pojavom sporadi¢nih proljeva u ljudi, a u pasa s
akutnim i kroni¢nim proljevima te sindromom akutnog hemoragi¢nog proljeva (AHDS, eng.
acute haemorrhagic diarrhea syndrome) (HALL, 2005.). Vazno je napomenuti da povezanost
CPE i pojave proljeva jo$ uvijek nije u potpunosti razja$njena buduci da je CPE utvrdeni u
14% zdravih pasa odnosno pasa koji nisu imali proljev niti ikakve gastrointestinalne
poremecaje. Neka istrazivanja navode hipotezu u kojoj se proljev uzrokovan s CPE povezuje
s infekcijom pasa pse¢im parvovirusom tip 2 (CPV-2, eng. canine parvovoirus-2). U ovom
trenutku taj sinergizam nije potvrden jer se u navedenim istrazivanjima nije uspjela potvrditi
virulencija patogena odnosno da li je bakterija C. perfringens u tim sluc¢ajevima bila prisutan

kao fizioloska mikroflora ili kao enteropatogen (SILVA isur., 2017.).



2.2. Epizootiologija

Pojavnost bolesti izazvana s bakterijom C. perfringens ovisi 0 njezinom biotipu pa varira od
izrazito rijetkih do vrlo Cestih, no mozemo reci da je proSirena po cijelom svijetu. Fatalni
slucajevi infekcije enterotoksina C. perfringens zabiljeZeni su kod neonatalne Stenadi, buduci
da su oni najosjetljivija populacija sto je povezano s aspektima bakterijske kolonizacije i
probavnim funkcijama crijeva u prvim tjednima zivota. Smrtnost nastupa ne zbog velikih
oSte¢enja na sluznici crijeva ve¢ kao posljedica toksemije. C. perfringens je ubikvitarna
bakterija u prirodi te je dio fizioloSke mikroflore crijeva Zivotinja 1 ljudi pa je 1
rasprostranjenost njezinih biotipova raznolika. Tip A, iz kojeg je enterotoksin najceSce
izoliran, nalazi se u zemlji i crijevu zdravih pasa. Pas u svoj organizam unese C. perfringens
peroralno putem hrane kontaminirane fecesom, vode zagadene kanalizacijom ili inficiranim
predmetima. CPE se tada oslobada u lumenu crijeva nakon lize vegetativnih stanica bakterije i
zapotinje svoje $tetno djelovanje otpustanjem fosfolipaze i lecitinaze C (NAGLIC i sur.,
2005.).

2.3. Patogeneza

Do danas joS uvijek ne postoji dovoljno veliki broj istrazivanja ¢iji rezultati bi nam pomogli
pri razumijevanju patogeneze C. perfringens enterotoksina kod proljeva pasa te se zasad
vec¢ina njih temelji na istrazivanjima u humanoj medicini (SONGER, 1996.). Smatra se da
nakon ingestije hrane kontaminirane velikim brojem enterotoksogene bakterije C. perfringens,
ona prolazi nepromijenjena kroz zeludac. U tankom crijevu se CPE otpusta nakon lize
vegetativnih stanica (GOLDSTEIN i sur., 2012.) i veZe se za klaudinske receptore stani¢ne
membrane epitelnih stanica crijeva. Nakon toga na stani¢noj membrani kompleksi CPE i
klaudinskih receptora tvore pore koje uzrokuju promjene u njezinoj propusnosti pa dolazi do
povecanog protoka Kalcija u stanicu koji tada pokreée proces apoptoze ili nekroze ovisno o
koli¢ini unesenog enterotoksina. Samom procesu apoptoze pridonosi 1 istovremeno otpustanje
enzima citokrom C reduktaze (Slika 2). Propadanje epitelnih stanica dovodi do ostecenja i
deskvamacije stijenke crijeva, najcesce jejunuma i ileuma (SONGER, 1996.), uslijed ¢ega
dolazi do gubitka tekucine 1 elektrolita te posljediéno do pojave klinicke slike bolesti,

prvenstveno proljeva za otprilike 5 do 30 minuta (GREEN, 2012.).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja enterotoksina bakterije Clostridium perfringens.
(FREEDMAN i sur., 2016.)

Kod zdravih pasa se pojava proljeva javlja kao posljedica disbioze u probavnom traktu, a
uzrok takvom poremecaju mikroflore Cesto je nagla promjena u prehrani pasa, administracija

antimikrobnih pripravaka, te koinfekcija s drugim patogenim mikroorganizmima.
2.4. Klinicka slika

Prilikom pojave proljeva uzrokovanih enterotoksinom bakterije C. perfringens nema
patognomoni¢nih klini¢kih simptoma, a njihova jaCina i pojavnost variraju od blagog do
potencijalno smrtonosnog akutnog hemoragi¢nog proljeva s jakom upalom sluznice crijeva
(ALLENSPACH, 2015.). Takvi psi najée$¢e imaju epizode akutnog proljeva kao posljedicu
njegova lu¢enja u lumen tankog i/ili debelog crijeva. Promjene karakteristicne za poremecaje
u tankom crijevu su blago povecana ucestalost defekacije, letargija i anoreksija, a nerijetki su
i ostali znakovi gastroenteritisa kao §to su abdominalna bol, mu¢nina i povracanje. Kod
poremecaja u radu debelog crijeva javlja se poveéana frekvencija rada crijeva s tenezmom,
mnogo fekalne sluzi i neprobavljenom krvlju u proljevu. Povisena tjelesna temperatura i ostali
znakovi opceg infekcijskog sindroma su rijetki (KRUTH i sur., 1989.). Kroni¢ni slu¢ajevi
oéituju se kaheksijom, anemijom i iscrpljenos¢u (TWEDT, 1992.). Opéenito, djelovanje C.
perfringens enterotoksina je klinickom slikom ograni¢eno na probavni sustav, no nakon §to
toksin ude u krv dolazi do pojave simptoma toksemije koji se razvijaju postupno, a po€inju sa
simptomima kao $to su polidipsija, povracanje, napet i bolan abdomen, gubitak apetita i
depresija (NAGLIC, 2005.). Ukoliko dode do prodiranja uzro¢nika u krvotok novorodenéadi,

smrt moze nastupiti vrlo brzo.



2.5. Dijagnostika

Do danas ne postoji zlatni standard za potvrdivanje prisutnosti bakterije C. perfringens u
fecesu zivotinja s proljevom. Dijagnoza se postavlja na temelju klinicke slike, nalaza vece
koli¢ine C. perfringens endospora u razmazu fecesa ili utvrdivanjem cpe gena u uzorku
proljeva nekom od molekularnih (dokaz DNK uzro¢nika) odnosno CPE enterotoksina
imunitetskim metodama (specifi¢nost odnosa antigen protutijelo) (GREEN, 2012.). Budu¢i da
je bakterija C. perfringens komenzal sluznice crijeva te da se nalazi i u crijevu zdravih
zivotinja kao 1 u onih s proljevom, izdvajanje 1 uzgoj mikroorganizma u njemu optimalnim
uvjetima, moze posluziti eventualno kada se koristi za dobivanje bakterijske kulture koja se
koristi za primjenu molekularnih metoda kao $to je lancana reakcija polimerazom (PCR, eng.
polymerase chain reaction) (MARKS, 1999.). Zbog velike povezanosti izmedu sporulacije i
stvaranja enterotoksina, metoda bojanja po Gramu ili Wrightu i kasnije brojanje endospora u
razmazu fecesa sluzi kao metoda otkrivanja enterotoksina kao uzroka proljeva (GREEN,
2012.). Vazno je napomenuti da navedena metoda nije do kraja istrazena te je njezina
ucinkovitost kod utvrdivanja prisutnosti enterotoksina upitna buduc¢i da endospore mogu biti
proizvedene i od drugih klostridija (WESSE i sur., 2011.) kao i bezopasnih komenzalnih
crijevnih bakterija poput Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Salmonella
spp., E.coli (SCHMITZ i sur., 2016.). Trenutno su jedine komercijalno dostupne metode
utvrdivanja enterotoksina bakterije C. perfringes, imunoenzimni test (ELISA, eng. enzyme
linked immunosorbent assay) i reverzna pasivna lateks aglutinacija (RPLAA, eng. reverse
passive latex agglutination assay). RPLAA se opéenito smatra loSijom metodom jer ima
visoku osjetljivost za CPE, ali nisku specifi¢nost pa nerijetko dolazi do lazno pozitivnih
rezultata. Oba testa su limitirana u njihovoj osjetljivosti i specificnosti (WESSE i sur., 2001.)
te stoga cesto dolazi do pojave lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata (CAVE 1 sur.,
2002.). Danas se u vecini istrazivanja koristi komercijalno dostupan ELISA kit (Techlab Inc.,
Blacksburg, VA), no njegova ucinkovitost jo$ uvijek nije dovoljno istraZzena U pasa i macaka.
Bitno je napomenuti da se uspjesnost utvrdivanja CPE u uzorcima fecesa smanjuje stajanjem
uzoraka pa je uputno koristiti stabilizacijski pufer netom prije transporta uzoraka u laboratorij
(GREEN, 2012.). Identifikacija enterotoksina koristenjem ELISA metode iz uzoraka fecesa
zajedno s PCR molekularnom metodom smatra se optimalnom metodom za dijagnostiku
proljeva koju uzrokuje bakterija C. perfringens (CAVE, 2002.). Osim PCR, u otkrivanju

enterotoksina bakterije C. perfringens u suvremenoj dijagnostici koristi se i molekularna



metoda lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR, eng. real-time polymerase

chain reaction) (ALBINIA i sur., 2018.).
2.6. Lijecenje

C. perfringens dobro reagira na lijeCenje, te se psi S kratkotrajnim simptomima obi¢no
potpuno oporave uz lijeCenje. Kroni¢ni proljevi zahtijevaju dugotrajnije lijecenje uz promjenu
prehrane i Ceste posjete veterinaru (MARKS i sur., 1999.). Kod pojave akutnog hemoragi¢nog
proljeva obavezna je primjena antimikrobne terapije, a ponekad se ona primjenjuje i u
slu¢ajevima blagog ili kroni¢nog oblika proljeva. Optimalna antimikrobna terapija ukljucuje
upotrebu ampicilina, metronidazola i tilozina koji su se pokazali kao najuc¢inkovitiji, iako je
potrebno  napomenuti da danas ve¢ postoje sojevi rezistentni na navedene antibiotike
(SASAKI isur., 1999.). Primjena tetraciklina nije indicirana zbog velike in vitro antimikrobne
rezistencije. Mnoga istrazivanja ukazuju na znacajnost primjene dijetalne prehrane s puno
vlakana zajedno s probioticima u lijeCenju proljeva. U tezim slu¢ajevima od simptomatske
terapije koristi se tekucinska terapija, antiemetici (npr. maropitant) te antacidi (npr. ranitidin,
esomeprazol) (UNTERER i sur., 2011.). Kod jake abdominalne boli indicirana je primjena
analgetika. U sluCajevima obilnih hemoragi¢nih proljeva i pojave anemije, ponekad su
potrebne transfuzije pune krvi ili plazme (MARTEAU, 2001.).

2.7. Javno zdravstvo

lako mnoge klostridije uzrokuju proljeve u ljudi i domacih zivotinja, smatra se da one nemaju
zoonotski potencijal. Pojava proljeva kod ljudi uzrokovana bakterijom C. perfringens u ve¢ini
sluajeva posljedica je konzumacije mesa koje nije dovoljno termicki obradeno ili je
nedovoljno smrznuto, odnosno kada je meso pohranjeno na neadekvatnoj temperaturi i pri
ponovnoj konzumaciji zagrijavano na preniskoj temperaturi (STRINGER i sur., 1982.). C.
perfringens koji izluCuje enterotoksin najces¢e se prenosi putem kontaminirane, higijenski
neispravne hrane. Postoji moguénost prijenosa bakterije C. perfringens iz fecesa pasa i
macaka u hranu ljudi no jedino u izrazito nehigijenskim uvjetima te su zbog navedenoga

evidentirani izrazito rijetki slu¢ajevi (MARKS i sur., 1999.).



3. MATERIJALI | METODE
3.1. Sakupljanje uzoraka fecesa

U ovom istrazivanju sakupljena su 82 uzorka fecesa pasa zaprimljenih na Kliniku za zarazne
bolesti Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu u razdoblju od 1. srpnja 2018. do 1. sije¢nja 2019. godine. Od ukupnog
broja,40 uzoraka fecesa pripadalo je zdravim Zzivotinjama koje su predstavljale kontrolnu
skupinu zivotinja i 42 uzoraka koji su pripadali zivotinjama s akutnim proljevom nepoznate
etiologije (BUSCH i sur., 2015.). Kriteriji za uzimanje uzoraka kod zivotinja s proljevom bili
su pojava proljeva koji je trajao dulje od tri dana. Prilikom organiziranja uzoraka obradeni su
anamnesticki podaci koji s ukljucivali nacional Zivotinje (pasminu, spol i dob), podaci o
op¢em klinickom pregledu (stanje svijesti, apetit, prisutnost povra¢anja, konzistencija fecesa,
ucestalost defekacije, stupanj dehidracije). Osim toga vodile su se zabiljeSke da li je proljev
bio hemoragican, je li bio prisutan tenezam i podaci o antimikrobnoj terapiji. Sama procjena
klinickih simptoma obradena je prema jednostavnom nacinu bodovanja (O=uredno, 1=blaga
promjena, 2=umjerena promjena, 3=teSka promjena odredenog praéenog parametra)
(UNTERER isur., 2011; BUSCH i sur., 2014.). (Tablica 1).

Tablica 1. Vrednovanje jaCine simptoma zabiljezenih tijekom klinickog pregleda.
(UNTERER isur., 2011., BUSCH i sur., 2014.)

Stanje svijesti: 0: normalno 1: blago 2: umjereno | 3: jako depresivno
depresivno depresivno

Apetit: 0: uredan 1: blago 2: umjereno | 3: ne jede
smanjen smanjen

Povracanje: 0: nema 1: 1 x/dan 2: 2-3x/dan | 3: >3%/dan

Konzistencija 0: formirana 1: mekana 2: pastozna | 3: vodenasti proljev

fecesa:

Ucdestalost 0: 1-2x/dan 1: 2-3x/dan 2: 4-5x/dan | 3: >5x/dan

defekacije:

Stupanj 0: nema 1: manjaod 5% | 2:5-10 % 3: vec¢a od 10%

dehidracije:

Zdravstveno stanje pasa odabranih za kontrolnu skupinu takoder se procjenjivalo na osnovu
prethodno spomenutih kriterija te je bilo vazno da imaju formiranu stolicu, da unazad Sest
mjeseci nisu imali proljev, te da su normalno jeli, pili i bili zivahni (UNTERER i sur., 2014.).

Osim toga, vodilo se racuna da niti jedna zivotinja iz navedene skupine nije primala




antimikrobnu niti bilo kakvu drugu terapiju unutar 30 dana prije uzimanja uzoraka fecesa
(GOLDSTEIN i sur., 2012.). Neposredno nakon uzimanja, uzorci fecesa bili su pohranjeni na
-80°C u laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
3.2. Odredivanje prisutnosti enterotoksina (CPE) bakterije C. perfringens ELISA testom

Prisutnost enterotoksina bakterije C. perfringens utvrdena je komercijalnim ELISA kitom, C.
perfringens Enterotoxin Test (TECHLAB, Blacksburg, VA). Sam postupak imunoenzimnog
testa proveden je prema uputama proizvodaca. Uzorci formiranog fecesa veli¢ine 3 mm
odnosno 50uL tekuéeg fecesa razmuceni su u 200pL diluenta u Eppendorf epruveti i
promijesani 10 sekundi na vrtloZznoj mjeSalici. U mikrotitracijsku ploCicu u kojoj su se
nalazila poliklonska protutijela za enterotoksin dodana je po jedna kap (50ul) konjugata u
svaku jazicu. Nakon toga u jazice je dodano 100ul (dvije kapi) diluiranih uzoraka ispitivanih
fecesa odnosno jedna kap (50ul) pozitivne i negativne kontrole prema unaprijed pripremljenoj
shemi. Plocica je pokrivena folijom i inkubirana na 37C u razdoblju od 2 sata. Nakon
inkubacije sadrzaj jazice istresen je van na za to predvideno mjesto pritom koriste¢i nagle
pokrete kako bi se osiguralo da je sav sadrzaj ispraznjen. Svaka jazica isprana je otopinom za
ispiranje te je naglim pokretom ponovno istresen sadrzaj jazica van §to se ponovilo prema
uputama proizvodaca cCetiri puta. Nakon ispiranja dodane su 2 kapi (100ul) substrata u svaku
jazicu i je mikrotitracijska plo¢a inkubirana 15 minuta u mraku. Nakon zavr§ene inkubacije
dodana je po 1 kap (50ul) stop otopine i promjena boje ocitala se nakon 2 minute. Dodatkom
stop otopine boja se mijenjala iz plave u zutu te se takva razlika u boji mogla kvantificirati
mjerenjem opti¢ke gustoée pri 450 nm na koristeéi spektrofotometar (Sunrise™, Tecan
Austria). Uzorci ¢ije su vrijednosti apsorbancije bile < 0.120 smatrani su negativnim odnosno

> (0.120 smatrani su pozitivnim.
3.3. lzolacija DNK

Za izdvajanje ukupne DNK iz uzoraka fecesa koristen je komercijalni komplet Quick-DNA
Fecal/Soil Microbe Miniprep (ZYMO Reasearch, SAD). U prvom koraku je dodano 150 mg
uzorka fecesa u ZR BashingBead™ epruvete koje sadrze kuglice veli¢ine 0.1 i 0.5 mm za
mehani¢ku lizu bakterijskih stanica, uz dodatak 750ul pripadajuceg pufera. U svrhu
homogenizacije ispitivanog uzorka, epruvete su pricvrSéene na vrtloznu mijeSalicu 1
promijesane 30 minuta na 2400 rpm. Nadalje, centrifugirane su na 10 000 x g tijekom jedne

minute te je 400ul supernatanta otpipetirano u epruvetu s Zymo-Spin™ Il1-F filterom sa
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sabirnom epruvetom i ponovno centrifugirano na 8,000 x g tijekom jedne minute. U
slijede¢em koraku dodano je 1200ul pufera za liziranje u sabirnu epruvetu s filtratom iz
prethodnog koraka. Iz sabirne epruvete otpipetirano je 800ul filtrata u Zymo-Spin™ 1IC
kolonicu sa ¢istom sabirnom epruvetom koja je centrifugirana na 10,000 x g jednu minutu.
Nakon centrifugiranja, sadrzaj iz sabirne epruvete je odbacen i ponovljen je prethodni
postupak. Nakon toga dodano je 200ul DNK pufera za primarno ispiranje u Zymo-Spin™
I1C kolonicu i centrifugirano na 10 000 x g tijekom jedne minute. U sljede¢em koraku je
dodano 500ul gDNK pufera za ispiranje u Zymo-Spin™ 1IC kolonicu i centrifugirano jednu
minutu na 10,000 x g. Zymo-Spin™ IIC kolonica prebacena je u Eppendorf epruvetu, dodano
je 100ul pufera za ispiranje DNK i centrifugirano na 10 000 x g tijekom 30 sekundi. Za
vrijeme centrifugiranja Zymo-Spin™ 1I1C kolonice, pripremljena je epruveta s Zymo-Spin™
[11-HRC filterom sa sabirnom epruvetom u koju je dodano 600ul otopine za pripremu te je
centrifugirana na 8,000 x g tri minute. Centrifugirana DNK iz sabirne epruvete Zymo-Spin™
IIC kolonice prebacena je u epruvetu s Zymo-Spin™ I11-HRC filterom koja je stavljena u
Eppendorf epruvetu i centrifugirana na 16,000 x g tijekom tri minute. Tako dobivena
genomska DNK bila je pohranjena na -20 °C i spremna za daljnju obradu lan¢anom reakcijom

polimerazom.

3.4. Odredivanje prisutnosti gena za enterotoksin (cpe) bakterije C. perfringens PCR

metodom

Lanc¢anom reakcijom polimeraze umnazan je dio gena za enterotoksin bakterije C. perfringens

(cpe gen) duljine 233 bp (MEER i SONGER, 1997.).

Za pripremu PCR smjese koristen je komercijalni kit Emerald Amp Max PCR Master Mix
(2x) Takara, te su dodane pocetnice CPEF 5° GGAGATGGTTGGATATTAG CPER i 5’
GGACCAGCAGTTGTAGATA 3’ (Tablica 2) i voda bez nukleaza. Reakcija se odvijala u
uredaju T100 Thermal Cycler (Bio Rad, Singapore).
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Tablica 2. Nukleotidni sljedovi pocetnica za umnazanje odsjecka cpe gena Koristenih u

izvodenju PCR metode

Oznaka pocetnice Nukleotidni slijed Pozicija pocetnice Veli¢ina produkta
CPE F 5 GGAGATGGTTGGATATTAGG 3 439-458
233 bp
CPER 5 GGACCAGCAGTTGTAGATA 3 672-650

Reakcijska smjesa za jedan uzorak sastojala se od 6 pul Emerald Amp Max PCR Master Mix,
po 0,25 ul uzvodne CPE F i nizvodne CPE R pocetnice, radne koncentracijelOuM, te 4,75 pul
vode bez nukleaza. Tako pripremljena reakcijska smjesa podijeljena je u Eppendorf
epruvetice u volumenu od 11,25 pl, te je u svaku dodano 1,25 pl prethodno izdvojenog DNK
uzorka. U jedan od uzoraka obvezno je dodan DNK u kojem je prethodno potvrdena
prisutnost DNK bakterije Clostridium perfringens i predstavljao je pozitivnu kontrolu PCR
reakcije. Isto tako u jedan od uzoraka je umjesto DNK dodana voda bez nukleaza i taj je
uzorak predstavljao negativnu kontrolu PCR reakcije. Ukupna koli¢ina reakcijske smjese za
svaki uzorak iznosila je 12,5 pl. Pripremljeni uzorci stavljeni su u PCR uredaj programiran za

sljede¢i optimizirani temperaturni program:

95 °C 3 min

94 °C 1 min

57,8°C 1 min 35X
72 °C 1min

72 °C 10 min

Po zavrsetku reakcije PCR proizvodi su pohranjeni na temperaturi + 4°C do elektroforeze.

3.5. Elektroforeza u gelu

Elektroforezom u gelu provjerava se prisutnost i duljina PCR proizvoda dobivenih PCR
reakcijom. Gel za elektroforezu pripremljen je otapanjem 0,5 g agaroze u 50 ml 1x TAE
pufera. Dobivena otopina agaroze zagrijana je do vrenja u mikrovalnoj pecnici. Nakon
kratkotrajnog hladenja u otopinu je dodano 3 pl boje za DNK (Diamond™ Nucleic Acid

Dye, Promega). Otopina agaroze je zatim stavljena u kalup za gel u koji je prethodno
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postavljen Ceslji¢ za jazice. Nakon hladenja i polimerizacije, izvaden je ceslji¢, a gel je
postavljen u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazio 1x TAE pufer. U jazice gela stavljeno
je po 4ul PCR proizvoda. U prvu i posljednju jazicu dodan je biljeg veli¢ine DNK odsjecaka
(DNA Ladder 100 pb, GeneRuler, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD). Elektroforeza
je provodena u uredaju za elektroforezu pri naponu 120 V i jakosti struje 80 mA u trajanju od
60 minuta. Nakon zavrSetka elektroforeze gel je stavljen pod UV svjetlo u komoru za
snimanje gelova, te je fotografiran i arhiviran pomocu kamere s filtrima za UV svjetlo koja je
povezana s kompjutorskim softverom za obradu slike gela (Gel Doc 200, BioRad, Richmond,
SAD). Usporeduju¢i dobivene signale uzoraka s DNK biljegom utvrdili smo veli¢inu

umnozenih PCR proizvoda.
3.6. Statisticka obrada podataka

U statistickoj obradi podataka koriSteni su programi Microsoft Office Excel 2007,
STATISTICA verzija 12.0 i Graph Pad Prism program (probna verzija 8.0.2 (263), 2019
GraphPad Software). Deskriptivna statistika raspodjele dobnih skupina zdravih pasa i pasa s
proljevom obavljena je primjenom takozvanih pet to¢aka (minimum, prvi (donji) kvartil ili
Q1, drugi kvartil ili medijan (Q2), trec¢i (gornji) kvartil ili Q3, te maksimum)te je prikazana
tockastim grafikonom (eng. scatter plot). Usporedba izmedu zdravih pasa i pasa s proljevom
prema spolu obavljena je hi-kvadrat testom. Normalnost raspodjele podataka dobivenih
ELISA i PCR testovima potvrdena je grafickom metodom, histogramima. Usporedba rezultata
PCR metode izmedu zdravih pasa i onih s proljevom obavljena je uporabom t-testa. Istim
testom usporedivani su ELISA pozitivni rezultati obje skupine, kao i testiranje PCR i ELISA
pozitivnih uzoraka zdravih pasa ili PCR i ELISA pozitivnih pasa s proljevom. Povezanost
izmedu PCR pozitivnih, odnosno ELISA pozitivnih uzoraka iz skupine zdravih i skupine pasa
s proljevom obavljena je upotrebom ANOVA testa za usporedbu rezultata tri ili viSe
istrazivanih skupina. Rezultati su smatrani statisticki zna¢ajnim ukoliko je p vrijednost bila
manja ili jednaka 0,05 (p<0,05).Za graficki prikaz rezultata dobivenih ELISA i PCR

testovima koristen je Excel 2017 program, a podaci su prikazani stup¢anim grafikonima.
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4. REZULTATI

4.1. Podaci o Zivotinjama

U ovom istrazivanju obradeno je sveukupno 82 uzoraka fecesa pasa razli¢itih pasmina pasa.
Medijan dobi kod pasa s proljevom bio je 4 mjeseca (raspon 1 mj. - 14 god.), a u skupini
zdravih pasa 3 godine (raspon 1-14 god.) (Grafikon 1). U skupini pasa s proljevom bilo je
zastupljeno 16 razli¢itih pasmina pasa od kojih su tri najéesée bili mjesanci u 57% (24/42)
sluGajeva, zatim njemacki Spic 4% (2/42) i njemacki ovcar 4% (2/42). U skupini zdravih pasa
bilo je 12 razli¢itih pasmina, s najveCom zastupljeno$¢u mjesanaca od 65% (26/40), zatim
francuskog buldoga, skotskog ovc¢ara i havanskog bisona, svakog s 5% (2/40). U skupini pasa
s proljevom od ukupno 42 zivotinje, njih 23 su bile Zenke i 19 muzjaka, dok je kontrolna
skupina zdravih pasa koja je obuhvacala 40 zivotinja, uklju¢ivala 18 Zenki i 22 muzjaka.
Usporedbom spolova izmedu ove dvije skupine nije ustanovljena statisticki znacajna razlika

(p=0,3769).
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Grafikon 1. Raspodjela dobnih skupina u zdravih pasa i pasa s proljevom. Linije

predstavljaju medijane u obje skupine.

Nijedna Zivotinja u skupini zdravih pasa nije dobivala antibiotsku terapiju, dok je u skupini

pasa s proljevom njih 86% (36/42) bilo terapirano antibioticima (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Prikaz pasa s proljevom koji su u vrijeme klinickog pregleda dobivali

antimikrobnu terapiju. (n=42)

Klini¢kim pregledom kod 50% (21/42) pasa s proljevom ustanovljeno je blago depresivno
stanje svijesti, kod 19% (8/42) umjereno depresivno stanje svijesti, a kod 10% (4/42) jaka
depresija. Svega 21% (9/42) pasa nije pokazivalo nikakve znakove promjene svijesti. Apetit
je kod 19% (8/42) pasa bio uredan, kod 21% (9/42) blago smanjen, kod 4% (2/42) umjereno
smanjen, dok 56% pasa (23/42) nije pokazivalo volju za jelom. Povracanje je zabiljezeno
jedan puta dnevno u 19% (8/42) pasa, 43% (18/42) pasa povracalo je dva puta dnevno i 19%
(8/42) pasa tri puta dnevno. Povracanje nije bilo prisutno kod 19% (8/42) pasa. U trenutku
uzorkovanja fecesa on je bio mekane konzistencije u 10% (4/42) pasa, pastozan u 19% (8/42)
i vodenast u 71% (30/40) pasa. Kod 10% (4/42) pasa s proljevom ucestalost defekacije bila je
jedan do dva puta dnevno, kod 54% (23/42) dva do tri puta dnevno, kod 29% (12/42) &etiri
do pet puta dnevno, a kod 7% (3/42) vise od pet puta dnevno. U 12% (5/42) pasa nije
utvrdena dehidracija, dok je kod 19% (8/42) stupanj dehidracije bio manji od 5 %. Nadalje,
kod 64% (27/42) pasa stupanj dehidracije bio je izmedu 5 i 10%, a kod 5% (2/42) pasa
utvrden je Stupanj dehidracije veci od 10%. Tenezam je bio prisutan kod 19% (8/42), a krvavi
proljev u 50% slucajeva (21/42) (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Prikaz klini¢kih simptoma zabiljeZenih prilikom pregleda pasa s proljevom.

(n=42)

4.2. Prisutnost enteroksina bakterije C. perfringens (CPE) utvrdene ELISA testom | gena za

enterotoksin (cpe) utvrdenog PCR metodom

Pretrazivanjem uzoraka fecesa ELISA testom utvrdena je prisutnost CPE u 40% (17/42) pasa
s proljevom, dok je 60% (25/42) bilo negativno. Istom metodom ispitani su uzorci fecesa
zdravih pasa gdje je ustanovljeno da je pozitivno na CPE bilo 12,5% uzoraka (5/40), dok je
87,5% (35/40) uzoraka bilo negativno (Grafikon 4). Prisutnost CPE nije bila statisti¢ki

znacajno veca kod pasa s proljevom (p=0,3179) u odnosu na zdrave pse.

Nakon ELISA testa uzorci su analizirani PCR metodom koristenjem pocetnica CPEF i CPER
(MEER i SONGER, 1997.) (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz rezultata dobivenih PCR metodom. Umnozeni odsjecci svojim polozajem
odgovaraju segmentu DNK veli¢ine 100 bp ("B"- biljeg, 1-6 - ispitivani uzorci, "+" -

pozitivna kontrola, "-" - negativna kontrola)

PCR metodom ustanovljeno je da je 50% (21/42) uzoraka fecesa pasa s proljevom bilo
pozitivno na cpe, dok je 50% uzoraka (21/42) bilo negativno. U skupini zdravih pasa od njih
ukupno 40, 70 % (28/40) je bilo pozitivno dok je njih 30% (12/40) bilo negativno na cpe gen
za enterotoksin bakterije C. perfringens (Grafikon 4). Prisutnost cpe gena nije bila statisticki

znacajno viSa kod pasa s proljevom u odnosu na zdrave pse (p=0,0903).
4.3. Usporedba rezultata dobivenih ELISA testom i PCR metodom

Prilikom usporedbe obje koristene metode dijagnostike dobiven je pozitivan rezultat na CPE i
cpe gen u 26% (11/42) pasa s proljevom i u 10% (4/40) zdravih, te je statistickom obradom
uocena znacajna razlika izmedu rezultata dobivenih PCR metodom naspram onih dobivenih

ELISA testom (p=0,0072). (Grafikon 4).

Kod pasa s proljevom CPE pozitivnih, cpe negativnih uzoraka bilo je 29% (5/17), a cpe
pozitivnih 71% (12/17). Nadalje, 48% (10/21) uzoraka pozitivnih na cpe gen bilo je negativno
na CPE, a 52% (11/21) pozitivno na CPE. Odnosnho, kod zdravih pasa CPE pozitivnih uzoraka
negativnih na cpe gen bilo je 20% (1/5), a pozitivnih 80% (4/5). Uzorci zdravih pasa
pozitivnih na cpe gen su u 86% (24/28) slucajeva bili negativni na CPE, a 14% (4/28) CPE

pozitivni.

16



100

90

80

70

60

50 @ Zdravi psi (n=40)

40 @S proljevom (n=42)

Pozitivni uzorci (%)

30

20

10

ELISA PCR ELISA | PCR
POZITIVNI

Grafikon 4. Postotak pasa pozitivnih na enterotoksin bakterije C. perfringens analiziranih
ELISA testom i PCR metodom.

Kod uzoraka pasa s proljevom pozitivnih na obje metode bilo je vise zenki (55%, 6/11) kao i
kod zdravih pasa (75%, 3/4). Ucestalost klinickih simptoma usporedivana je kod cpe PCR
pozitivnih 1 CPE ELISA pozitivnih pasa kojih je bilo ukupno 11, te je utvrdeno da je kod njih
stanje svijesti bilo u jednakoj mjeri (36%, 4/11) normalno i blago depresivno. Apetit je bio
blago smanjen (45%, 5/11), a povracali su dva do tri puta dnevno (45%, 5/11). Konzistencija
fecesa je najceS¢e bio vodenast proljev (64%, 7/11), te je njih 45% (5/11) imalo ucestalost
defekacije Cetiri do pet puta dnevno. Stupanj dehidracije najéescée je bio izmedu 5% 1 10% 1 to
kod 45% (5/11) pasa. Tenezam u ve¢em postotku, 91% (10/11) nije bio prisutan, a krvavi
proljev je bio prisutan u 64% pasa (7/11).

Tijekom obrade podataka pasa s proljevom pozitivnih na obje dijagnosti¢ke metode uoceno je
da 19% njih nije (2/11) podvrgnuto antimikrobnoj terapiji. Nadalje, ELISA pozitivnih uzoraka
od pasa s proljevom bez antimikrobne terapije bilo je 6% (1/17), dok je ELISA negativnih
uzoraka od pasa s proljevom koji su primili antibiotike bilo 80% (20/25). Takoder, PCR
negativnih uzoraka pasa koji su primali antibiotike bilo je 81% (17/21), a PCR pozitivnih

uzoraka pasa bez antimikrobne terapije 19% (4/21).
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5. RASPRAVA

C. perfringens pripada mikrobioloskoj flori crijeva probavnog trakta te potvrda navedene
bakterije u fecesu pasa s proljevom ne predstavlja potvrdu dijagnoze samog uzro¢nika
proljeva (SILVA i sur., 2017.). Poznato je da bakterija C. perfringens moze osim proljeva
uzrokovati i smrtonosnu enterotoksemiju (MEER i sur., 1997.), tako da je pravovremeno
postavljena dijagnoza katkad presudna. Glavni ¢imbenik virulencije bakterije C. perfringens
je njegov enterotoksin, koji se izlu¢uje nakon sporulacije ove bakterije u crijevu domacéina, a
njegovoj proizvodnji doprinosi trovanje hranom 1 razli¢ite bolesti gastrointestinalnog trakta.
Njegovo pojacano izlu¢ivanje uzrokuje propadanje i poveé¢anu propusnost endotelnih stanica
crijeva dovodeéi do poremecaja transporta elektrolita i transmembranske difuzije tekucina u
crijevu (KATAHIRA i sur., 1997.). MIMS i sur. (2011.) spominju kako je bakterija C.
perfringens izdvojena u 67% pasa s akutnim hemoragi¢nim proljevom §to ukazuje na visoku

ucestalost ove bakterije kao uzroc¢nika proljeva.

Mnogobrojni su razlozi zbog kojih veterinari imaju raznih poteSkoca prilikom postavljanja
dijagnoze proljeva uzrokovanog ovom bakterijom i njenim enterotoksinom. Razli¢ite metode
poput imunoenzimnog testa i lancana reakcija polimerazom ¢esto su u praksi nedostupni
veterinarima u ambulanta. Takoder, mnoge ustanove nisu opremljene laboratorijima i nemaju
uhodanu dijagnostiku, a svako prolongiranje vremenskog perioda od uzimanja uzoraka do
provodenja dijagnostickih postupaka moze uvelike utjecati na rezultate testova te rezultirati
laZzno negativnim rezultatima (GREEN, 2012.). U razli¢itim istrazivanjima, uzgoj bakterije C.
perfringens na hranjivim podlogama koristio se kao brza, pristupacna i jeftina metoda za
njeno dokazivanje u fecesu. Gusti porast sivih, okruglih, sjajnih i srednje velikih kolonija
bakterije C. perfringens na krvnom agaru uz prisutnost zone dvostruke hemolize, te
identifikacija gram pozitivnih $tapica u mikroskopskom vidnom polju bio je potvrda
uzro¢nika. Budu¢i da za genotipsku identifikaciju 1 utvrdivanje CPE samo mikrobioloska
dijagnostika nije dovoljna svakako se preporuca koriStenje ELISA i1 PCR metode
(GOLDSTEIN isur., 2012.).

U ovom istrazivanju enterotoksin bakterije C. perfringens utvrden je u 12,5% zdravih pasa i
40% pasa s proljevom uporabom ELISA testa. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem slic¢ni su
rezultatima istrazivanja od SILVA 1 sur. (2015.) koji su utvrdili prisutnost enterotoksina u

17,1% klinicki zdravih pasa i 40,9% pasa s proljevom. Nadalje, KRUTH i sur. (1989.) i
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WESSE i sur. (2001.) takoder su ustanovili znacajno nizi postotak enterotoksina u fecesu

zdravih pasa i to u svega 5% slucajeva.

U prethodnim istrazivanjima, prevalencija cpe gena utvrdenog PCR metodom iznosila je
izmedu 5% (WEESE i sur., 2001.) i 16% (CAVE i sur., 2002.) u zdravih pasa i u rasponu od
14,4% do 48% kod pasa s proljevom (GOLDSTEIN i sur. 2012., SILVA i sur. 2015.). Za
razliku od njih u nasem istrazivanju cpe gen utvrden je u 50% pasa s proljevom. Kod zdravih
pasa je njegova prevalencija iznosila visokih 70% sto je znacajno vise u odnosu na rezultate
istrazivanja od MARKS 1 sur. (2002.) koji su utvrdili prisutnost cpe gena u fecesu 10%
zdravih pasa i MINAMOTO i sur. (2014.) kod kojih je ona iznosila 1%.

Sumirano, CPE pozitivnih uzoraka zdravih pasa negativnin na cpe gen bilo je 20%, a
pozitivnih na cpe gen negativnih na CPE 86%. Kod iste takve usporedbe u radu MARKS i
sur. (2002.) rezultati su bili 71,4% i 66,7%. Zatim, kod pasa s proljevom CPE pozitivnih cpe
negativnih uzoraka bilo je 29%, dok je 48% uzoraka pozitivnih na cpe gen bilo negativno na
CPE dok su te vrijednosti u prethodno spomenutom istrazivanju iznosile 18,2% odnosno

30,8% (MARKS i sur., 2002.).

Osim toga, ista skupina istrazivata (MARKS 1 sur., 2002.) navodi statisti¢ki znacajnu razliku
koju su utvrdili prilikom usporedbe rezultate dobivenih analizom uzoraka fecesa koji su
potjecali od pasa s proljevom koriste¢i ELISA test i PCR metodu. Za razliku od njih, u ovom
istraZzivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika. ASHA i sur. (2002.) navode kako je u
200 istrazivanih uzoraka fecesa koji su potjecali od pasa s proljevom u svega 8% utvrden
enterotoksin koriStenjem ELISA metode. Daljnjom analizom uzoraka pozitivnih na CPE
koriStenjem PCR metode cpe gen utvrden je u 88% uzoraka. Za razliku od navedenog
istrazivanja u naSem istraZivanju analizom fecesa pasa s proljevom pozitivnih na CPE njih
71% bilo je pozitivno na cpe gen. Nadalje, u istrazivanju od ASHA i sur. (2002.) od 92%
negativnih uzoraka na CPE daljnjom analizom PCR metodom njih 4% bilo je pozitivno, Sto je
znatno manje nego u nasem istrazivanju u kojem je broj ELISA negativnih uzoraka pozitivnih

na PCR bio 48%.

Prilikom usporedbe rezultata nekoliko istraZivanja vrlo je vaZzno obratiti paZnju na ispitivane
uzorke odnosno potjecu li oni od Zivotinja istog spola i dobi. U ovom istrazivanju nisu
dokazane statisticki znacajne razlike izmedu pozitivnih uzoraka pasa s proljevom i zdravih
pasa dobivenih ELISA i PCR metodom vezano za spol (p=0,9234) sto je u skladu s
rezultatima nedavnih istrazivanja (BUSCH i sur., 2014.; SEDIGH i sur., 2017.).
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S obzirom na razli¢itu zastupljenost pasmina u ovom istrazivanju nije bilo moguce utvrditi
eventualnu pasminsku predispoziciju u zivotinja koje su bile pozitivne bilo na prisutnost CPE

enterotoksina odnosno gena cpe za enterotoksin.

Budu¢i da je za optimalnu dijagnostiku preporucena kombinacija ELISA testa sa PCR
metodom (SILVA i sur., 2017.), prikazivani su rezultati ustanovljeni klini¢kim pregledom kod
pasa s proljevom ¢iji su se uzorci fecesa pokazali pozitivnima na obje koristene metode. Psi iz
te skupine su prilikom klinickog pregleda imali slicne klinicke simptome koji su ukljuéivali
blagu depresiju popra¢enu blago smanjenim apetitom, povra¢anjem u prosjeku dva do tri puta
dnevno te vodenast i krvavi proljev §to ide u prilog klini¢koj slici enteritisa uzrokovanog

enterotoksinom bakterije C. perfringens.

Prilikom tumacenja rezultata potrebno je uzeti u obzir moguénost pojave lazno pozitivnih 1
laZzno negativnih rezultata. Poznato je da se lazno pozitivni rezultati mogu dobiti ELISA
testom ukoliko dode do nespecificnog vezanja proteina iz fecesa na poliklonska protutijela
koja se koriste u ELISA kitu. Budu¢i da se osjetljivost ovog testa tek treba utvrditi kod pasa,
moguce je da je enterotoksin prisutan u preniskim koncentracijama koje se ne mogu utvrditi

ELISA komercijalnim kitovima koji trenutno postoje na trzistu (MARKS i sur., 2002.).

Moguce objasnjenje za pse s proljevom kod kojih nije utvrden enterotoksin ELISA testom je
njegova neutralizacija proteazama iz crijeva ili fecesa te se zbog toga nije mogao vezati za
poliklonska tijela u imunoenzimnom testu (MARKS i sur., 2002.). lako je manje vjerojatno,
drugi ¢imbenik koji je mogao pridonijeti relativno velikom broju pasa s proljevom koji su bili
CPE negativni je takozvana tiha mutacija gena koji kodira enterotoksin bakterije C.
perfringens, kod odredenih sojeva ove bakterije ne dolazi do ekspresije i proizvodnje CPE,
kao Sto je opisao BILLINGTON i sur. (1998.). Zbog toga $to je proizvodnja CPE povezana sa
sporulacijom, malo je vjerojatno da su psi s proljevom, kod kojih su dobiveni CPE negativni
rezultati, uzrokovani nedostatkom ekspresije gena (MARKS i sur., 2002.). Nadalje, iako je
enterotoksin relativno termolabilan, ovu mogué¢nost smo odmah iskljuéili na pocetku

istrazivanja pohranjivanjem uzoraka fecesa neposredno nakon uzimanja - 20°C.

Unato¢ brojnim istraZivanjima jo§ uvijek ostaje otvoreno pitanje o ulozi enterotoksina
bakterije C. perfringens u etiologiji i pojavnosti proljeva u pasa (BARTLETT i sur., 1972.;
SASAKI i sur., 1999.; WEESE i sur., 2001; MARKS i sur., 2002.). Ukoliko je CPE stvarno
uzro¢nik proljeva u pasa, visoka ucestalost pozitivnih uzoraka u zdravih pasa utvrdenih u

ovom istrazivanju potrebno je dodatno istraziti budu¢i da je malo vjerojatno da su svi uzorci
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zdravih pasa i pasa s proljevom dali lazno pozitivne rezultate. Imajué¢i u vidu da obje
koristene metode, ELISA i PCR, ne kvantificiraju koli¢inu CPE odnosno cpe gen u svakom
pojedinom uzorku, moguée je da su CPE pozitivni uzorci u skupinama pasa bez proljeva imali
enterotoksin prisutan u znatno nizoj koncentraciji od one potrebne za klinicku manifestaciju

bolesti odnosno proljeva (MARKS i sur., 2002.).

Veliki broj pozitivnih uzoraka na CPE u obje skupine ukazuje da CPE moze imati glavnu
ulogu u pojavnosti proljeva ili da je posljedica promjena u sastavu crijevne mikroflore koja
tada omogucuje proliferaciju enterotoksogenog soja bakterije C. perfringens. Dosadasnji
rezultati istrazivanja (STRONG 1 sur., 1971.; BIRKHEAD 1 sur., 1988.; ESTRADA 1 sur.,
1989.; BRETT i sur., 1992.) pokazali su da se kod ljudi i zivotinja konstantno javlja odredeni
stupanj sporulacije te bakterije. Nadalje, poznato je da kod nekih pasa enterotoksin bakterije
C. perfringens moze biti dio fizioloske mikroflore crijeva (WEESE i sur., 2001.). Naime, kod
njih sporulacija se moze pojaviti kod manjeg broja bakterija, tako da koli¢ina enterotoksina
koju proizvode komenzalni enterotoksogeni sojevi mozZe biti preniska da potakne razvoj
klinicke slike bolesti, ili enterotoksin moze biti unisten proteazama koje proizvodi fizioloska
bakterijska flora crijeva. Proljev tada moze biti posljedica drugih uzroka poput terapije
antibioticima, naglih promjena hrane ili promjena pH vrijednosti crijeva koje mogu dovesti do
poveéane sporulacije bakterije C. perfringens i posljedi¢nog oslobadanja velikih koli¢ina
enterotoksina. Dosadasnje spoznaje utjecaja antimikrobne terapije na pojavnost CPE
zasnivane su na istrazivanjima provedenim na ljudima (BORRIELLO i sur., 1985.). U ovom
istrazivanju nije utvrden utjecaj antimikrobne terapije na prisutnost enterotoksina u fecesu
pasa s proljevom buduéi da je samo 19% zivotinja koje nisu bile podvrgnute antimikrobnoj
terapiji u vrijeme uzimanja uzoraka bilo pozitivno prilikom koriStenja obje dijagnosticke
metode. U prilog navedenom obrazlozenju ide i dobiveni rezultat ovog istrazivanja gdje je
81% zivotinja bilo negativno na PCR i 80% na ELISA testu, a primale su antimikrobnu

terapiju.

SILVA i sur. (2017.) navode da bi optimalan dijagnosticki pristup enteritisima uzrokovanih
enterotoksinom bakterije C. perfringens trebao ukljuéiti uporabu ELISA metode za
utvrdivanje prisutnost CPE enterotoksina bakterije C. perfringens zajedno s rezultatima PCR
molekularne metode koja ukljucuje utvrdivanje prisutnosti cpe gena. Ova se preporuka temelji
na niskoj osjetljivosti i specifi¢nosti ELISA testa (MARKS i sur., 2002). U prilog prethodno
navedenom idu i rezultati ovog istrazivanja u kojem je uoceno statistiCki znacajno vise

pozitivnih uzoraka dobivenin PCR metodom naspram onih dobivenih ELISA testom.
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Navedeni rezultat ukazuje na neophodno koristenje PCR ili gPCR metode u potvrdivanju cpe
gena kao uzrocnika proljeva jer sama ELISA nece uspjeti identificirati ve¢inu CPE pozitivnih

uzoraka (SILVA isur., 2017.).

lako rezultati naseg istrazivanja ukazuju na odredeni stupanj povezanosti akutnog proljeva i
CPE pozitivnih uzoraka tih pasa, potrebna su daljnja istrazivanja ¢iji rezultati bi pomogli u
rasvjetljavanju uloge enterotoksina bakterije C. perfringens u etiologiji nastanka proljeva u
pasa. Osim toga potrebno je utvrditi prisutnost i drugih moguéih uzroka proljeva bilo zarazne

(Clostridium difficile, Campylobacter spp., Salmonella spp., CPV-2) ili nezarazne etiologije.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom istrazivanju enterotoksin bakterije C. perfringens utvrden je u 12,5% zdravih pasa i
40% pasa s proljevom uporabom ELISA testa, dok je PCR metodom utvrdena prisutnost cpe
gena u 70% zdravih pasa i 50% pasa s proljevom. U obje metode nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u prisutnosti enterotoksina odnosno cpe gena u pasa s proljevom u odnosu na

zdrave pse.

Uporabom ELISA testa i PCR metode enterotoksin bakterije C. perfringens utvrden je u 10%
zdravih pasa i 26% pasa s proljevom. Statistickom obradom uocena je znacajna razlika
izmedu rezultata dobivenih PCR metodom naspram onih dobivenih ELISA testom
(p=0,0072).

Psi s proljevom kod koji je utvrden CPE ELISA testom i cpe gen PCR metodom imali su
sli¢ne klini¢ke simptome koji su ukljucivali blagu depresiju popracenu s blago smanjenim
apetitom. Osim toga prosje¢no su povracali dva do tri puta dnevno, a proljev je bio ili
vodenast ili krvav $to ide u prilog klini¢koj slici enteritisa uzrokovanog enterotoksinom

bakterije C. perfringens.

Optimalan dijagnosticki pristup enteritisima uzrokovanih enterotoksinom bakterije C.
perfringens trebao bi ukljuciti uporabu ELISA metode za utvrdivanje prisutnost CPE
enterotoksina bakterije C. perfringens zajedno s rezultatima PCR molekularne metode koja

ukljucuje utvrdivanje prisutnosti cpe gena.
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8. SAZETAK

Utvrdivanje prisutnosti enterotoksina bakterije Clostridium perfringens u fecesu zdravih pasa

| pasa s proljevom

Enterotoksin bakterije Clostridium perfringens cesto je povezan s akutnim i kroni¢nim
proljevima te sindromom akutnog hemoragicnog proljeva U pasa, no nastanak proljeva
uzrokovanog njegovim enterotoksinom do danas nije razjasnjen. Ne postoji zlatni standard za
potvrdivanje prisutnosti bakterije C. perfringens u fecesu Zivotinja s proljevom, a dijagnoza se
postavlja na temelju klini¢ke slike, nalaza vece koli¢ine C. perfringens endospora u razmazu
fecesa ili utvrdivanjem enterotoksina koristenjem imunoenzimnog testa (ELISA, eng. enzyme
linked immunosorbent assay) zajedno s molekularnom metodom lanc¢ane reakcije
polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction) iz uzoraka fecesa. Cilj ovog istrazivanja
bio je ustanoviti prisutnost enterotoksina bakterije C. perfringens u fecesu zdravih pasa i pasa
s proljevom koristenjem ELISA testa i PCR metodom. Uzorci fecesa sakupljeni su od
sveukupno 82 pasa, 40 zdravih i 42 s proljevom nepoznate etiologije. ELISA testom utvrdena
je prisutnost C. perfringens enterotoksina (CPE, eng. Clostridium perfringens enterotoxin) u
40% (17/42) pasa s proljevom i 12,5% (5/40), zdravih pasa. Prisutnost CPE nije bila
statisticki znaCajno veca kod pasa s proljevom (p=0,3179) u odnosu na zdrave pse.
Prevalencija cpe gena utvrdenog PCR metodom bila je 50% (21/42) kod pasa s proljevom i
70% (28/40) kod zdravih pasa. Prisutnost cpe gena nije bila statisti¢ki znacajno visa kod pasa
s proljevom u odnosu na zdrave pse (p=0,0903). Uzorci fecesa pasa s proljevom bili su
pozitivni na CPE i na cpe gen u 26% slucajeva (11/42), te u 10% (4/40) zdravih pasa.
Statistickom obradom uocena je znacajna razlika izmedu rezultata dobivenih PCR metodom
naspram onih dobivenih ELISA testom (p=0,0072). U provedenom istrazivanju enterotoksin
bakterije C. perfringens utvrden je osim u pasa s proljevom i u zdravih pasa. Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da je za pouzdanu dijagnostiku enterotoksina bakterije Clostridium

perfringens potrebno Kkoristiti kombinaciju PCR i ELISA metode.

KLJUCNE RIJECI: Clostridium perfringens, enterotoksin, proljev, lanéana reakcija

polimerazom, imunoenzimni test
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9. SUMMARY

Presence of Clostridium perfringens enterotoxin in the feces of healthy dogs and dogs with
diarrhea

Clostridium perfringens enterotoxin is often associated with acute and chronic diarrhea as
well as with acute hemorrhagic diarrhea syndrome in dogs, but the onset of diarrhea caused
by enterotoxin remains unknown. No gold standard exists for confirmation of C. perfringens
enterotoxin in a feces of diarrheal dogs and for now diagnosis has been contingent on the
simultaneous occurrence of clinical signs, the detection of large numbers of C. perfringens
endospores in fecal smears and the immunodetection of CPE in fecal specimens by using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) together with the molecular polymerase chain
reaction (PCR). The aim of this study was to establish the presence of C. perfringens
enterotoxin in feces of healthy dogs and dogs with diarrhea using ELISA and PCR. Fecal
samples were collected from 82 dogs, 40 of them were healthy and 42 were dogs with
diarrhea of unknown etiology. Presence of C. perfringens enterotoxin (CPE) in 40% (17/42)
dogs with diarrhea and 12.5% (5/40) healthy dogs was determined by ELISA test. The
presence of CPE was not statistically significantly higher in dogs with diarrhea (p = 0.3179)
than in healthy dogs. The prevalence of the cpe gene determined by the PCR method was 50%
(21/42) in dogs with diarrhea and 70% (28/40) in healthy dogs. The presence of cpe gene was
not statistically significantly higher in dogs with diarrhea compared to healthy dogs (p =
0.0903). Dogs with diarrhea were positive for CPE and cpe gene in 26% of cases (11/42) and
in 10% (4/40) of healthy dogs. Statistical analysis showed a significant difference between the
results obtained by the PCR method versus those obtained by the ELISA test (p = 0.0072). In
conclusion, C. perfringens enterotoxin was present in both diarrheal and healthy dogs. Also,
the results of this study have shown that a combination of PCR and ELISA methods is

required for the reliable diagnosis of Clostridium perfringens enterotoxin in fecal samples.

KEY WORDS: Clostridium perfringens, enterotoxin, enzyme-linked immunosorbent assay,

polymerase chain reaction
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