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Uvod

Bakterije iz porodice Chlamydiaceae, rod Chlamydia, su obligatni unutarstani¢ne,
pleomorfne, nepokretne bakterije, a veli¢ina i oblik ovise o stadiju razvojnog ciklusa.
Obiljezava ih unutarstani¢ni na¢in razmnozavanja koji predstavlja i infekcijski ciklus te

uzrokuju infekcije koje se nazivaju klamidioza (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Rod Chlamydia je jedini rod unutar porodice (BAVOIL i sur., 2013.), a prema
dosadasnjim saznanjima obuhvaca 14 vrsta koje su u vecini slu¢ajeva vrsno specifi¢ne, te imaju
vecu ili manju specifi¢nost za pojedinog nositelja. Odredene vrste imaju zoonotski potencijal
te je mogudi prelazak sa zivotinja na ljude i obrnuto (HENG i sur., 2019.). Ovisno o vrsti
bakterije i domacina, infekcija zahvaca razliCite organske sustave — o¢i, diSni, reproduktivni ili
kostani sustav. Javljaju se simptomi poput letargije, gubitka apetita, oteZanog disanja, iscjetka
iz nosa, konjunktivitisa, artritisa i pobacaja. Tako se kod ptica javljaju respiratorne infekcije
uzrokovane vrstom Chlamydia psittaci, dok se kod domacih macaka (Felis catus) javlja
veterinarima dobro poznata infekcija bakterijom Chlamydia felis, koja se ocituje akutnim do
kroni¢nim konjunktivitisom s blefarospazmom, kemozom, seroznim do mukopurulentnim
iscjetkom 1 rinitisom, no rijetko moze uzrokovati pneumoniju (HOOVER, 1978.; SYKES
2005.). Obolijevaju sve dobne skupine macaka, ali ¢eS¢e macic¢i. Prenosi se direktnim i
indirektnim kontaktom, oronazalno inhalacijom ili ingestijom okulonazalnog iscjetka,
kontaminiranim okoliSem. Kao 1 domac¢a macka, euroazijski ris (Lynx lynx) takoder pripada
porodici Felidae, no zbog skrovitog nacina Zivota u prirodi, te kompliciranih metoda

prikupljanja uzoraka, pojavnost klamidioze kod risa je gotovo potpuno nepoznata.

Euroazijski ris, kako mu i samo ime nalaZe, nastanjuje podrucje Europe i Azije - to¢nije
podrucje srediSnje Azije i Rusiju, dok Europu nastanjuje ukupno devet populacija od kojih je
nekoliko izoliranih populacija prisutno u zapadnoj i jugozapadnoj Europi te na podrucju
Fenoskandinavije, Baltika 1 Karpata (KACZENSKY i sur., 2013.). U Hrvatskoj, risovi
obitavaju u planinskim, Sumom pokrivenim podru¢jima Dinarida, od hrvatsko — slovenske
granice na sjeverozapadu, do hrvatsko - bosanskohercegovacke granice na jugoistoku.
Podrucja Primorsko-goranske i Licko-senjske Zupanije, juzni dio Karlovacke te sjeveroistocni
dio Zadarske Zupanije s ukupnom povrSinom od 7200 km? njthovo su stalno staniSte
(GOMERCIC i sur., 2021.). U Hrvatskoj je ris zakonom zaiti¢ena vrsta, ugrozena zbog parenja

u srodstvu (SINDICIC i sur., 2013.) koje utjeée na sposobnost preZivljavanja, ukljuéujuéi



imunitet (FRANKHAM 1 sur., 2002.), stoga su podatci o zdravstvenom statusu od izrazite

vaznosti za ocuvanje populacije.

U znanstvenoj literaturi nema puno podataka o klamidiozi kod divljih pripadnika
porodice macaka iz Europe. Seroloski istrazivanje provedeno na 26 jedinki iberijskog risa iz
Spanjolske, utvrdilo je prisutnost protutijela kod 2 jedinke, §to upuéuje da su iberijski risovi
bili u kontaktu s ovom bakterijom no bez potvrde klinickog oboljenja (MILLAN i sur. 2009.).
U Spanjolskoj su takoder provedena istrazivanja na divljoj macki (Felis silvestris) te su
protutijela za bakteriju Chlamydia sp. utvrdena u 27% od 22 istrazena seruma (MILLAN i
RODRIGUEZ, 2009.), dok su CANDELA i sur. (2019.) utvrdili prisutnost DNK C. felis u
brisevima sluznica no nisu u serumu utvrdili protutijela kod 2 od 9 analiziranih divljih macaka.
U Skotskoj je provedeno istrazivanje na 120 slobodnozivué¢ih madaka, medu kojima su bile 24
domace te 96 hibrida domace i divlje macke, te je DNK C. felis utvrdena kod 2.61% pretrazenih
briseva sluznica (McDONALD i sur., 2023.).

Jedini dokaz klini¢ke manifestacije klamidioze kod divljih pripadnika porodice Felidae
u Europi dolazi iz Svicarske, gdje je 2017. uhvadena Zenka odraslog risa, dobrog gojnog i opéeg
stanja, koja je imala znakove konjunktivitisa na lijevom oku (MARTI i sur., 2019.). Nije bilo
vidljivih ozljeda o¢nih struktura, ali bile su prisutne dvije ogrebotine na njusci $to je upuéivalo
na mogucu nedavnu ozljedu. PCR analizom brisa oka utvrdena je prisutnost bakterije
Chlamydia felis dok je za ostale uzro¢nike analizirane u brisu oka te krvi (Herpesvirus -1,
Mycoplasma felis, Calicivirus, Parvovirus, Coronavirus...) nalaz bio negativan. Zivotinja je
lijeCena ketoprofenom i oksitetraciklinom tijekom 8 dana te je bris ponovno uzet nakon 14
dana. Simptomi su se povukli, a nalaz PCR-a bio je negativan. Nakon 3 mjeseca fotozamkom
je uhvacena fotografija ove zZivotinje gdje se moglo vidjeti da nema znakova konjunktivitisa na

o¢ima $to je potvrdilo uspjesnost terapije.

Hipoteza i ciljevi

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ucestalost infekcija bakterijama iz porodice
Chlamydiaceae u brisevima oka euroazijskog risa iz dinarske i karpatske populacije. Hipoteza
istrazivanja je da kod asimptomatskih jedinki necée biti utvrdena prisutnost bakterija, te da ce
zbog oslabljenog imuniteta uslijed parenja u srodstvu ucestalost biti veca kod jedinki iz

reintroducirane dinarske, nego kod autohtone karpatske populacije.



Materijali i metode
Prikupljanje uzoraka

Istrazivanje je provedeno na 34 uzorka brisa oka risa iz Rumunjske (21), Slovacke (7)
1 Hrvatske (6). Sve uzorkovane Zivotinje su bile odrasle, osim 3 jednogodiSnjaka, te je
uzorkovano 28 muzjaka i 6 zenki. Uzorci su prikupljeni u razdoblju 2018. — 2025. godine,
tijekom provedbe medunarodnih projekata ,,SpaSavanje dinarske 1 jugoistoCne alpske
populacije risa od izumiranja® (LIFE Lynx) (LIFE16 NAT/SI/000634) i ,,Lynx Thuringia -
Connecting lynx populations across Europe", te u sklopu pra¢enja smrtnosti populacije risa u
Hrvatskoj kojeg provodi Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu. Brisovi su prikupljani na
Zivim Zivotinjama koje su hvatane u Slovackoj i Rumunjskoj s ciljem naseljavanja u Hrvatsku,
Sloveniju (projekt LIFE lynx) i Njemacku (projekt Lynx Thuringia). U Hrvatskoj su uzorci
prikupljeni na tri zive zivotinje koje su uhvacene s ciljem pracenja uspjesnosti naseljavanja u
sklopu LIFE Lynx projekta, na jednom Zivom mladuncu koji je pronaden kao siro¢e bez majke
(ris L33 Karlo) te na svjezim leSinama 3 risa koja su pronadeni mrtvi u prirodi. Risovi su
hvatani pomoc¢u kaveznih zamki, nakon ¢ega su kemijski imobilizirani sukladno protokolu
(KUBALA 1 sur., 2018.). Doktor veterinarske medicine je zatim napravio osnovni klini¢ki
pregled Zzivotinje, izvagao i izmjerio tjelesne mjere, nakon ¢ega su uzeti uzorci krvi, dlake,
izmeta te brisevi svih sluznica. Bris oka je prikupljen pomocu sterilnog drvenog Stapica s

vatom, a uzorak je zatim pohranjen u epruvetu te smrznut na -20°C do daljnje obrade.

Izolacija DNK 1 dokaz klamidija

Izolacija DNK iz brisa oka je provedena koriStenjem QIAamp DNA Mini Kit (Quiagen,
Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Izdvojena DNK cuvana je na -20°C.
Identifikacija porodice Chlamydiaceae provedena je pomocu lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase chain reaction, qPCR), dok je identifikacija
vrste C. felis provedena standardnim PCR-om. Za dokaz porodice Chlamydiaceae, svaka
reakcijska smjesa sadrzavala je 10 pl Universal Mastermix 2X (Promega, Madison, WI, SAD),
0,5 ul 25 uM svake pocetnice, 2 pl 1 uM probe, 1,8 ul vode slobodne od nukleaza, 0,2 ul boje
ROX 1 5 pl DNK, te je ukupan volumen iznosio 20 pl. Svaki uzorak, pozitivna i negativha
kontrola su analizirani u duplikatu. Uzorci su analizirani uredajem Mx3005P (Stratagene,
SAD) prema sljede¢em protokolu: aktivacija na 95°C tijekom 15 sekundi, zatim 50 ciklusa

denaturacije pri 95°C tijekom 15 sekundi i vezanja pri 60°C tijekom 60 sekundi. Rezultati su



o€itani na temelju Ct vrijednosti. Uzorci s Ct vrijednosti do 38 smatrali su se pozitivnima te su

dalje analizirani u svrhu identifikacije vrste.

Za dokaz vrste, pripremljena je reakcijska smjesa koja je sadrzavala 7,5 pl GoTaq
Green Master Mix (Promega, Madison, WI, SAD), 0,6 ul 10 uM svake pocetnice, 4,3 ul vode
slobodne od nukleaza i 2 ul DNK, a ukupan volumen iznosio je 15 pl. Uzorci su analizirani
uredajem 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) prema protokolu koji su opisali
Harley i sur. (2007.): aktivacija na 95°C tijekom 15 sekundi, zatim 35 ciklusa denaturacije pri
95°C tijekom 20 sekundi, vezanja pri 60°C tijekom 20 sekundi i elongacije pri 72°C tijekom
60 sekundi te posljednji korak na 72°C tijekom 15 minuta. KoriStene pocetnice i probe

prikazane su u Tablici 1.



Tablica 1. Prikaz pocetnica i proba koristenih za identifikaciju.

Gen

Pocetnice

Proba

Veli¢ina PCR
produkta (bp)

Izvor

Chlamydiaceae

23S rRNK

F:5°-
CTGAAACCAGTA
GCTTATAAGCGG

T-3'
R: 5°-
ACCTCGCCGTTTA
ACTTAACTCC-3'

FAM: 5°-
CTCATCATGCAA
AAGGCACGCCG-3'

Ehricht i sur., 2006.

Chlamydia felis

pmp9

F:5-
GCGATTCATGTA
GCAGCAAA-3'
R: 5°-
GTCCAGCTTCCTT
GATACCC-3'

632

Harley i sur., 2007.




Za vizualizaciju dobivenih PCR produkata (Slika 1.), pripremljen je 1,5%-tni agarozni
gel (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, SAD) s Midori Green Advance bojom (Nippon
Genetics Europe GmbH, Diiren, Njemacka). Duljina PCR umnozZaka odredena je pomocu
BenchTop 100 bp DNA ladder-a (Promega, Madison, WI, SAD). Elektroforeza je provedena

na 70 V tijekom 55 minuta, a o¢ekivana veli¢ina produkata bila je 632 bp.

Slika 1. Aplikacija PCR umnozaka na agarozni gel (izvor: dr. sc. Li¢a Lozica)

Izolacija i proc¢iS¢avanje DNK umnoZaka za sekvenciranje

U svrhu dobivanja dovoljne koli¢ine DNK za sekvenciranje umnoZaka pozitivnih
uzoraka, ponovljen je PCR s reakcijskom smjesom veceg volumena, koja se sastojala od 25 pl
GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI, SAD), 2 ul 10 uM svake pocetnice, 16 pl
vode slobodne od nukleaza i 5 pl DNK, a ukupan volumen iznosio je 50 pl. Izolacija i
procis¢avanje DNK umnozaka iz agaroznog gela provedeni su koristenjem ReliaPrep DNA
Clean-up Concentration System kita (Promega, Madison, WI, SAD) prema uputama
proizvodaca. Koncentracija 1 ¢istoéa DNK odredeni su pomoc¢u BioDrop uredaja (BioDrop
Ltd., Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo), nakon cega su uzorci sekvencirani Sangerovom

metodom u servisu Macrogen Inc., Amsterdam, Nizozemska.



Analiza sekvenci

Sekvence su obradene pomocu programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (Hall,
1999), nakon cega je koriSten online alat Basic local alignment search tool (BLAST) za

pretragu 1 analizu nukleotidnih 1 aminokiselinskih sljedova pohranjenih u bazi podataka

GenBank - National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul i sur., 1990.)

Rezultati

UmnaZanjem gena 23S rRNK pomoc¢u qPCR-a, u jednom od 34 istraZzena uzorka brisa
oka risa dokazana je prisutnost bakterije iz porodice Chlamydiaceae (Ct vrijednost 34,57)
(Tablica 3). U tom uzorku su zatim pomocu konvencionalnog PCR-a umnozena dva gena -
pmp9 1iompA, te je analiza potvrdila da dobivene sekvence pripadaju vrsti C. felis. Sekvenca
gena pmp9 pokazala je najveci stupanj podudarnosti (99,6%) i 100%-tnu podudarnost sa
sekvencama s GenBank pristupnim brojevima AP006861.1 (AZUMA, 2006.) i DQ652581.1
(HARLEY i sur., 2007), izdvojenima iz domacih macki iz Japana i Velike Britanije.

Pozitivan uzorak pripada odraslom muzjaku oznake R012 Kras, koji je uhvacen u
Rumunjskoj 19.1.2023. U trenutku hvatanja Kras je imao 23 kg, na temelju zubala je
procijenjena dob od 2 godine. Prac¢enje zdravstvenog statusa u sklopu provedbe projekta
reintrodukcije uklju¢ivalo je PCR dokaz virusa macje imunodeficijencije (FIV), macje
leukemije (FeLV), pseceg parvovirusa 2 (CPV-2), virusa macje panleukopenije (FPLV) i
madjeg herpesvirusa 1, te su svi nalazi bili negativni (SINDICIC i sur., 2023.). Nakon hvatanja,
ris je prevezen u objekt registriran za provedbu karantene divljih Zivotinja, gdje je 23.1.2023.
uoceno crvenilo desnog oka sa prisutnim iscjetkom u medijalnom o¢nom kutu, te je
jednokratno apliciran gentamicin sulfat, nakon ega su se simptomi povukli. Zivotinja je
20.3.2023., za vrijeme boravka u karanteni, kemijski imobilizirana, kako bi se izvrSio klinicki
pregled prije transporta u zemlju ispustanja i kako bi bila postavljena telemetrijska ogrlica za
pracenje aktivnosti 1 kretanja. Potvrdeno je dobro zdravstveno stanje i nisu uo¢eni simptomi
konjuktivitisa. Kras je proveo 64 dana u Rumunjskoj u karanteni, a zatim je prevezen u
Hrvatsku i ispusten u Nacionalni park Plitvicka jezera 24.03.2023. Nakon potrage za slobodnim
podrucjem, ris Kras uspostavio je zivotni prostor na podrucju Gorskog kotara gdje je pracen
pomocu telemetrijske ogrlice 1 automatskih kamera. Njegova fotografija je posljednji put

zabiljezena u lipnju 2024.



Slika 2. Ris Kras na ispustanju u Nacionalnom parku Plitvicka jezera, 24.03.2023. (Autor
fotografije: Lucija Rade)

Slika 3. Ris Kras na ispuStanju u Nacionalnom parku Plitvicka jezera, 24.03.2023. (Autor:
Marko Matesic)



Tablica 2. Podatci o risovima uklju¢enima u istraZivanje te rezultat umnazanja bakterija iz

porodice Chlamydiaceae u brisu oka.

Datum . Starost
Lynx (ris) Zemlja Ziva
hvatanja/ Spol (mlad/ Rezultat
ID podrijetla | Zivotinja/leSina
uzorkovanja odrasli)
L. 5
RO2 Doru 27.2.2019. Rumunjska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
2. RO3 y
] 16.1.2020. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
Catalin
3. RO4 _ o e . . . .
o 20.1.2020. Rumunjska | Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
Alojzije
4. 5
ROS5 Boris 25.1.2020. Rumunjska Ziva zivotinja Muzjak Mlad negativan
5. Pino v . . . . .
25.3.2020. Slovacka Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
(Hron)
6. 5
RO6 Tris 22.1.2021. Rumunjska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
7. 5
RO7 24.1.2021. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
8. 5
RO8 27.1.2021. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
9. 5 5
R0O9 Aida 13.2.2021. Rumunjska | Ziva Zivotinja Zenka Odrasli negativan
10. 5
Emil 26.2.2021. Slovacka Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
11. .
R10 Zois 9.3.2021. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
12. Julia v e . y . .
11.3.2021. Slovacka Ziva zivotinja Zenka Odrasli negativan
(Motka)
13. 5 5
Lenka 18.3.2021. Slovacka Ziva zivotinja Zenka Odrasli negativan




14.

RO11 Blisk | 24.2.2022. | Rumunjska | Ziva Zivotinja | MuZjak | Odrasli | negativan
15. | RO12 Kras 19.1.2023. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli pozitivan
16. y
Lukas 26.1.2023. Slovacka Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
17. 5
L29 Josip 4.2.2022. Hrvatska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
18. L31 o : : :
30.3.2022. Hrvatska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
Pandoru
191 Lijubo Y . : :
10.4.2022. Slovacka Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
(Cubos)
20. y
L33 Karlo 1.10.2022. Hrvatska Ziva zivotinja Muzjak Mlad negativan
21. .
RO13 Jago | 23.2.2023. Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
22.1 ROI4 . o § : :
Tal 27.2.2023. Rumunjska Ziva zivotinja Zenka Odrasli negativan
alia
23. Sneska N v . .
) 14.3.2023. Slovacka Ziva zivotinja Zenka Odrasli negativan
(Erika)
24.
LCRO23 6.9.2023. Hrvatska LeSina Muzjak Odrasli negativan
25.
LCRO24 20.10.2023. Hrvatska LeSina Muzjak Odrasli negativan
26.
LCRO25 23.10.2023. Hrvatska LeSina Muzjak Mlad negativan
27. y
RO15 Rumunjska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
28. y
RO16 Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
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29.

RO17 Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
30. 5 5

RO18 Rumunjska Ziva zivotinja Zenka Odrasli negativan
31. y

RO19 Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
32. 5

R020 Rumunjska Ziva zivotinja Muzjak Odrasli negativan
33. 5

RO21 Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan
34. 5

R022 Rumunjska | Ziva Zivotinja Muzjak Odrasli negativan

Tablica 3. Ct vrijednosti za porodicu Chlamydiaceae.

Ct vrijednost

Chlamydiaceae
Pozitivan uzorak (ris Kras) 34,57
Pozitivna kontrola 25,35
Negativna kontrola -
Rasprava

Uspostava, razvoj 1 provedba pracenja zdravlja divljih zivotinja globalni je prioritet 1

izazov unutar pristupa "Jedno zdravlje" (engl. One Health). Pri tome se koriste dva pristupa —

opce ili pasivno praéenje, te aktivno ili ciljano praéenje koje ukljucuje proaktivno uzorkovanje

uginulih ili zivih divljih Zivotinja radi otkrivanja odredene bolesti ili patogena (BARROSO 1

sur., 2024.). No proaktivno uzorkovanje je vrlo veliki izazov kod mnogih vrsta divljih Zivotinja,

ukljucujudi risa. Ris koristi velike zivotne prostore te izbjegava kontakt sa covjekom. Veéina

europskih populacija je niske gustoce, ugrozena zbog vise ¢imbenika te zakonom zaSti¢ena, a

to sve znacajno otezava hvatanje Zivih Zivotinja 1 pronalazak mrtvih. To je jedan od najvaznijih

razloga zasto je u znanstvenoj literaturi dostupno malo podataka o ucestalosti zaraznih i
nezaraznih bolesti kod risa, kao i 0 uzrocima uginu¢a (BEHNKE i WALZER, 2019.). Stoga je
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vazno prilikom svake manipulacije s risovima iskoristiti moguénost te prikupiti §to veci broj
bioloskih uzoraka koji mogu biti predmet znanstvenih istrazivanja i temelj za prikupljanje
zdravstvenih spoznaja o europskim populacijama risa. Uzorci za ovo istrazivanje su prikupljeni
u sklopu dva projekta naseljavanja risa iz autohtone populacije u Karpatima u reintroducirane
1 ugroZene populacije u Dinaridima 1 njemackoj pokrajini Thuringia. To je ujedno 1 velika
prednost ovog istrazivanja, buduci ukljucuje uzorke iz tri drzave (Rumunjske, Slovacke i1

Hrvatske) te dvije populacije.

Jedini objavljeni podatci o bakterijama iz porodice Chlamydiaceae kod euroazijskog
risa su opis slu¢aja infekcije oka risa u Svicarskoj (MARTI i sur., 2019.) te seroloska analiza
na 5 uzoraka krvi risa iz Rusije, bez pozitivnog nalaza (NAIDENKO 1 sur., 2019.). Ovo
istrazivanje donosi novi opis klinickog slucaja klamidioznog konjuktivitisa risa dokazanog
DNK sekvencom uzro¢nika, kao 1 analizu prisutnosti bakterija u brisevima oka 34

asimptomatskih Zivotinja.

Slu¢aj konjuktivitisa opisan kod risa iz Svicarske o¢itovao je izraZeniju klini¢ku sliku
nego zivotinja iz naseg istrazivanja, a simptomi su ukljucivali hiperemiju, izrazenu kemozu 1
zuc¢kasti, mutni, mukopurulentni iscjedak oka, bez vidljivih ozljeda o¢nih struktura. Kod
zivotinje u naSem istrazivanju, za vrijeme karantene je uocena hiperemija odnosno crvenilo
desnog oka sa prisutnim iscjetkom u medijalnom o¢nom kutu. U oba sluc¢aja nije bilo moguce
potvrditi kako je doslo do zaraze risa, no MARTI i sur. (2019.) pretpostavljaju da je u njihovom
slu¢aju infekcija posljedica kontakta sa zarazenom domacom ili europskom divljom mackom
budu¢i su na njusci bile prisutne dvije ogrebotine. Klamidioza se prenosi direktnim kontaktom,
pri cemu sekret oka ima klju¢nu ulogu (SEKI 1 sur., 2016.). Risovi u medusobni direktni
kontakt dolaze rijetko, uglavnom je to kontakt Zivotinja suprotnog spola tijekom
razmnoZzavanja. No, buduc¢i da se hrane zivim plijenom, §to moze ukljucivati 1 divlje i domace
macke (JOBIN i sur., 2000.), kontakt s njima moZze biti izvor zaraze. U slu¢aju opisanom u
ovom istrazivanju, moguce je da je do zaraze doslo prije hvatanja s obzirom da inkubacija traje

3 do 10 dana (AIELLO 1 MOSES, 2016.).

Ukupno 78 sekvenci u bazi podataka GenBank pokazalo je visok stupanj podudarnosti
(99,4-99,79%), ali su samo dvije sekvence imale i 100%-tnu pokrivenost, a time i najvecu
sli¢nost s analiziranom sekvencom. Uzimajuéi u obzir navedeno, moze se zakljuciti da gen
pmp9 ne posjeduje dovoljno varijabilne regije koje bi omogucile detaljniju filogenetsku

analizu, ali se svakako moZe koristiti za dokaz vrste C. felis.
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Cinjenica da su jedina dva slu¢aja klamidioze oka kod risa opisana na Zivotinjama
uhvacenima za projekte reintrodukcije, naglaSava vaznost provedbe detaljnog zdravstvenog
pregleda i karantene Zivotinja uklju¢enih u ove projekte, ali 1 podsje¢a kako uzorci prikupljeni
tijekom takvih projekata mogu imati dodanu vrijednost ako ih se ukljuci u aktivno, ciljano

pracenje odredenih bolesti 1 patogena.

Zakljucci

1. Bakterije porodice Chlamydiaceae mogu uzrokovati klinicka oboljenja oka kod
euroazijskog risa (Lynx lynx).

2. Ucestalost bakterije C. felis kod jedinki risa iz autohtonih i reintroduciranih populacija je

vrlo niska.

4. Aktivna istrazivanja i zdravstveni nadzor pospjesuje zastitu ugrozenih populacija risa i

raniju detekciju potencijalnih zoonoza.
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VALENTINA KOLAK

Ucestalost bakterija iz porodice Chlamydiaceae u dinarske i karpatske populacije risa

(Lynx lynx)
Sazetak

Euroaziijski ris (Lynx lynx) najveca je europska macka. Ujedno je i tre¢i najveci
predator u Hrvatskoj te je ugrozena i zakonom zasti¢ena vrsta. Risovi su, kao 1 druge macke,
prijemljivi na infekcije uzrokovane bakterijama iz porodice Chlamydiaceae koje uzrokuje
razlicita klini¢ka oboljenja kod Zivotinja 1 ljudi. Klamidioza se kod domac¢ih macaka najcesce
oCituje konjunktivitisom uzrokovanim bakterijom Chlamydia felis. No, koliko dobro je
istrazena kod domacih macaka toliko je ova bolest kod divljih felida, ukljuc¢ujuéi risova ostala
nepoznanica. Cilj ovoga istrazivanja bilo je wutvrditi prisutnost bakterija porodice
Chlamydiaceae u obrisku oka risova dinarske 1 karpatske populacije. Na ukupno 34 uzoraka
jedinki iz Hrvatske, Rumunjske i Slovacke, pomo¢u PCR-a umnozena su 2 gena — 23S rRNK
1 pmp9. Kod muzjaka risa Krasa, koji je nakon hvatanja u Rumunjskoj oc¢itovao znakove
konjuktivitisa, dokazana je C. felis. Rezultati ukazuju na vaznost zdravstvenog nadzora i

aktivnog pracenja riseva i njihovih patogena radi o¢uvanja ove ugrozene vrste zivotinja.

Kljuéne rijeci: ris, Lynx lynx, Chlamydiaceae, Chlamydia felis, konjunktivitis
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VALENTINA KOLAK

Chlamydiaceae Prevalence in Dinaric and Carpathian Populations of the Eurasian Lynx
(Lynx lynx)

Summary

The Eurasian lynx (Lynx lynx) is the largest wild cat in Europe and the third-largest
predator in Croatia. It is an endangered species protected by law. Like other cats, lynxes are
susceptible to infections caused by bacteria from the family Chlamydiaceae, which can lead to
various clinical diseases in both animals and humans. In domestic cats, chlamydiosis most
commonly manifests as conjunctivitis caused by Chlamydia felis. While the disease is
relatively well studied in domestic cats, it remains largely unknown in wild felids, including
lynxes. The aim of this study was to determine the presence of Chlamydiaceae in eye swabs
taken from lynxes in the Dinaric and Carpathian populations. A total of 34 samples from
individuals in Croatia, Romania, and Slovakia were analyzed. Two genes were analysed using
PCR - 23S rRNA and pmp9. In the male lynx "Kras", who showed signs of conjunctivitis after
being captured in Romania, the presence of C. felis was confirmed. These results highlight the
importance of health monitoring and active surveillance of lynxes and their pathogens to help

preserve this endangered species.

Keywords: lynx, Lynx lynx, Chlamydiaceae, Chlamydia felis, conjunctivitis
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