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L. interrogans sensu stricto od L. kirschneri to je mogu}e
analizom odsje~aka nakon restrikcije s endonukleazom
DdeI (slika 3). Naime, u slu~aju izolata LG-36 izdvojenog
iz poljske voluharice kona~no identificiranog kao serovar
Grippotyphosa, nakon restrikcije s endonulkleazom MnlI
nije bilo razlu~ivo kojoj genomskoj vrsti pripada, jer je od
prije poznato da se serovar Grippotyphosa mo`e na}i i u
genomske vrste L. interrogans sensu stricto i u genomske
vrste L. kirschneri [8]. Restrikcijom s endonukleazom
DdeI potvrdili smo da svih 13 pretra`ivanih izolata lepto-
spira pripada genomskoj vrsti L. interrogans sensu stricto.

Od 1990. god. poznato je da su rezultati dobiveni gel
elektroforezom u pulsiraju}em polju obi~no u suglasju s
rezultatima dobivenim serolo{kom tipizacijom [19, 23, 24,
26, 27, 28].

Primjenom gel elektroforeze u pulsiraju}em polju na-
kon makrorestrikcije genomske DNK s restrikcijskim en-
zimom NotI ustanovljena je heterogenost serovara unutar
genomske vrste L. meyeri [26] i identificirana i analizirana
skupina izolata serolo{ke skupine Pomona [27].

Restrikcijski enzimi NotI i SgrAI poznati su kao endo-
nukleaze s malim brojem mjesta cijepanja DNK (tzv. »rare
cutting«) i naj~e{}e su primjenjivani u identifikaciji sero-
vara leptospira. Ta metoda ima mno{tvo prednosti u smi-
slu objektivnosti, brzine izvo|enja, lako dostupnih komer-
cijalnih reagensa, mogu}nosti interpretacije i objektivne
analize rezultata. No, unato~ svim prednostima njezina je
primjena jo{ daleko od rutinske.

Razlike restrikcijskih profila ~itavoga genoma omogu-
}uju pouzdanu identifikaciju svakog pretra`ivanog izolata
leptospira u usporedbi s pojedinim referentnim sojem
odre|ene serolo{ke skupine unutar neke genomske vrste.
Analizom odsje~aka genoma dobivenih cijepanjem DNK
s endonukleazama mo`emo ustanoviti bliskost odnosno
genetsku raznolikost me|u pretra`ivanim sojevima lep-
tospira. [to su leptospire genetski razli~itije, to su im i pro-
fili restrikcijskih odsje~aka razli~itiji i obratno. 

Budu}i smo od 13 izolata leptospira na osnovi analize
razlika u restrikcijskim profilima ustanovili osam razli~i-
tih serovara, smatramo kako u Republici Hrvatskoj, oso-
bito u nizinama rijeka Save i Drave postoji velika genetska
raznolikost leptospira unutar jedne genomske vrste,
Leptospira interrogans sensu stricto.

U slu~aju da se radi o vi{e razli~itih genomskih vrsti,
{to u ovom istra`ivanju nije bio slu~aj, spomenute dvije
metode mogu se dopuniti analizom sekvenci gena za 16S
rDNK i njihovim filogenetskim pozicioniranjem.

Istra`ivanje molekularne epidemiologije i epizootio-
logije leptospiroze je tek u za~etku i potrebno je provesti
daljnja istra`ivanja uzro~nika i njegove genetske razno-
likosti koja }e dopuniti i pro{iriti spoznaje o odnosu rezer-
voara i doma}ina u epidemio-epizootiolo{kom lancu lep-
tospiroza.
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Na osnovi dosad poznatih ~injenica, uklju~uju}i i re-
zultate ovog istra`ivanja, ostaje otvoreno pitanje uloge
ma~ke u epidemiologiji i epizootiologiji leptospiroze te je
potrebno u~initi daljnja istra`ivanja leptospiroze u ma~a-
ka, poglavito u geoepizootiolo{kim podru~jima pogodnim
za odr`anje leptospira.

Izolat leptospire iz krma~e D-67, koji je izdvojen s po-
dru~ja Baranje, odakle su i tri izolata iz ma~aka (jedan
Bataviae, dva Pomona) tako|er je determiniran kao sero-
var Bataviae. To je prvi put da je u svinja ustanovljena lep-
tospira serovara Bataviae kao mogu}i uzro~nik leptospi-
roze, iako je dosad bilo nekih podataka o nalazu serumskih
protutijela za serovar Bataviae u svinja s podru~ja Repu-
blike Hrvatske (prema usmenom priop}enju, Modri} Z.).
Osim izolata leptospire D-67 izdvojenog iz krma~e, na po-
dru~ju Baranje izdvojen je i izolat iz klini~ki zdrave svinje
(tovljenika) C-502, u ovom istra`ivanju serolo{ki i genet-
ski determiniran kao serolo{ka skupina Pomona, serovar
Pomona {to odgovara prija{njoj serolo{koj determinaciji.

U skupini izolata leptospira serolo{ki determiniranih
kao serolo{ka skupina Pomona (VARDARAC M-5, N-
BOLMAN, R-25/75, TELE II i C-502) R-25/75, izolat iz-
dvojen iz zeca genomski se razlikuje od ostalih izolata te
skupine. Ima jedan odsje~ak veli~ine oko 200 kb koji ne
dolazi u ostalih izolata te skupine i zato rezultira i neznatno
druga~ijim restrikcijskim profilom dobivenim elektrofo-
rezom u pulsiraju}em polju. Usporedbom s referentnim
serovarima utvrdili smo da za razliku od ostalih izolata ko-
ji odgovaraju serovaru Pomona, izolat R-25/75 pripada
serovaru Pomona Kennewicki (biv{i Kennewicki) (slika
4). Iako je genetska raznolikost izme|u serovara Pomona i
Pomona Kennewicki gotovo neznatna, ta se dva serovara
razlikuju i serolo{ki [47]. Sli~na genetska raznolikost me-
|u izolatima serolo{ke skupine Pomona ustanovljena je i
drugdje [27]. U Republici Hrvatskoj su dosad unutar sero-
lo{ke skupine Pomona ustanovljeni serovari Pomona, Po-
mona Kennewicki, Tsaratsovo [19] i Mozdok (Zaharija I.,
neobjavljeno) {to dokazuje izuzetnu genetsku raznolikost
leptospira te serolo{ke skupine.

Izolat TELE II izdvojen iz bubrega teleta koje je bolo-
valo od leptospiroze u okolici  Zagreba ustanovljen je kao
serovar Pomona. Taj nalaz je u suglasju sa serolo{kom tip-
izacijom u~injenom prije [48], ali i s dosad ustanovljenom
spoznajom da u goveda u Republici Hrvatskoj serovar Po-
mona uglavnom dominira kao uzro~nik leptospiroze u go-
veda [1].

Od triju izolata izdvojenih iz krvi bolesnih pasa na za-
greba~kom podru~ju ustanovili smo u dva serolo{ku sku-
pinu Icterohaemorrhagiae, [VR]O 62/96 – serovar Co-
penhageni i 58/96 – serovar Icterohaemorrhagiae, a jedan
izolat je bio serolo{ke skupine Canicola, PAS-493 –
serovar Canicola. Dok izolati [VR]O 62/96 i 58/96 dosad
nisu bili serolo{ki tipizirani, izolat PAS-493 prije je deter-
miniran kao serovar Canicola {to smo i potvrdili u ovom
istra`ivanju. Od prvog otkri}a leptospiroze pasa u Repu-

blici Hrvatskoj [8] i izdvajanja prvih sojeva leptospira iz
pasa, serovara Canicola [32], pro{lo je mnogo godina. Od
1973. do 1982. u pasa je ustanovljeno 30 nalaza leptospi-
roze uzrokovane serovarom Icterohaemorrhagiae [49], a
bio je i jedan nalaz leptospiroze psa uzrokovan serovarom
Pomona [50]. Identifikacija izolata [VR]O 62/96 doka-
zuje prvi put u Republici Hrvatskoj slu~aj leptospiroze pa-
sa uzrokovan leptospirama serovara Copenhageni.

Izolate leptospira izdvojene iz bubrega sitnih glodava-
ca na podru~ju Podravine determinirali smo kao serovar
Canicola (HB-38) i serovar Grippotyphosa (LG-36). Dok
je u slu~aju izolata LG-36 nalaz serovara Grippotyphosa u
ovom istra`ivanju identi~an rezultatu serolo{ke tipizacije
u~injenom prije [1], izolat HB-38 determinirali smo kao
serovar Canicola, prije determiniran kao serovar Ictero-
haemorrhagiae. Zanimljivo je istaknuti da serolo{kom ti-
pizacijom serolo{ke skupine izolata HB-38 nismo uspjeli
ustanoviti serolo{ku skupinu, jer je kona~ni titar protuti-
jela s hiperimunim serumima za serolo{ku skupinu Cani-

cola i Icterohaemorrhagiae bio identi~an i iznosio je
1:3200. Pripadnost izolata HB-38 serolo{koj skupini
Canicola razrije{ena je tek genetskom tipizacijom (slika 4,
tablica 2.). 

Dosad je bilo poznato da u {irokom podru~ju Podravi-
ne [1, 14] i Posavine [13, 19] u sitnih glodavaca uglavnom
dominiraju serovari Sejroe, Grippotyphosa i Pomona, prem-
da se u manjem broju pojavljuju i drugi serovarovi lepto-
spira kao Istrica, Lora, Tsaratsovo, Jalna, Bratislava i
Saxkoebing [13, 14, 19].

Izolat HB-38 prva je leptospira izdvojena iz sitnih glo-
davaca u Republici Hrvatskoj odre|ena kao serovar Cani-
cola i to je nova spoznaja o klicono{tvu leptospira u sitnih
glodavaca u nas. Identifikacija izolata LG-36 kao serovar
Grippotyphosa potvr|uje dosada{nju spoznaju o vezi polj-
ske voluharice (Microtus arvalis) i serovara Grippotypho-
sa [13, 14].

Da bi se pro{irile spoznaje o me|usobnom odnosu sit-
nih glodavaca, ljudi i `ivotinja u – epizoo-epidemiolo{-
kom lancu leptospiroza, smatramo da je u Republici Hr-
vatskoj i dalje potrebno istra`ivati ulogu sitnih glodavaca
kao rezervoara leptospira, osobito na razini molekularne
epizootiologije.

Merien i sur. [31] su prvi put, a ne{to poslije i Postic i
sur. [26], uputili na zna~aj po~etnih 330 bp (pozicija 46-
-375 kod Echerichia coli) 16S rDNK gena leptospira kao
osnove za usporedbu razli~itih izolata leptospira. Naime,
ustanovljeno je da je 16S rDNK gen u leptospira izuzetno
konzerviran, a da je vi{e od 50 % raznolikih pozicija ~ita-
voga gena 16S smje{teno u po~etnih 330 bp [26].

U ovom istra`ivanju potvrdili smo da analiza odsje~a-
ka dobivenih restrikcijom s MnlI omogu}uje identifikaciju
genomske vrste L. interrogans sensu stricto u koju pripada
ve}ina patogenih sojeva u Republici Hrvatskoj (slika 2), a
u slu~ajevima kada je potrebno razlikovati genomske vrste
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specifi~nost koja mo`e biti posljedica heterospecifi~nosti
referentnih hiperimunih seruma [38], a i prvotna serolo{ka
analiza ra|ena je s tada dostupnim, manjim brojem hiper-
imunih seruma.

Rezultati dobiveni elektroforezom u pulsiraju}em po-
lju (ustanovljeni serovari) u potpunosti su (100 %) u su-
glasju s rezultatima dobivenim serolo{kom determinaci-
jom serolo{kih skupina s 23 hiperimuna seruma, tj. usta-
novljeni serovari odgovaraju pojedinoj serolo{koj skupini
leptospira. To uvijek ne mora biti tako. Od 228 izolata lep-
tospira izdvojenih na podru~ju Portugala i Azorskih otoka
149 ih je tipizirano serolo{kom metodom monoklonskih
protutijela, a 71 gel elektroforezom u pulsiraju}em polju,
45 metodom MRSP i 32 izolata metodom AP-PCR te je
utvr|ena podudarnost rezultata dobivenih serolo{kom ti-
pizacijom s monoklonskim protutijelima i genetskom me-
todom PFGE od 64 % [25].

Leptospire izdvojene iz bubrega ma~aka; ^EMINAC
M-1 (serovar Bataviae), VARDARAC M-5 (serovar
Pomona), N-BOLMAN M-5 (serovar Pomona) i M-1303
(serovar Lora) zaslu`uju poseban osvrt, jer ~ine najve}u
zbirku izolata iz ma~aka dosad objavljenu u Europi. U ma-
~aka inficiranim leptospirama opisani su blagi klini~ki
simptomi [39, 40] a dosad je izdvojen malen broj izolata
leptospira iz bubrega ma~aka [39, 40, 41, 42, 43, 44], pa su
i spoznaje o njima oskudne. Molekularna identifikacija
leptospira izdvojenih iz bubrega ma~aka nije dosad u~inje-
na.

Prema dosad objavljenim podacima ma~ka se ne sma-
tra ̀ ivotinjom koja ima osobit zna~aj u epidemio-epizooti-

olo{kom lancu leptospira, zbog svoje evolucijske adapta-
cije na leptospire koja je posljedica na~ina hranidbe
(uglavnom sitni glodavci, glavni rezervoari leptospira).
Dosad je u prirodno inficiranih ma~aka ustanovljeno kli-
cono{tvo leptospira do 64 dana [40], a u eksperimentalno
inficirane ma~ke sa serovarom Pomona do 80 dana [44].
Ostaje otvoreno pitanje mogu li u slu~ajevima nekih kro-
ni~nih infekcija, kao {to su infekcije virusom leukemije
ma~aka (FeLV) te virusom imunodeficijencije ma~aka
(FIV), ili pak u slu~ajevima kroni~nih bolesti bubrega dru-
ge etiologije, ma~ke ostati klicono{e leptospira du`e vri-
jeme.

Od ~etiri izolata leptospira identificiranih molekular-
nim metodama ustanovljeno je tri razli~ita serovara {to
upu}uje na odre|enu heterogenost leptospira u populaciji
ma~aka.

Na podru~ju Baranje u Republici Hrvatskoj, serovar
Bataviae dosad je u `ivotinja izdvojen iz ma~ke [40] i go-
tovo zanemariv je podatak o vrlo maloj seroprevalenciji u
poljskih mi{eva (Apodemus agrarius) [13], a va`no je spo-
menuti da je na podru~ju Vara`dina, Pakraca i Sesvetskog
Kraljevca dosad ustanovljena leptospiroza u ljudi uzroko-
vana serovarom Bataviae [45, 46], a izdvojena su i dva izo-
lata iz krvi ~ovjeka; prvi u Pakracu [45], drugi izolat 1974.
god. na podru~ju  Sesvetskog Kraljevca [neobjavljeno].

Osim serovara Bataviae, ustanovljen je i serovar Po-
mona (dva izolata), dosad u Republici Hrvatskoj ustanov-
ljen u razli~itih doma}ih i divljih `ivotinja i ljudi [1, 40] i
Lora (jedan izolat) dosad ustanovljen samo u `utogrlog
mi{a (Apodemus flavicollis) [19].
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Tablica 2. Zbirni prikaz rezultata identifikacije pretra`ivanih izolata leptospira dobivenih serolo{kom (MAT) i genetskom tipizacijom
(RFLP i PFGE).

Table 2. Results of serologic (MAT) and genetic identification of isolates (RFLP and PFGE).

Izolat / Isolate
Serolo{ka skupina /

Serogroup
Serovar / Serovar

Genomska vrsta / 
Genomic species

[VR]O 62/96 (pas / dog) Icterohaemorrhagiae Copenhageni L. interrogans s. s.

58/96 (pas / dog) Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae L. interrogans s. s.

PAS-493 (pas / dog) Canicola Canicola L. interrogans s. s.

^EMINAC M-1 (ma~ka / cat) Bataviae Bataviae L. interrogans s. s.

VARDARAC M-5 (ma~ka / cat) Pomona Pomona L. interrogans s. s.

N-BOLMAN M-5 (ma~ka/cat) Pomona Pomona L. interrogans s. s.

M-1303 (ma~ka / cat) Australis Lora L. interrogans s. s.

D-67 (svinja – krma~a / sow) Bataviae Bataviae L. interrogans s. s.

C-502 (svinja – tovljenik / pig – fatling) Pomona Pomona L. interrogans s. s.

HB-38 (ku}ni mi{ / house mouse) Canicola Canicola L. interrogans s. s.

LG-36 (poljska voluharica / field vole) Grippotyphosa Grippotyphosa L. interrogans s. s.

R-25/75 (zec / hare) Pomona Pomona Kennewicki L. interrogans s. s.

TELE II (tele / calf) Pomona Pomona L. interrogans s. s.
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62/96 ima sli~an restrikcijski profil s referentnim serova-
rom Copenhageni (soj M20), izolat 58/96 ima sli~an profil
sa serovarom Icterohaemorrhagiae (soj RGA), izolati ^E-
MINAC M-1 i D-67 sli~ni su serovaru Bataviae (soj
Swart), izolati VARDARAC M-5, N-BOLMAN M-5,
TELE II i C-502 imaju sli~an profil sa serovarom Pomona
(soj Pomona), izolat R-25/75 ima sli~an restrikcijski profil
sa serovarom Pomona Kennewicki (soj LT1026), izolati
PAS-493 i HB-38 imaju sli~an profil sa serovarom Cani-
cola (soj Hond Utrecht GP), izolat M-1303 ima sli~an pro-
fil sa serovarom Lora (soj Lora) i izolat LG-36 ima sli~an
restrikcijski profil sa serovarom Grippothyphosa (soj
Moskva V) (slika 4).

Restrikcijski profili dobiveni restrikcijom s restrikcij-
skim enzimom SgrAI nalazili su se u granicama moleku-
larne mase > 40–550 kb. SgrAI restrikcijski enzim rezulti-
ra puno ve}im brojem odsje~aka ne toliko jasno odijeljenih
zbog malih razlika u molekularnoj masi, {to ote`ava us-
poredbu restrikcijskih profila. Zbirni prikaz rezultata do-
bivenih serolo{kom tipizacijom i genetskom tipizacijom
istra`ivanih sojeva leptospira prikazujemo u tablici 2.

Diskusija

Svih 13 izolata leptospira kori{tenih u ovom istra`iva-
nju potje~e iz podru~ja uz rijeku Savu i Dravu od prije poz-

natih kao prirodna ̀ ari{ta leptospiroze, gdje su u stvaranju
tih `ari{ta vrlo va`nu ulogu odigrali specifi~ni klimatski,
edafski i hidrolo{ki ~imbenici pogodni za odr`anje lepto-
spira. 

Ovim istra`ivanjem u potpunosti je u~injena serolo{ka
tipizacija s 23 referentna hiperimuna seruma i izolati lepto-
spira svrstani su u pojedine serolo{ke skupine, a moleku-
larnim metodama; lana~ane reakcije polimerazom sa spe-
cifi~nim po~etnicama za leptospire i amplifikacijom po-
~etnih 330 bp 16S rDNK gena te gel elektroforeze u pulsi-
raju}em polju identificirane su leptospire te je ustanovlje-
na pripadnost odre|enom serovaru.

U slu~aju izolata leptospira koji su ve} bili djelomice
ili potpuno serolo{ki identificirani, dobiveni rezultati
uglavnom su bili u suglasju s rezultatima serolo{ke tipiza-
cije u~injene prije [32, 33, 34, 35, 36, 37] osim u slu~aju
izolata M-1303 (ma~ka) prije odre|en kao serolo{ka sku-
pina Australis, serovar Jalna (sada odre|en kao serolo{ka
skupina Australis, serovar Lora), D-67 (krma~a) prije od-
re|enog kao serolo{ka skupina Tarassovi, serovar Tarasso-
vi (sada odre|en kao serolo{ka skupina Bataviae, serovar
Bataviae) te izolata HB-38 (ku}ni mi{) prije odre|enog
kao serolo{ka skupina Icterohaemorrhagiae, serovar Icte-
rohaemorrhagiae (sada odre|en kao serolo{ka skupina Ca-

nicola, serovar Canicola).  Mogu}i razlog takve razlike u
rezultatima serolo{ke tipizacije je njezina nedovoljna

Slika 4. Gel elektroforeza u 1%-tnom agaroznom gelu restrikcijskih odsje~aka genomske DNK istra`ivanih sojeva leptospira te kon-
trolnih genotipova nakon restrikcije s restrikcijskim enzimom NotI. Kolone 1–9 su kontrolni serovari (genomovari), 1 – sero-
var Copenhageni M20, 2 – serovar Copenhageni Wijnberg, 3 – serovar Icterohaemorrhagiae RGA, 4 – serovar Bataviae Swart,
5 – serovar Pomona Pomona, 6 – serovar Pomona Kennewicki LT1026, 7 – serovar Canicola Hond Utrecht GP, 8 – serovar Lo-
ra Lora, 9 – serovar Grippothyphosa Moskva V. Kolone 10 – 22, 10 – [VR]O 62/96, 11 – 58/96, 12 – ̂ EMINAC M-1, 13 – D-
-67, 14 – VARDARAC M-5, 15 – N-BOLMAN M-5, 16 – R-25/75, 17 – TELE II, 18 – C-502, 19 – PAS-493, 20 – HB-38, 21
– M-1303, 22 – LG-36. L – standard poznate molekularne mase – Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs, UK).

Figure 4.Pulse field gel electrophoresis of NotI restriction fragments of investigated leptospiral isolates and positive controls. Lanes 1–9
control serovars, 1 – serovar Copenhageni M20, 2 – serovar Copenhageni Wijnberg, 3 – serovar Icterohaemorrhagiae RGA, 4
– serovar Bataviae Swart, 5 – serovar Pomona Pomona, 6 – serovar Pomona Kennewicki LT1026, 7 – serovar Canicola Hond
Utrecht GP, 8 – serovar Lora Lora, 9 – serovar Grippothyphosa Moskva V. Lanes 10 – 22, 10 – [VR]O 62/96, 11 – 58/96, 12 –
^EMINAC M-1, 13 – D-67, 14 – VARDARAC M-5, 15 – N-BOLMAN M-5, 16 – R-25/75, 17 – TELE II, 18 – C-502, 19 –
PAS-493, 20 – HB-38, 21 – M-1303, 22 – LG-36. L – Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs, UK).
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Slika 2. Gel elektroforeza na 12%-tnom akrilamidnom gelu odsje~aka po~etnih 330 bp rDNK za gen 16S izolata leptospira nakon re-
strikcije s MnlI. Kolone 1–15, 1 – pozitivna kontrola L. kirshneri, 2 – pozitivna kontrola L. interrogans sensu stricto, 3 – [VR-
]O 62/96, 4 – 58/96, 5 – ̂ EMINAC M-1, 6 – D-67, 7 – VARDARAC M-5, 8 – N-BOLMAN M-5, 9 – R-25/75, 10 – TELE II,
11 – C-502, 12 – PAS-493, 13 – HB-38, 14 – M-1303, 15 – LG-36.

Figure 2.Gel electrophoresis on 12 % polyacrylamide gel after restriction of PCR amplified first 330 bp leptospira1 16S rDNA by MnlI.
Lanes 1–15, 1– positive control L. kirschneri, 2 – positive control L. interrogans sensu stricto, 3 – [VR]O 62/96, 4 – 58/96, 5
– ̂ EMINAC M-1, 6 – D-67, 7 – VARDARAC M-5, 8 – N-BOLMAN M-5, 9 – R-25/75, 10 – TELE II, 11 – C-502, 12 – PAS-
-493, 13 – HB-38, 14 – M-1303, 15 – LG-36.

Slika 3. Gel elektroforeza na 12%-tnom akrilamidnom gelu odsje~aka po~etnih 330 bp rDNK  za gen 16S sojeva leptospira nakon re-
strikcije s DdeI. Kolone 1–15, 1 – pozitivna kontrola L. kirschneri, 2 – pozitivna kontrola L. interrogans sensu stricto, 3 – [VR-
]O 62/96, 4 – 58/96, 5 – ̂ EMINAC M-1, 6 – D-67, 7 – VARDARAC M-5, 8 – N-BOLMAN M-5, 9 – R-25/75, 10 – TELE II,
11 – C-502, 12 – PAS-493, 13 – HB-38, 14 – M-1303, 15 – LG-36. Vrpce manje od 40 bp su zbog lo{ije kvalitete gela te`e
uo~ljive.

Figure 3.Electrophoresis on 12 % polyacrylamide gel after restriction of PCR amplified first 330 bp leptospira1 16S rDNA by DdeI.
Lanes 1–15, 1 – positive control L. kirschneri, 2 – positive control L. interrogans sensu stricto, 3 – [VR]O 62/96, 4 – 58/96, 5
– ̂ EMINAC M-1, 6 – D-67, 7 – VARDARAC M-5, 8 – N-BOLMAN M-5, 9 – R-25/75, 10 – TELE II, 11 – C-502, 12 – PAS-
-493, 13 – HB-38, 14 – M-1303, 15 – LG-36. Bands smaller than 40 bp are not visible due to low gel quality.



176

N. TURK, et.al. Identificiranje i tipiziranje Leptospira spp. primjenom metode raznolikosti...

Infektolo{ki glasnik 28:4, 173–182 (2008) 

Tablica 1. Restrikcijski odsje~ci dobiveni mikrorestrikcijom
po~etnih 330 bp 16S rDNK gena genomskih vrsti L.

interrogans sensu stricto i L. kirschneri s restrikcij-
skim enzimima MnlI i DdeI . Brojevi u tablici pred-
stavljaju parove baza (bp).

Table 1. Restriction fragments gained by microrestriction of
first 330 bp 16S rDNA of the genomic species L. in-

terrogans sensu stricto and L. kirschneri with en-
donucleases MnlI and DdeI. Numbers in table repre-
sent number of base pairs (bp).

Razlika u molekularnim masama dobivenih DNK odsje~a-
ka vidljiva je i iz tablice 1.

Ekstrakcija DNK, enzimska restrikcija s restrikcijskim

enzimima NotI i SgrAI i identifikacija serovara

primjenom gel elektroforeze u pulsiraju}em polju

Ekstrakciju DNK na~inili smo prema standardnom
protokolu [31], a agarozne DNK blokove smo do uporabe
pohranili u 0,5 M EDTA pri 4 °C. DNK plakove podvrg-
nuli smo restrikciji s restrikcijskim enzimima NotI i SgrAI
prema uputi proizvo|a~a, a zatim smo dio bloka (1–2 mm)
uklopili u 1% agarozni gel. PFGE migraciju izveli smo u
aparatu DRII (Bio–Rad Laboratories, Richmond, CAL,
USA). Razdvajanje DNK odsje~aka postigli smo primje-
nom ritma elektri~nog pulsa: od 5 do 70 s kroz 24 h i 200 V
te pri temp. od 14 °C. Veli~inu DNK vrpci na gelu odredili
smo usporedbom s molekularnim markerom –  Concatem-
erized λ bacteriophage genome, size range 50 – 1000 kb
(Lambda Ladder PFG Marker, Biolabs, Beverly, MA,
USA). Gelove smo fotografirali pod UV iluminacijom na-
kon bojenja s etidijevim bromidom. Dobivene vrpce na ge-
lu analizirali smo vizualno. Izolate i referentne sojeve s
identi~nim restrikcijskim profilom dobivenih s dvaju ra-
zli~itih restrikcijskih enzima smatrali smo istim serova-
rom leptospira. Kao dopunu i potvrdu rezultata dobivenih
s NotI, a osobito za izolat M-1303 serovar Lora, proveli
smo i makrorestrikciju s restrikcijskim enzimom SgrAI.
Naime, poznato je da se samo na temelju restrikcije s NotI
ne mogu sa sigurno{}u razlu~iti profili serovara serolo{ke
skupine Australis [23, 24].

Rezultati

Identifikacija serolo{ke skupine metodom mikroskopske

aglutinacije

Mikroskopskom aglutinacijom s 23 hiperimuna seru-
ma serolo{kih skupina ustanovili smo da pet sojeva pripa-

da serolo{koj skupini Pomona, po dva soja serolo{koj sku-
pini Bataviae, Canicola i Icterohaemorrhagiae i po jedan
soj serolo{koj skupini Australis i Grippotyphosa. Najni`i
kona~ni titar protutijela bio je 1:3200, i to kod ~etiri izola-
ta serolo{kih skupina Bataviae, Canicola, Icterohaemor-

rhagiae i Pomona. Najve}i kona~ni titar protutijela
1:12800 dobiven je kod dva izolata serolo{kih skupina
Bataviae i Icterohaemorrhagiae, a u ve}ine istra`ivanih
izolata (sedam) ustanovljen je kona~ni titar protutijela
1:6400, i to za serolo{ke skupine Australis, Canicola,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae i Pomona.

Umna`anje po~etnih 330 bp gena 16S rDNK metodom

lan~ane reakcije polimerazom

Lan~anom reakcijom polimerazom sa specifi~nim po-
~etnicama za leptospirin 16S rDNK gen, LEPTO A i LEP-
TO B, umno`ili smo po~etnih 330 bp 16S rDNK iz svakog
od ispitivanih sojeva i na osnovi prisutnosti vrpci na gelu te
usporedbom s pozitivnom kontrolom potvrdili da se radi o
DNK leptospira.

Raznolikost du`ine restrikcijskih fragmenata dobivenih

mikrorestrikcijom s restrikcijskim enzimima MnlI i DdeI

Svi istra`ivani sojevi (slika 2, kolone 3–15) pokazuju
isti restrikcijski profil, a tako|er i referentni kontrolni soje-
vi L. kirschneri i L. interrogans sensu stricto (slika 2,
kolone 1 i 2). Vidljivo je da se u restrikcijskim profilima
dobivenih restrikcijom s MnlI ne uo~ava razlika izme|u
genomskih vrsti L. kirschneri (slika 2, kolona 1) i L. inter-

rogans sensu stricto (slika 2, kolona 2).

Na osnovi ustanovljenih serolo{kih skupina i MnlI re-
strikcijskih profila jasno je da 12 istra`ivanih sojeva (slika
2, kolone 3–14) pripada genomskoj vrsti L. interrogans

sensu stricto. Dvojben je bio jedino istra`ivani soj LG-36
(slika 2, kolona 15) odre|en kao serolo{ka skupina Grip-

potyphosa. Naime, od prije je poznato da serovar Grippo-

typhosa serolo{ke skupine Grippotyphosa mo`e do}i u 
dvjema genomskim vrstama, kao genomska vrsta L. inter-

rogans sensu stricto i kao genomska vrsta L. kirschneri [6].
Mikrorestrikcijom s restrikcijskim enzimom DdeI usta-
novili smo razliku izme|u tih dviju genomskih vrsta. Na
slici 3 jasno se vidi razli~iti restrikcijski profil genomske
vrste L. kirschneri (kolona 1) i L. interrogans sensu stricto
(kolona 2). Zaklju~no, rezultati dobiveni mikrorestrikcij-
skom analizom pokazuju da svi istra`ivani sojevi leptospi-
ra pripadaju genomskoj vrsti L. interrogans sensu stricto.

Enzimska restrikcija s restrikcijskim enzimima NotI i

SgrAI i identifikacija serovara primjenom gel

elektroforeze u pulsiraju}em polju

Restrikcijski profili dobiveni restrikcijom s restrikcij-
skim enzimom NotI nalazili su se u granicama molekular-
ne mase od pribli`no > 40–970 kb (slika 4). Izolat [VR]O

Genomska vrsta /
Genomic species MnlI DdeI

L. interrogans sensu
stricto

L. kirschneri

110, 100, 50, 50

110, 100, 50, 50

155, 60, 40, 34, 27

200, 60, 40, 20
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strikcijskih fragmenata gena za 16S rDNK (PCR – RFLP)
i serovar primjenom metode gel elektroforeze u pulsira-
ju}em polju (PFGE).

Pretra`ili smo sljede}e izolate leptospira: ~etiri izdvo-
jena iz bubrega ma~aka, ^EMINAC M-1, VARDARAC
M-5, N-BOLMAN M-5 i M-1303, tri iz krvi ili bubrega
pasa, [VR]O 62/96, 58/96 i PAS-493, dva iz bubrega sit-
nih glodavaca, HB-38 iz bubrega ku}nog mi{a (Mus mus-

culus) i LG-36 iz bubrega poljske voluharice (Microtus ar-

valis), dva iz bubrega svinja D-67 i C-502 i po jedan iz
bubrega teleta, TELE II i zeca (Lepus europaeus), R-
-25/75. Sojevi ^EMINAC M-1, VARDARAC M-5 i M-
1303, te sojevi D-67 i C-502  izdvojeni su u Baranji, sojevi
[VR]O 62/96, 58/96 i PAS-493 te soj N-BOLMAN M-5
izdvojeni su s podru~ja grada Zagreba ili njegove okolice,
soj TELE II izdvojen je u okolici Velike Gorice, sojevi HB-
-38 i LG-36 izdvojeni su u okolici Koprivnice, a soj R-
-25/75 je s podru~ja \ur|enovca kod Osijeka (slika 1).

Ve}ina referentnih sojeva leptospira koji su kori{teni u
istra`ivanju su iz Collection of the WHO Collaboration
Centre for Leptospires, Institut Pasteur, Paris, France.
Ostali su iz zbirki pohranjenih u Koninklijk Institut voor
de Tropen (KIT), Amsterdam, The Netherlands, Univer-
sity of West Virginia, USA (UWV) i Center for Disease
Control, Atlanta, USA (CDC). Svi istra`ivani sojevi uzgo-
jeni su na 5 mL Korthofove teku}e hranidbene podloge
[10] i EMJH teku}e hranidbene podloge [29, 30] pri 30 °C
dok nije postignuta gusto}a rasta (4+ ili oko 2×108 bakteri-
ja mL–1) prikladna za mikroskopsku aglutinaciju s 23 hipe-
rimuna seruma (serolo{ke skupine) u svrhu odre|ivanja
serolo{ke skupine [18]. Hiperimuni serumi koji su kori{te-

Slika 1. U karti Republike Hrvatske zvjezdicama su ozna~ena
mjesta odakle su izdvojeni pojedini sojevi leptospira

Figure 1.Map of the Republic of Croatia with stars showing
places where the strains of leptospires were isolated

ni u istra`ivanju su iz Collection of the WHO Collaborat-
ion Centre for Leptospires, Institut Pasteur, Paris, France.

Mikroskopsku aglutinaciju izveli smo u mikrotitracij-
skoj plo~i s ravnim dnom (Dynatech laboratories, Inc.,
USA) mje{anjem po 50 μL bakterijske kulture i 50 μL se-
rijskih razrje|enja hiperimunih referentnih seruma u dup-
likatima. Hiperimune serume smo razrijedili s fiziolo{kom
otopinom u razrje|enja od 100 do 12 800. Nakon inkubaci-
je od 2 h pri sobnoj temperaturi, o~itali smo aglutinaciju
pod mikroskopom s tamnim vidnim poljem (System Mic-
roscope, Olympus BX41). Smatrali smo da ispituju}i soj
leptospira pripada odre|enoj serolo{koj skupini ako je
aglutinacija s odgovaraju}im hiperimunim serumom za tu
serolo{ku skupinu bila prisutna jo{ u razrje|enju 400 ili
ve}em.

Priprema termolizata leptospira i umna`anje po~etnih

330 bp gena 16S rDNK metodom lan~ane reakcije

polimerazom

Po 2 mL bakterijske kulture centrifugirali smo u
Eppendorf epruvetama pri 12000 okr./10 min. Talog smo
resuspendirali s fosfatnim puferom (engl. Phosphate

Buffer Saline – PBS) i nakon centrifugiranja i odvajanja
nadtaloga ponovo ga resuspendirali sa 100 μL redestili-
rane vode i kuhali u termobloku pri 100 °C tijekom 10 min.
Dobivene termolizate pohranili smo do uporabe u zamrzi-
va~u pri – 20 °C.

Po~etnih 330 bp rDNK gena 16S dobili smo inkubaci-
jom po 5 μL termolizata s mje{avinom reagensa i Taq-po-
limeraze (QBIOGENE, Montreal, Canada) s po~etnicama
LEPTOA (5′-GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3′) i
LEPTOB (5′-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3′) (EU-
ROGENTEC, Seraing, Belgija) [31] u aparatu PTC – 100
Programmable Thermal Controller Peltier-Effect Cycling
(MJ RESEARCH, INC. Watertown, MA, USA) pri tem-
peraturi hibridizacije 60 °C. Prisutnost amplifikacijskih
proizvoda provjerili smo elektroforezom u 1%-tnom aga-
raznom gelu.

Raznolikost du`ine restrikcijskih fragmenata dobivenih

mikrorestrikcijom s restrikcijskim enzimima MnlI i DdeI

Restrikcijske enzime MnlI i DdeI odabrali smo kao naj-
pogodnije prema literaturnim podacima objavljenim rani-
je [21, 22]. Po 10 μL mje{avine restrikcijskog enzima MnlI
i pripadaju}eg pufera i po 20 μL PCR-proizvoda inkubirali
smo u vodenoj kupelji tijekom 2 h i 30 min. pri temp. od 37
°C. Isti postupak u~inili smo i kod primjene restrikcijskog
enzima DdeI. Restrikcijske proizvode provjerili smo ver-
tikalnom elektroforezom na 12 %-tnom akrilamidnom ge-
lu, debljine 1,5 mm. Nakon bojenja s etidijevim bromidom
snimili smo fotografije gela pod UV-iluminacijom. Dobi-
vene vrpce na gelu vizualno smo analizirali usporedbom s
kontrolama i odredili genomsku vrstu istra`ivanih izolata.
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jiti i identificirati uzro~nika. Razne serolo{ko-tipizacijske
i molekularne metode primjenjuju se radi identifikacije i
analize leptospira. U proteklim godinama u Hrvatskoj, no-
vo izdvojeni sojevi leptospira, bili su identificirani i klasi-
ficirani na temelju njihovih antigenih obilje`ja primjenom
konvencionalnih serotipizacijskih metoda – mikroskopske
aglutinacije (MAT) [17] i tzv. kri`nog aglutinacijskog tes-
ta zasi}enja s kuni}jim hiperimunim serumima (engl.
cross-agglutinin absorption test – CAAT) [18]. Serotipiza-
cijske metode temelje se na subjektivnoj procjeni i pone-
kad ih je te{ko interpretirati. Zato se, u novije vrijeme,
serotipizacijske metode dopunjuju genetskim metodama
koje su omogu}ile uvid u genetsku raznolikost izolata lep-
tospira, a time su i evoluirala znanja iz taksonomije i filo-
genije. Dosad je u Hrvatskoj u~injeno po~etno istra`ivanje
leptospira primjenom gel elektroforeze u pulsiraju}em
polju (engl. Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE) i
analize sekvenci gena za 16S rDNK  te je identificirana i
analizirana skupina izolata leptospira izdvojenih iz sitnih
glodavaca [19].

Raznolikost du`ine restrikcijskih fragmenata rDNK
gena (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphysm –
RFLP) [20, 21, 22] primjenjuje se radi identifikacije ge-
nomske vrste leptospira ili za epidemiolo{ko tipiziranje.

Gel elektroforeza u pulsiraju}em polju (PFGE) velikih
DNK odsje~aka dobivenih restrikcijom DNK genoma
uporabom razli~itih endonukleaza predstavlja objektivnu i
brzu molekularnu metodu koja se primjenjuje u identi-
fikaciji serovara leptospira [23, 24]. PFGE je posljednjih
godina vrlo primjenjivana metoda u identifikaciji izolata
na razini serovara unutar razli~itih serolo{kih skupina i
genomskih vrsta leptospira [25, 26, 27, 28]. U ovom radu
prikazujemo identificiranje i analizu 13 izolata leptospira
izdvojenih iz razli~itih vrsta doma}ih i divljih `ivotinja u
Republici Hrvatskoj koji se nalaze u zbirci Laboratorija za
leptospire, Veterinarskog fakulteta Sveu~ili{ta u Zagrebu
primjenom molekularnih metoda; raznolikosti du`ine re-
strikcijskih fragmenata gena za 16S rDNK  (PCR – RFLP)
i gel elektroforeze u pulsiraju}em polju (PFGE).

Materijal i metode

Sojevi leptospira kori{teni u istra`ivanju, njihov uzgoj i

identifikacija serolo{ke skupine

Ukupno 13 izolata bakterije roda Leptospira izdvoje-
nih iz doma}ih i divljih ̀ ivotinja iz raznih geografskih po-
dru~ja kontinentalnog dijela Republike Hrvatske, uglav-
nom u nizinama rijeke Save i Drave,  koji se nalaze pohra-
njeni u zbirci Laboratorija za leptospire, Veterinarskog fa-
kulteta Sveu~ili{ta u Zagrebu identificirali smo najprije
serolo{ki primjenom mikroskopske aglutinacije do razine
serolo{ke skupine, a zatim smo molekularno ustanovili
genomsku vrstu primjenom metode raznolikosti du`ine re-

Uvod

Leptospiroza je akutna septikemijska zarazna bolest
razli~itih vrsta doma}ih i divljih `ivotinja i ~ovjeka, koja
se ve}inom javlja enzootski ili endemski, a iznimno i u ob-
liku zatvorenih epizootija ili epidemija. U `ivotinja se kli-
ni~ki o~ituje `uticom, ponekad hemoglobinurijom, a u
goveda i svinje poba~ajima [1]. U ljudi postoji {iroki spek-
tar klini~ke pojavnosti u razmjeru od subklini~kih infekci-
ja, infekcije razli~itih organa do te{kih ikteri~nih sindroma
s prestankom funkcije bubrega i visokom smrtno{}u [2].

Uzro~nici bolesti su patogene bakterije unutar roda
Leptospira. Leptospire su imunolo{ki i genetski heteroge-
ni mikrobi spiralna oblika koji do sada ~ine vi{e od 250 se-
rovara, organiziranih unutar 28 serolo{kih skupina [3] i
nekoliko genomskih vrsta [4, 5, 6, 7].

Leptospiroza je u Hrvatskoj prvi put ustanovljena u
`ivotinja i to u psa 1926. god. [8], a zatim i u ljudi 1935.
god. [9]. Izvori zaraze su razli~ite vrste doma}ih i divljih
`ivotinja bolesne od leptospiroze koje u okoli{ izlu~uju
leptospire urinom (leptospirurija) tijekom bolesti, u rekon-
valescenciji i jo{ znatno vrijeme nakon ozdravljenja (kli-
cono{tvo) [1]. Veliku ulogu u odr`avanju zaraze na nekom
podru~ju imaju glodavci ({takori, mi{evi, voluharice) koji
bez simptoma nose patogene leptospire, izlu~uju ih uri-
nom, ~ine}i prirodna `ari{ta leptospiroze i osnovni su
nositelji ili rezervoari leptospira. Za svaki serovar lepto-
spira postoji osnovni `ivotinjski rezervoar premda on ne
mora posvuda po svijetu biti isti. Visoki stupanj me|usob-
ne adaptacije razvili su {takor (Rattus norvegicus) i sero-
var Icterohaemorrhagiae, poljska voluharica (Microtus ar-

valis) i serovar Grippotyphosa, poljski mi{ (Apodemus

agrarius) i serovar Pomona, ̀ utogrli mi{ (Apodemus flavi-

collis) i serovar Saxkoebing itd. [1].

Leptospiroza se na `ivotinju i ~ovjeka prenosi izrav-
nim ili neizravnim kontaktom s urinom zara`ene ̀ ivotinje.
Interhumani prijenos, je kao i kod ve}ine zoonoza u pravi-
lu rijedak. Ulazna vrata leptospira su preko o{te}ene ko`e
(abrazije), ali i kroz neo{te}ene sluznice ili pak o~ne spoj-
nice. Za epizootiologiju i epidemiologiju su od velike va`-
nosti dugo trajanje klicono{tva te mogu}nost pre`ivljava-
nja leptospira u vanjskoj sredini [10].

Leptospire i leptospiroza se u Hrvatskoj sustavno is-
tra`uju ve} vi{e od pedeset godina i u humanoj i u veteri-
narskoj medicini {to je rezultiralo brojnim publikacijama
od koji je ve}ina sa`eta u monografiji: Leptospiroze, 30-
-godi{nje istra`ivanje i izu~avanje u SR Hrvatskoj [1].
Unato~ propisanim mjerama sprje~avanja i iskorjenjiva-
nja, bolest se i dalje pojavljuje u Hrvatskoj [11, 12] pogla-
vito u dolinama rijeka Save i Drave [13, 14] i drugim geo-
epizootiolo{kim podru~jima pogodnim za odr`anje uzro~-
nika [15, 16].

Da bi se u potpunosti spoznao epidemio-epizootiolo{ki
lanac leptospiroze na nekom podru~ju, potrebno je izdvo-
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Znanstveni rad

Ukupno 13 izolata bakterije roda Leptospira izdvojenih iz doma}ih i divljih `i-
votinja iz kontinentalnog dijela Republike Hrvatske identificirano je najprije se-
rolo{ki metodom mikroskopske aglutinacije (MAT), a zatim genetski uporabom
molekularnih metoda; raznolikosti du`ine restrikcijskih fragmenata rDNK za
gen 16S (RFLP) te gel elektroforeze u pulsiraju}em polju (PFGE). Mikroskop-
skom aglutinacijom s 23 hiperimuna seruma serolo{kih skupina ustanovljeno je
da pet izolata pripada serolo{koj skupini Pomona, po dva izolata serolo{koj sku-
pini Bataviae, Canicola i Icterohaemorrhagiae i po jedan serolo{koj skupini
Australis i Grippotyphosa. Umna`anjem po~etnih 330 bp rDNK za gen 16S
analiziranih izolata leptospira i mikrorestrikcije umno`enih fragmenata DNK s
restrikcijskim enzimima MnlI i DdeI ustanovljeno je da svi izolati pripadaju ge-
nomskoj vrsti L. interrogans sensu stricto. Makrorestrikcijom ~itave genomske
DNK pretra`ivanih izolata leptospira s restrikcijskim enzimima NotI i SgrAI i
gel elektroforezom u pulsiraju}em polju ustanovljeno je osam razli~itih serova-
ra: Copenhageni (1), Icterohaemorrhagiae (1), Bataviae (2), Pomona (4), Pomo-
na Kennewicki (1), Canicola (2), Lora (1) i Grippotyphosa (1). Budu}i smo od
13 izolata leptospira na osnovi analize razlika u restrikcijskim profilima usta-
novili osam razli~itih serovara, smatramo kako u Republici Hrvatskoj, osobito u
nizinama Save i Drave postoji velika genetska raznolikost leptospira unutar
jedne genomske vrste, Leptospira interrogans sensu stricto.

Identification and Typing of Leptospira spp. by Restriction Fragment

Length Polymorphism (RFLP) of 16S Gene rDNA and Pulsed-field Gel

Electrophoresis (PFGE)

Scientific paper

A total of 13 Leptospira spp. strains isolated from domestic and wild mammals
in different regions of inland Croatia were identified and characterized serolog-
ically by microscopic agglutination (MAT) and by modern molecular biology
methods; polymerase chain reaction and restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP) and pulsed field gel electrophoresis (PFGE). After the first
typing according to serogroup affinities the isolates appeared to belong to
serogroups Pomona (five isolates), Bataviae (two isolates), Canicola (two iso-
lates), Icterohaemorrhagiae (two isolates), Australis (one isolate) and Grippo-

typhosa (one isolate). RFLP were examined in PCR products from first 330 bp
long portion of rrs (16S rDNA gene) digested with endonucleases MnlI and
DdeI revealed that all strains belonged to Leptospira interrogans sensu stricto
genomic species. Intact genomic DNAfrom 13 leptospiral isolates was digested
with NotI and SgrAI restriction enzymes and analyzed by PFGE. The results
showed eight different serovars: Copenhageni (1), Icterohaemorrhagiae (1),
Bataviae (2), Pomona (4), Pomona Kennewicki (1), Canicola (2), Lora (1) and
Grippotyphosa (1). By revealing the degress of relatedness among 13 leptospi-
ral restriction fingerprints in Croatia we demonstrated the existence of great ge-
netic diversity within one genomic species, Leptospira interrogans sensu stric-
to especially in the Sava and Drava river valleys.
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