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IZVLEČEK 

Ključne besede: bolezni psov; okužbe z mikoplazmo – diagnostika – izolacija in čiščenje; moške 

urogenitalne bolezni – veterinarske; ženske urogenitalne bolezni – veterinarske; metagenomika; 

serološki testi; kemične analize krvi; verižna reakcija s polimerazo; psi 

 

Namen doktorske naloge je bil razjasniti pomembnost okužbe z M. canis pri psih v patogenezi 

obolenj sečil in spolovil in z njimi povezanih plodnostnih motenj. V klinično študijo smo vključili 

52 psov, od tega 7 psov z znaki obolenj sečil in spolovil, 14 psov s kliničnimi znaki plodnostnih 

motenj in 31 psov brez kliničnih znakov okužbe.  

Povzročitelja smo dokazovali s pomočjo PCR (angl. polymerase chain reaction) metode v 

vaginalnih in prepucialnih brisih psov. Analizo sestave celotne bakterijske raznovrstnosti v vzorcih 

brisov smo nadgradili z metagenomskim pristopom. Prisotnost specifičnih protiteles smo 

ugotavljali z metodo DIBA (angl. dot immunobinding assay) in rezultate potrdili z metodo po 

Westernu. Pri pacientih smo poleg kliničnih znakov bolezni ugotavljali odstopanja v hematoloških 

in izbranih biokemijskih parametrih v krvi, odstopanja v analizi urina ter specifičnih parametrih 

analize plodnostnih motenj in skupine medsebojno primerjali. 

Z metodo PCR smo M. canis dokazali pri 3/7 (43 %) pacientov z obolenji sečil in spolovil, pri 6/14 

(43 %) pacientih s plodnostnimi motnjami in pri značilno nižjem deležu 6/31 (19 %) zdravih psov 

iz kontrolne skupine. Z metagenomsko analizo bakterijske sestave med skupinami nismo ugotovili 

značilnih razlik. 

Prisotnost specifičnih protiteles na vsaj 1 od 5 izbranih sevov smo z metodo DIBA ugotovili pri 

54/55 (98 %) vseh vzorcev. Pri vseh pacientih, razen pri 2 iz kontrolne skupine, smo zabeležili 

reakcijo na sev M. canis Larissa. Specifičnost reakcije smo potrdili z metodo po Westernu. 

Rezultati doktorske naloge so nam v pomoč pri izboru ustreznih diagnostičnih metod, planu 

zdravljenja in spremljanju odgovora nanj pri pacientih s ponavljajočimi se vnetnimi obolenji sečil 

in spolovil ali plodnostnimi motnjami. Serološki presejalni testi so smiselni, vsaj pri pacientih s 

plodnostnimi motnjami. Za dokaz okužbe pa je najprimernejša uporaba specifčne metode PCR za 

dokazovanje M. canis.  
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ABSTRACT 

Key words: dog diseases; mycoplasma infections – diagnosis – isolation and purification; male 

urogenital diseases – veterinary; female urogenital diseases – veterinary; metagenomics; serologic 

tests; blood chemical analysis; Polymerase chain reaction; dogs 

 

The aim of this dissertation was to investigate the role of M. canis infection in dogs with urogenital 

diseases and with fertility problems. The clinical study included 52 dogs; 7 dogs with urogenital 

disease symptoms, 14 dogs with fertility problems, and 31 healthy dogs. 

The pathogen was detected by PCR (polymerase chain reaction) method on vaginal and preputial 

swabs. Swab samples were analysed to determine the full bacterial spectrum, and these analyses 

were extended by metagenomic analysis. The presence of antibodies was tested by the Dot-

immunobinding assay (DIBA) method, while the results were confirmed by the Western Blot 

method. In addition to clinical signs, we looked for abnormalities in haematological and 

biochemical parameters in blood, urinalysis, and specific parameters of fertility disorders, and 

compared the groups with each other.  

M. canis was detected by PCR method in 3/7 (43 %) patients with urogenital disorders, in 6/14 

(43 %) patients with fertility disorders, and in a statistically significantly lower proportion of 

healthy dogs in the control group (6/31, 19 %). Metagenomic analysis of bacterial composition 

showed no significant differences between the groups. 

The DIBA method showed the presence of specific antibodies against at least one of the five 

selected strains in 54/55 samples (98 %). With all patients, except two from the control group, we 

detected a reaction to the M. canis Larissa strain. The results of the DIBA test were confirmed by 

the Western Blot method.  

The results of the thesis will help us to select appropriate diagnostic methods and treatment plan 

and to monitor the response to treatment in canine patients with chronic urinary tract diseases or 

fertility disorders. The results show that serological screening tests are useful at least for patients 

with fertility disorders. The specific PCR method is the most suitable for the detection of M. canis 

infections.
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1 UVOD 

Bakterije, ki pripadajo rodu Mycoplasma, najdemo v različnih gostiteljih: v človeku, rastlinah in 

živalih. Številne vrste so patogene in povzročajo različna bolezenska stanja, npr. artritis, 

neplodnost, okužbe in vnetja dihal in anemijo. Mikoplazme večinoma naseljujejo sluznice dihal, 

sečil in spolovil, oči, prebavil, mlečne žleze in sklepe vretenčarjev (1).  

V zadnjih 70 letih je bilo pri psih izoliranih 15 različnih vrst mikoplazem ter 2 še nepopolno opisani 

in nepoimenovani mikoplazmi (2). Med mikoplazmami, ki lahko povzročajo obolenja sečil in 

spolovil pri psih, je najpogosteje omenjena bakterija Mycoplasma canis (M. canis) (3). 

Mikoplazme sicer pogosto najdemo tudi v brisih ali izločkih sečil in spolovil zdravih psov, pri 

katerih poročajo o visokih deležih pozitivnih, tako samcev (30–50 %) kot samic (23–75 %) (4). 

Ugotovitve med posameznimi kliničnimi raziskavami se močno razlikujejo. V eni od raziskav so 

iz urina psov s ponavljajočimi se vnetji sečil M. canis izolirali le pri 4/100 (4 %) psov (3), medtem 

ko so v drugi raziskavi, v katero je bilo vključenih le 9 psov z vnetjem različnih delov sečil in 

spolovil, M. canis uspešno izolirali pri vseh 9/9 pacientov iz vzorcev urina, biopta stene sečnega 

mehurja ali moda in nadmodka ter iz ejakulata (5). V raziskavi, v kateri so analizirali prisotnost 

bakterijskih vrst iz semenske tekočine, so pri 95 psih z gojiščno preiskavo izolirali bakterijo 

Mycoplasma spp. v 57,9 odstotka (55/95). Poleg tega so iz vseh vzorcev izolirali tudi različne vrste 

aerobnih bakterijskih vrst v 28,4 odstotka (27/95) in anaerobnih bakterijskih vrst v 13,7 odstotka 

(13/95) (6). Zaradi razlik v rezultatih pri različnih študijah obstaja potreba po standardiziranem in 

zanesljivem rutinskem testu, ki bi omogočil dokazovanje okužbe z M. canis v klinični diagnostiki. 

Ker je okužba z M. canis pogosto latenta in poteka brez očitnih kliničnih znakov, jo v praksi hitro 

spregledamo. Za postavitev zanesljivih diagnostičnih metod in vzpostavitev zdravljenja je 

pomembno dobro poznavanje poteka bolezni. Pri tem so nam lahko v pomoč rezultati tudi umetno 

povzročenih okužb. Laber in sodelavci so izvedli študijo, v kateri so z eksperimentalno okužbo z 

M. canis skozi semenovoda povzročili kronično vnetje mod in nadmodka pri 50 odstotkih psov 

(2/4), zmanjšana gibljivost in število poškodovanih spermijev pa je bila ugotovljena pri vseh 

pacientih (4/4) (7). Tudi neplodnost pri psih je pomemben, a slabo raziskan problem, predvsem pri 

vzrejnih živalih. Najpogostejši vzroki neplodnosti so hormonske nepravilnosti, okužbe in vnetja, 

nevrološke disfunkcije, anatomske nepravilnosti ter tumorska obolenja, vendar še vedno ostaja 
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velik delež (70–74 %) primerov neplodnosti psov nepojasnjen. Pomembna je tudi genetska 

predispozicija (8). Možen vzročni dejavnik neplodnosti je tudi bolezen sečil in spolovil, ki ga 

povzroča M. canis, na kar kažejo izsledki nekaterih kliničnih raziskav. Doig in sodelavci so 

mikoplazme izolirali kar iz 88 odstotkov vulvovaginalnih brisov (67/75), 85 odstotkih prepucialnih 

brisov (51/61) in v 72 odstotkih (18/25) vzorcev semena, pri čemer je bil delež uspešnih izolacij 

nekoliko večji pri neplodnih psih in psih z genitalnimi boleznimi ter značilno večji le pri samcih. 

Pri neplodnih samicah z gnojnim nožničnim izcedkom so izolirali mikoplazme v primerljivem 

deležu (88 %) kot v celotni preiskovani populaciji samic (9). Z naraščanjem števila novih 

diagnostičnih metod in pojavom novih znanj o poteku obolenja, povzročenim z M. canis, in 

njegovem pomenu za zdravje psov, smo en korak bližje temu, da pridobljena znanja ustrezno 

umestimo v rutinsko klinično diagnostiko. 
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1.1 NAMEN 

 

Namen doktorske disertacije je bil:  

⁃ ugotoviti pogostnost prisotnosti M. canis pri psih; 

⁃ ugotoviti njeno vlogo pri razvoju klinično zaznavnih obolenj sečil in spolovil ali celo trajnih 

okvar, ki povzročajo neplodnost; 

⁃ spremljati morebitne zaznavne ultrazvočne spremembe sečil in spolovil; 

⁃ spremljati morebitna zaznavna hematološka in biokemijska odstopanja; 

⁃ ugotovitve uporabiti v klinični praksi z namenom izbire ustrezne diagnostične metode za 

potrditev okužbe in ustrezen protokol zdravljenja ter spremljanja uspešnosti terapije. 

 

1.2 HIPOTEZE 

 

Postavili smo si pet delovnih hipotez. 

1. Psi z obolenji sečil in spolovil, ki imajo sočasno okužbo z M. canis, imajo izrazitejše 

klinične znake primarne bolezni in so slabše odzivni na zdravljenje s priporočenimi 

antibiotiki za tovrstna obolenja. 

2. Okužba z M. canis je lahko vzrok plodnostnih motenj pri psih. 

3. Okužba z M. canis povzroči spremembe v spermiogramu in negativno vpliva na kvaliteto 

tako svežega kot zamrznjenega semena. 

4. M. canis izzove humoralni imunski odziv, ki bi ga bilo mogoče uporabiti v rutinskih 

diagnostičnih postopkih.  

5. Na kroničnost okužbe z M. canis in odzivnost na terapijo vpliva imunski odziv gostitelja. 
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2 PREGLED LITERATURE 

2.1 POVZROČITELJ 

Bakterija Mycoplasma canis spada v razred Mollicutes (lat. mollis 'mehko', cutis 'koža'). So 

najmanjše in najpreprostejše bakterije, ki so prostoživeče in sposobne samopomnoževanja (10). Za 

skupino bakterij, ki jih uvrščamo v razred Mollicutes, uporabljamo splošen izraz »mikoplazme« 

ali »molikuti«. Zavzemajo vse vrste znotraj razreda Mollicutes (11). Skupna morfološka značilnost 

mikoplazem, ki jih razlikuje od drugih bakterij, je odsotnost celične stene. Filogenetska analiza 

gena 16S rRNA predvideva, da mikoplazme izvirajo iz rodu Clostridia zaradi regresivne evolucije 

in zmanjšanja genoma. Mikoplazme so »idealni paraziti«, saj okužba za gostitelja navadno ni 

smrtna, nekatere vrste pa lahko pri ljudeh in živalih povzročijo težja obolenja (12). V naravi so 

mikoplazme razširjene pri ljudeh, sesalcih, plazilcih, ribah, členonožcih in rastlinah (10). Delimo 

jih na hemotropne in nehemotropne vrste (2). 

Mikoplazme iz rodu Mycoplasma, Ureaplasma in Acholeplasma so prisotne kot del normalne 

sluznične flore (13). Prilagodile so se na parazitsko življenje v svojih gostiteljih, kjer se nahajajo 

predvsem na sluznicah dihal, sečil in spolovil (14). V dolžino merijo približno 300–800 nm in 

zlahka prehajajo skozi odprtine v celični membrani, ki so široke 300–450 nm. Po svoji naravi so 

mikoplazme selektivne bakterije, ki za rast potrebujejo holesterol ali ureo (2). Zaradi odsotnosti 

celične stene so odporne proti encimu lizocimu in antibiotikom, ki zavirajo rast celične stene, npr. 

penicilin, cefalosporini, vankomicin in bacitracin (13). 

Živalske mikoplazme izven gostitelja preživijo različno dolgo, odvisno od vrste, vlažnosti in 

temperature okolja (13). Primerjalne študije obstojnosti živalskih mikoplazem v različnih okoljskih 

razmerah so pokazale, da nekatere vrste mikoplazem, suspendirane v tekočem mediju, navadno 

preživijo 59–185 dni pri temperaturah 4, 30 in 37 °C ali na sobni temperaturi ne glede na količino 

dodanih hranil (medij s konjskim serumom in ekstraktom kvasovk ali brez njega). V suhih pogojih 

so najobstojnejše pri 4 °C. Mikoplazmam ustreza nekoliko bolj bazično okolje (pH 7,5) (15). 

Prisotnost organskega materiala (npr. tkivo gostitelja, telesne tekočine) ugodno vpliva na njihovo 

preživetje in razmnoževanje (13). Zaradi omejene presnovne sposobnosti, ki je posledica njihovega 

majhnega genoma, in dejstva, da nimajo celične stene, so zelo zahtevne za gojitev v laboratoriju 

(16). 
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Prvi dokumentiran zapis o pojavu mikoplazem pri psih sega v leto 1934 (17). Čeprav Chalker in 

sodelavci (2) navajajo, da je bilo v letih od 1965 do 2005 manj kot 50 objav o okužbah z 

mikoplazmami pri psih, so v zadnjih 70 letih (1935–2005) iz različnih vzorcev izolirali 15 različnih 

vrst mikoplazem ter dve še nepopolno opisani in poimenovani mikoplazmi (2) (Tabela 1).  

Tabela 1: Mikoplazme, izolirane pri psih. Prilagojeno po (2). 

Table 1: Mycoplasmas isolated in dogs. Adapted from (2). 

  Vrsta Gostitelj  Potencialni 

povzročitelj bolezni 

Organ, iz katerega so 

bile izolirane 

1 Acholeplasma laidlawii različni   srčne zaklopke, osrčnik 

2 Mycoplasma arginini pes, mačka, 

koza, ovca 

  ledvica 

3 Mycoplasma bovigenitalium govedo, pes  pljučnica očesna veznica 

4 Mycoplasma canis govedo, pes, 

človek 

 endometritis, 

epididimitis, pljučnice, 

vnetje sečil 

konjunktiva, ledvica, 

jetra, bezgavke, vranica 

5 Mycoplasma cynos pes  pljučnica očesna veznica, nosna 

votlina 

6 Mycoplasma edwardii pes  pljučnica nosna votlina, bezgavke 

7 Mycoplasma felimiutum pes, mačka  pljučnica  

8 Mycoplasma felis pes, konj, 

mačka, 

človek 

   

9 Mycoplasma gateae pes, mačka  pljučnica  

10 Mycoplasma maculosum pes   nosna votlina 

11 Mycoplasma molare pes    

12 Mycoplasma opalescens pes    

13 Mycoplasma spumans pes  pljučnica, artritis sečni mehur, 

cerebrospinalna 

tekočina, očesna veznica 

14 Mycoplasma sp. sev HRC689 pes  kolitis kolon, bezgavke 

15 Mycoplasma sp. sev VJC 358 pes    

16  Ureaplasma canigenitalium pes      

17 *Mycoplasma. haemocanis     
      

* še ni bila izolirana na gojitvenem mediju 
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Ker imajo mikoplazme izjemno majhen genom (0,58–2,20 Mbp), imajo tudi omejene presnovne 

zmožnosti za razmnoževanje in preživetje (18). Bujon in agar gojišča za gojenje mikoplazem je 

treba obogatiti z več rastnimi dejavniki, vključno s konjskim serumom, izvlečkom kvasa, 

hranilnimi snovmi (glukoza, arginin ali sečnina) ter indikatorji in zaviralci, ki preprečijo rast drugih 

mikroorganizmov (19). Okužbe z mikoplazmami pri psih so po do sedaj znanih podatkih povezane 

s pojavom anemije in obolenji dihal, sečil in spolovil. Ker so mikoplazme prisotne tudi v sečilih in 

spolovilih zdravih psov, je njihova vloga pri razvoju kliničnih in subkliničnih obolenj sečil in 

spolovil pri psih še vedno nepojasnjena (5). 

Bakterija M. canis lahko okuži številne sesalske gostitelje (2, 20). V večini primerov velja za del 

fiziološke flore sluznic (4). Omenjena je kot komenzalni ali oportunistični dejavnik pri razvoju 

bolezni dihal sečil in spolovil psov (2). M. canis lahko povzroča obolenja sečil in pljučnice, 

endometritis, epididimitis, prostatitis, orhitis ter plodnoste motnje (2, 5, 21). Izolirali so jo iz ustne 

votline, sapnika, pljuč, sečil, spolovil, očesne veznice, ledvic, jeter, bezgavk, vranice in iz vzorcev 

možganskega tkiva psov z meningoencefalitisom (2, 20).  

2.2 PATOGENEZA OBOLENJ, KI JIH POVZROČAJO MIKOPLAZME 

O nalezljivosti in patogenezi pasjih mikoplazem je malo znanega (16, 17). Mikoplazme so zaradi 

svoje omejene biosintetske zmožnosti paraziti. V gostitelju se razmnožujejo in praviloma vztrajajo 

v njem zelo dolgo (10). Razvile so različne mehanizme za izogibanje gostiteljevemu imunskemu 

sistemu ter za prenos in kolonizacijo na novega gostitelja (18). Ti mehanizmi vključujejo 

posnemanje gostiteljevih antigenov, preživetje v fagocitnih in nefagocitnih celicah in ustvarjanje 

fenotipske variabilnosti (10). Živalske mikoplazme za uspešno kolonizacijo gostitelja potrebujejo 

zmožnost pričvrstitve, ki je tudi glavni dejavnik njihove virulence (18) (Slika 1). 
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Slika 1: Shematski prikaz dejavnikov virulence pri mikoplazmah  

Dejavniki virulence pri mikoplazmah so invazivnost, toksinom podobne snovi, eksotoksini, encimi in nekatere 

komponente membrane. Invazivnost mikoplazem vključuje adhezine in pomožne beljakovine, kapsularne polisaharide, 

invazivne encime in biofilme. Toksinom podobne snovi vključujejo presnovke, kot so H2O2, NH3 in H2S. Nekatere 

mikoplazme izločajo eksotoksine (CARDS TX, hemolizin) in lipolitične encime, peptidaze, fosfataze, ekto-ATPaze, 

citotoksične nukleaze, nukleotidaze, pomembne v patogenezi obolenja. Povzeto in prirejeno po (22). 

Figure 1: Schematic diagram of virulence factors in mycoplasmas  

Factors of virulence in mycoplasmas include invasiveness, toxin-like substances, exotoxins, pathogenic enzymes, and 

some membrane components. Mycoplasma invasiveness includes adhesins and auxiliary proteins, capsular 

polysaccharides, invasive enzymes, and biofilms. Toxin-like substances include metabolites such as H2O2, NH3 and 

H2S. Some mycoplasmas secrete exotoxins (CARDS TX, hemolysin) and pathogenic enzymes (lipolytic enzymes, 

peptidases, phosphatases, ecto-ATPases, cytotoxic nucleases, nucleotidases). Adapted and summarized from (22). 

 

Za nekatere vrste mikoplazem (npr. M. cynos) je znano, da lahko po naravni okužbi v pljučih psov 

vztrajajo tudi do tri tedne. M. cynos v pljučnem tkivu povzroči lokalno vnetno reakcijo, ki vodi v 

uničenje bronhialnih epitelnih cilij in alveolno infiltracijo z nevtrofilnimi granulociti in makrofagi. 

Do serokonverzije naj bi prišlo približno 4–5 tednov po okužbi z M. cynos (23). Ni znano, ali 

specifična protitelesa ščitijo pred ponovno okužbo z isto vrsto mikoplazem in ali po preboleli 

okužbi obstaja navzkrižna imunost proti drugim vrstam mikoplazem. 

Mikoplazme, ki niso sposobne pritrditve na gostiteljeve celice, so avirulentne, saj niso zmožne 

kolonizacije (10). Najbolje raziskan je mehanizem vezave na specifične receptorje pri 

M. pneumoniae. Na enem od polov mikroba je zoženi celični podaljšek, ki ga imenujemo konica 

organela in služi za pritrditev. Površinski 169-kDa velik protein P 1 in 30-kDa velik protein P 30 
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se nahajata na konici organela virulentne M. pneumoniae in zagotavljata polarnost v procesu 

pritrditve na celico. Oba proteina izzoveta močan imunski odziv (18) (Slika 2).  

 

 

Slika 2: Shematski prikaz lokacij poglavitnih citadherenčnih in akcesornih proteinov bakterije Mycoplasma 

pneumoniae. Povzeto in prirejeno po (24). 

Figure 2: Schematic diagram of locations of major cytadherence and accessory proteins in bacteria Mycoplasma 

pneumoniae. Adapted and summarized from (24). 

Po uspešni pritrditvi na celice sluznic (mukoznih površin) mikoplazme navadno vstopijo v 

gostiteljsko celico, kjer izkoriščajo njene celične mehanizme za svoje potrebe. Opisanih je bilo več 

različnih mehanizmov vstopanja mikoplazem v gostiteljeve celice, ki poškodujejo celice in 

povzročajo bolezenska stanja:  

a) Pridobivanje hranil: Genomska analiza mikoplazem je razkrila, da imajo mikoplazme omejeno 

biosintetsko sposobnost (25, 26). V evoluciji so izgubile večino genov, ki so odgovorni za 

biosintezo aminokislin, maščobnih kislin, kofaktorjev in vitaminov, zato so odvisne od 

gostiteljevega mikrookolja za oskrbo s celotnim spektrom prekurzorjev za biosintezo 

potrebnih makromolekul (26). Prevzemanje hranil iz gostiteljevega okolja lahko zmoti 

celovitost in spremeni funkcije gostiteljeve celice (18).  

proteini

HMW1

P 1 

P 30 

P 40 

P 90 proteini 

HMW3 

 

Mycoplasma pneumoniae 
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b) Poškodbe zaradi adherence: Pritrditev mikoplazme na površino gostiteljeve celice lahko vpliva 

na izražanje membranskih receptorjev ali na transportne mehanizme gostiteljeve celice (18). 

Membrana gostiteljeve celice je prav tako občutljiva na toksične produkte, kot so citotoksični 

presnovki in encimi pritrjenih mikoplazem. Eksperimentalno so dokazali oksidativne 

poškodbe membrane gostiteljevih celic kot posledice izločanja peroksidnih in superoksidnih 

radikalov iz pritrjenih mikoplazem (27). Mikoplazme aktivirajo endogene membransko 

vezane fosfolipaze, kar lahko sproži specifično signalno kaskado ali sprosti citolitične 

lizofosfolipide, ki so sposobni poškodovati membrano gostiteljeve celice (28).  

c) Poškodbe zaradi tesnega stika: Takšne poškodbe je mogoče najti le med molikuti, ki za rast 

potrebujejo neesterificiran holesterol (npr. Mycoplasma fermentans). Zaradi poškodbe/zlitja 

mikoplazme z gostiteljevo celico pride do sproščanja hidrolitičnih encimov (fosfolipaz, 

proteaz in nukleaz), kar vodi v funkcionalno spremembo gostiteljeve celice (10).  

d) Citopatski učinki: Različni encimi (sialidaza, nevraminidaza), ki mikoplazmam omogočajo 

pritrditev na evkariontsko celico, lahko povzročijo tudi citopatski učinek (18, 29).  

Najpomembnejši mehanizem za preživetje mikoplazem v gostitelju je izogibanje gostiteljevemu 

imunskemu sistemu. Glavna mehanizma sta molekulska mimikrija in fenotipska variabilnost, ki 

mikoplazmam omogočata, da jih gostiteljev imunski sistem ne prepozna (30). Molekulska 

mimikrija se nanaša na antigenske epitope, ki so skupni mikoplazmam in gostiteljevim celicam; 

predlagani so kot domnevni dejavniki, vključeni v izogibanje gostiteljevim obrambnim 

mehanizmom ali indukcijo lastnih protiteles pri okužbah z nekaterimi mikoplazmami (18). Pogost 

način za doseganje fenotipske plastičnosti pri mikoplazmah je »antigenska variacija«, izraz, ki se 

nanaša na povratno pridobivanje ali izgubo površinskih membranskih komponent (30, 31). Te 

površinske komponente, ki v mikroorganizmih vključujejo komponente flagel, pilijev ali zunanje 

membrane, so glavne tarče za odziv gostiteljevih protiteles. Zato sposobnost mikroorganizma, da 

hitro spremeni površinski antigenski repertoar in posledično spreminja imunogenost teh 

komponent, omogoči mikroorganizmu, da se izogne odkrivanju ali prehiteva gostiteljev imunski 

sistem. Ker mikoplazme nimajo celične stene, so njihove spremenljive površinske komponente 

membranski lipoproteini (32). Moduliranje imunskega sistema s citokini se vse pogosteje opisuje 

kot ena najpomembnejših virulentnih lastnosti številnih bakterij (30). Citokini s svojimi številnimi 

učinki na evkariontske gostiteljeve celice pomembno vplivajo na razvoj patoloških sprememb. 
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Raziskave kažejo, da se mikoplazme na ta način uspešno izogibajo fagocitozi. Imunomodulacijski 

vplivi so odvisni od vpletenih imunskih celic in bakterije Mycoplasma spp. (18). 

Dosedanje študije niso razjasnile mehanizma patogeneze M. canis. Michaels in sodelavci (20) so 

potrdili, da je M. canis, ki so jo izolirali iz možganov obolelega psa, in vitro sposobna sprožiti 

spremembe v gostiteljevi celici. S površin sluznic se okužba z M. canis nato širi na sekundarna 

mesta okužbe in povzroči vnetje in neposredno poškodbo gostiteljevih celic. M. canis so s pomočjo 

fluorescentne mikroskopije najpogosteje ugotovili pritrjeno na robove gostiteljevih celic v enem 

sloju ali pa v neposredni bližini jeder, kar potrjuje sposobnost M. canis, da prodira v celice (20). 

Encim sialidaza, ki jo M. canis izloča, je potenten virulenčni faktor, ki spodbuja kolonizacijo 

mikroorganizmov, vdor v tkivo gostitelja ter poškodbo sialiliranih gostiteljevih receptorjev (33). 

Odsotnost citopatskega učinka M. canis na katero koli vrsto celice gostiteljice, kolonizirane 

in vitro, je dokaz, da je za razvoj meningoencefalitisa ali drugih bolezni potrebnih več dejavnikov, 

ki sprožijo odziv gostitelja ter posledično vplivajo na nadaljnjo kolonizacijo (20). Brown in 

sodelavci (34) so poskušali ugotoviti razlike med različnimi sevi M. canis. Primerjali so genom 

tipskega seva M. canis PG14, izoliranega iz grla psov z izolati iz spolovil ali možganov psov. 

Podobnost nukleotidnega zaporedja med pari sevov je 98-odstotna, genomski pripisi pa so si 

podobni. Spremembe zaporedja med preiskovanimi sevi na katalitičnih mestih M. canis sialidaze 

verjetno pojasnijo razlike v sevu in v specifični aktivnosti tega encima in posledično njegovi 

virulentnosti (34).  

 

2.3 IMUNSKI ODGOVOR 

Zapletena interakcija med mikoplazmami in gostiteljevim imunskim sistemom vključuje specifične 

in nespecifične imunske odgovore. Zaščitni obrambni mehanizmi vključujejo nastajanje in 

prisotnost specifičnih protiteles različnih razredov in podrazredov lokalno in sistemsko, stimulacijo 

celično posredovane imunosti ter opsonizacijo in fagocitozo povzročiteljev. Z vdorom mikoplazme 

v gostiteljevo celico se sprožijo reakcije, ki so pomembne za odpornost in zaščito pred 

mikoplazmami. Mikoplazme izzovejo številne nespecifične imunomodulacijske učinke imunskih 

celic gostitelja. Infekcija na limfocite B ali T lahko deluje zaviralno ali poliklonalno stimulativno, 

sproži sintezo citokinov, poveča citotoksičnost makrofagov, celic T in naravnih celic ubijalk, 
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poveča izražanje membranskih receptorjev in dopolnjuje kaskado preostalih mehanizmov (10) 

(Slika 3). 

 

Slika 3: Molekulski mehanizem človeških patogenih mikoplazm z namenom izogibanja imunskemu napadu gostitelja. 

Povzeto in prirejeno po (35). 

Figure 3: Molecular mechanism of human pathogenic mycoplasmas to evade the host immune attack. Adapted and 

summarized from (35). 
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necrosis factor-alfa), interlevkin-1 (IL-1) in interlevkin-6 (IL-6) iz makrofagov in citokinov. Ti 
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mikoplazme sprožijo sintezo in izločanje interlevkina-10 (IL-10), interlevkina-13 (IL-13), pa tudi 

transformirajočega rastnega faktor-β (TGF-β, angl. transforming growth factor-beta). Ti zavrejo 

imunske mehanize gostitelja, saj zmanjšajo proizvodnjo vnetnih citokinov in proliferacijo 

limfocitov (10, 36–38) (Slika 4).  

 

 

Slika 4: Shema interakcij med bakterijo Mycoplasma pneumoniae in gostiteljevo celico. Povzeto in prirejeno po (39). 

Figure 4: Schematic of the interaction between the bacterium Mycoplasma pneumoniae and the host cell. Adapted and 

summarized from (39). 
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in makrofagov (23). Dokazano je bilo tudi, da se v prvih treh tednih po okužbi z M. cynos pri 67 

odstotkih okuženih psov titer specifičnih protiteles podvoji, kar je v neposredni povezavi s pojavom 

kliničnih znakov bolezni (40). 

V raziskavi, ki smo jo opravili pri nas v letih 2008 in 2009, smo pri 34 delovnih psih brez kliničnih 

znakov obolenj s pomočjo DIBA testa dokazali prisotnost specifičnih protiteles proti M. canis, 

M. cynos in M. molare. Specifična protitelesa proti vsaj eni mikoplazmi so bila dokazana kar pri 

94,1 odstotka psov, 20,6 odstotka jih je bilo pozitivnih samo na M. canis, 23,5 odstotka je bilo 

pozitivnih samo na M. cynos, nobeden pa ni bil pozitiven samo na M. molare. Z metodo po 

Westernu smo pri vseh (7/7) izbranih serumih ugotovili reakcije protiteles z izbranimi serumi s 

specifičnimi proteini M. canis in M. cynos (41). Podobnih podatkov o pojavu specifičnih protiteles 

pri okužbi z M. canis v literaturi nismo zasledili.  

 

2.4 KLINIČNA SLIKA 

2.4.1 Okužbe sečil 

Okužba sečil, pri kateri virulentni mikrobi vdrejo in se razmnožujejo v sečilih, lahko sproži vnetje 

sečil. Najpogostejši povzročitelji so bakterije in večina bakterijskih okužb sečil se pojavi kot 

posledica retrogradne migracije patogenov skozi spolovila in sečnico v mehur, sečevode in eno ali 

obe ledvici. Rektalne, perinealne in genitalne bakterije so glavni rezervoar za okužbo (42).  

Okužbe spolovil in sečil lahko potekajo akutno ali kronično ter lahko vodijo zaradi ponavljajočih 

se vnetij ali reinfekcije do rezistentne okužbe ter sočasna obolenja, ki vodijo do nepopolne 

ozdravitve in slabšanja kliničnega stanja živali do odločitve za evtanazijo (5, 43). 

Izsledki raziskav kažejo, da so mikoplazme možni samostojni ali sekundarni povzročitelji okužb 

sečil, zlasti M. canis. Ülgen s sodelavci (3) je pri 75 odstotkih (3/4) psov s pomočjo gojiščne 

preiskave urina izoliral čisto kulturo M. canis, pri 1 pa mešano kulturo. Jang in sodelavci (44) so 

pri 68 odstotkih (41/60) psov s pomočjo gojiščne preiskave urina izolirali mikoplazme, pri 32 

odstotkih psov (19/60) pa mešano kulturo. Pri 83 odstotkih psov (24/29) je bila izolirana čista 

kultura M. canis. V klinični raziskavi, v katero je bilo vključenih 122 psic (intaktne in sterilizirane), 

so bile mikoplazme izolirane pri tretjini psic (41/122; 34 odstotkov), najpogosteje potrjena vrsta pa 

je bila prav M. canis (26/122; 21 odstotkov) (45). Pri 30 intaktnih psicah je bila M. canis potrjena 
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v 60 odstotkih (18/30), pri 11 steriliziranih pa v 73 odstotkih (8/11). V različnih fazah 

reprodukcijskega ciklusa psic se delež pozitivnih izolatov mikoplazem ni pomembno razlikoval. V 

vzorcih (n = 35), ki so bili odvzeti neposredno iz materničnega roga med ovarihisterektomijo, pa 

mikoplazem niso izolirali (45). Tretja raziskava, v katero je bilo vključenih 91 zdravih psic, je 

M. canis dokazala v 41,8 (38/91) odstotka vzorcev vaginalnih brisov (46). Vse znane raziskave 

dokazujejo, da je bakterija M. canis pogosta tudi pri zdravih psicah (46). 

M. canis pri psih z obolenji spodnjih sečil so z gojiščno preiskavo urina v eni študiji uspeli dokazati 

le v 4 od 100 urinskih vzorcev in od tega v 3 primerih v čisti kulturi (3), za razliko od druge 

raziskave, v kateri je bilo pozitivnih kar 7 od 9 brisov psov z znaki bolezni sečil in spolovil. Sedem 

psov, pri katerih je bila M. canis tudi izolirana v čisti kulturi, je imelo ponavljajoče znake vnetja s 

hematurijo, pri psu s kroničnim gnojnim vnetjem nadmodka in pri psu s kroničnim prostatitisom 

pa je bila M. canis prisotna v mešani kulturi (5). Mikoplazme med okužbo najdemo na površini 

sluznic, pa tudi v spodaj ležečih tkivih, zato sam urinski vzorec ni primeren za določanje števila 

mikroorganizmov oziroma ugotavljanje prisotnosti okužbe ter resnosti kliničnih znakov (5). Ker 

najdemo M. canis v sečilih in spolovilih tudi pri zdravih psih, je pomen potrditve okužbe težko 

povezati s prisotnostjo nekaterih kliničnih znakov (3). 

 

2.4.2 Plodnostne motnje 

Neplodnost pri samicah je opredeljena kot nezmožnost uspešno obrejiti plodno samico v času 

ovulacije (8) in nezmožnost spočetja in rojstva mladičev, tudi če so večkrat parjene z znanim 

plodnim samcem v času ovulacije (47).  

V retrospektivni raziskavi 88 pasjih samcev, razdeljenih v 3 različne skupine (psi brez plodnostnih 

težav (n=28), psi z benigno hiperplazijo prostate (n = 18) in psi s plodnostnimi težavami (n = 42), 

je bila od mikoplazem samo M. canis izolirana v 50 odstotkih (5/10 ) pri psih brez plodnostnih 

težav, v 54,5 odstotka (6/11) v skupini psov z benigno hiperplazijo prostate in v skupini psov s 

plodnostnimi težavami v 56,6 odstotka (17/30) (21). Doig in sodelavci (9) so v raziskavi, v katero 

je bilo vključenih 136 psov (75 samic in 61 samcev) z različno reprodukcijsko zgodovino, potrdili 

različne vrste mikoplazem v 88 odstotkih (67/75) vulvovaginalnih brisov, v 85 odstotkih (51/61) 

prepucialnih brisov in v 72 odstotkih (18/25) vzorcev semenske tekočine. M. canis je bila 
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najpogosteje izolirana mikoplazma pri obeh spolih. Pri samicah je bil delež pozitivnih na M. canis 

v vulvovaginalnih brisih 58-odstoten (39/67), pri samcih pa je bila mikoplazma prisotna v 84 

odstotkih (51/61) iz prepucialnih brisov in v 33 odstotkih (6/18) vzorcev semenske tekočine (9). 

Prav tako lahko v ejakulatih psov brez plodnostnih obolenj najdemo bakterije in/ali mikoplazme, 

pri katerih se lahko zmanjšana kakovost semena pokaže šele čez čas (21, 48). Pri 55 zdravih psicah, 

ki so jih Gunay in sodelavci (49) testirali z uporabo gojiščne preiskave vzorcev, odvzetih z brisom 

vagine, materničnega vratu in maternice, mikoplazem niso potrdili.  

V eksperimentalni študiji (iz leta 1977), v kateri so pse inokulirali z mikoplazmami skozi ductus 

deferens, se je število spermatozojev s spremenjeno morfologijo (napakami) značilno povečalo, 

pojavile so se lokalne vnetne reakcije v spolnih žlezah z znaki akutnega orhitisa in epididimitisa. 

S pomočjo mikrobiološke preiskave semena je bila mikoplazma izolirana samo pri 1 psu, pri 

katerem je bila dokazana M. canis (7). 

 

2.4.3 Obolenja dihal 

Večino mikoplazem najdemo v zgornjih dihalih zdravih živali (50). Post mortem lahko 

mikoplazme izoliramo tudi pri psih s pljučnicami, v pljučih zdravih psov pa običajno niso prisotne. 

Pri psih z virusno pljučnico lahko mikoplazme, ki se iz zgornjih dihal razširijo v spodnja dihala, 

posledično povzročijo tudi okužbo pljuč in/ali plevralnega prostora kot sekundarni oportunistični 

patogen. Zanimivo je, da so bile mikoplazme iz izpirkov sapnika in bronhov izolirane pri 25 

odstotkih klinično zdravih psov in pri 21 odstotkih psov z obolenji spodnjih dihal (13). Čeprav ni 

verjetno, da bi bila M. cynos primarni povzročitelj pljučnice pri psih, je lahko eden od mnogih 

prisotnih sočasnih patogenov (13). 

V eni od kliničnih študij, v kateri so ugotavljali prisotnost različnih patogenov (pasji respiratorni 

koronavirus, pasji pnevmovirus, influenca A in M. cynos) v nosnih in orofaringealnih brisih 572 

psov, od katerih je bilo 381 (66,6 odstotka) psov s kliničnimi znaki bolezni dihal, je bila M. cynos 

dokazana le pri 0,9 odstotka vzorcev z metodo PCR, čeprav je bilo 45 odstotkov (236 /525) psov 

serološko pozitivnih na M. cynos (51). 

Opisan je bil tudi primer oralnega prenosa okužbe v leglu psov pasme zlati prinašalec. Iz žrelnega 

brisa matere so izolirali M. cynos in M. canis, pri mladičih pa je bila iz vzorca pljuč izolirana le 
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M. cynos, ki je lahko vzrok za bronhopnevmonije in plevritis, še posebej če so rutinske 

mikrobiološke preiskave vzorcev negativne (52). 

Natančna vloga najpogostejših mikoplazem pri psih, M. canis in M. cynos kot primarnega 

povzročitelja obolenj dihal, ni znana. Izsledki kažejo, da so mikoplazme lahko prisotne v sluznici 

ustne votline zdravih psov. Zato dokaz mikoplazem z molekularnimi metodami v 

bronhoalveolarnih izpirkih ne potrjuje, da so mikoplazme primarni povzročitelj okužbe spodnjih 

dihal (53). Če primerjamo skupine psov z eozinofilno bronhopnevmopatijo s psi s kroničnim 

bronhitisom in zdrave, ni značilnih razlik v prisotnosti vrst M. canis, M. cynos in B. bronchiseptica, 

dokazanih z metodo qPCR (53).  

Na osnovi izolacije M. cynos iz vzorcev pri psih v zavetiščih lahko domnevamo, da se psi okužijo 

v prvih dveh tednih po nastanitvi. Enaindvajset dni ali več po nastanitvi pa se je pri psih delež 

potrjenih okužb z M. cynos znižal, kar lahko kaže na aktiven imunski odziv (54).  

Kužne bolezni dihal pri psih so običajno povezane z več povzročitelji in predstavljajo pomemben 

zdravstveni problem predvsem v vzrejališčih in zavetiščih psov po vsem svetu. V izpirkih zgornjih 

dihal, sapnika in bronhov so z izolacijo na gojišču in PCR ter sekveniranjem dokazali prisotnost le 

M. cynos. Rezultati kažejo, da so za okužbo z M. cynos dovzetnejši mlajši psi, pri katerih je bila 

pogosteje izolirana iz spodnjih, redkeje pa iz zgornjih dihalnih poti. Tudi sicer so zaradi potencialne 

kontaminacije iz ustne votline primernejši brisi ali vzorci spodnjih dihal. M. cynos je bila v 

omenjeni študiji tudi edina mikoplazma, izolirana iz aerosola v vzrejališčih. Podobno kot druge 

mikoplazme je verjetno tudi M. cynos, pod ugodnimi pogoji, sposobna preživeti v aerosolu dalj 

časa, zato je okolje lahko potencialni vir okužbe (54). 

 

2.4.4 Druga obolenja pri psih 

Pri psih z idiopatskim meningoencefalitisom je bila nepričakovano izolirana M. canis, čeprav ni 

verjetno, da bi lahko bila primarni povzročitelj (20). Pri psu so v peritonealni tekočini, odvzeti med 

laparotomijo zaradi ugrizne rane, dokazali M. edwardii in M. maculosum. Pacient ni prejel ciljane 

antibiotične terapije, ker se je klinično stanje izboljševalo. Prisotnost obeh mikoplazem v trebušni 

votlini je po vsej verjetnosti posledica ugrizne rane, saj sta pogosto izolirani iz žrela psov (55). 

Barton in sodelavci (56) poročajo o izolaciji M. spumans pri psu s poliartritisom. Bowe in sodelavci 
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(57) so v eksperimentalni študiji pri 8 tednov starih mladičih pasme nemški bokser dokazali, da je 

sev Mycoplasma HRC-689 povzročil spremembe v debelem črevesju (limfocitna infiltracija 

sluznice, limfocitni submukozni perivaskulitis, povečanje pripadajočih bezgavk), ni pa povzročil 

granulomatoznega kolitisa. Dokazali so, da so psi razvili protitelesa proti sevu Mycoplasma 

HRC-689. 

 

2.4.5 Prenos okužbe s psa na človeka 

Leta 2018 v dostopni literaturi zasledimo poročilo o prvi izolaciji M. canis iz vzorcev človeškega 

tkiva po ugrizu psa. Pri 62-letni bolnici je bila M. canis izolirana v čisti kulturi in potrjena z metodo 

PCR. Ciljane antimikrobne terapije pacientka ni prejela, saj je za ozdravitev zadoščala obsežna 

toaleta rane (58).  

V letu 2021 je bil opisan podoben primer okužbe skozi ugrizno rano psa 11-mesečnega dojenčka, 

ki je utrpel poškodbo zgornjega dela lobanje. V vzorcih epiduralnega prostora in možganov je bila 

potrjena s pomočjo preiskave MALDI-TOF (angl. matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight mass spectrometer) M. canis. Po 191 dneh bolnišnične oskrbe je bil dojenček 

odpuščen v domačo oskrbo brez zaznavnih posledic okužbe ob poškodbi (59).  

 

2.4.6 Zdravljenje in preventiva 

Testiranje občutljivosti mikoplazem na antimikrobna sredstva se ne izvaja rutinsko, ker je postopek 

zahteven, zamuden in potrebuje posebne tehnike in gojiščne medije za samo izvedbo. Glede na 

občutljivost in vitro se priporoča uporaba tetraciklinskih antibiotikov, antibiotikov iz skupine 

makrolidov, linkozamidov, fluoriranih kinolonov, aminoglikozidnih antibiotikov in 

kloramfenikola (13). Mikoplazme so zaradi odsotnosti celične stene rezistentne na β-laktamske 

antibiotike, ki so terapija prvega izbora pri okužbah sečil (13).  

Zaščitnega cepiva, ki bi učinkovito preprečilo okužbo z mikoplazmami pri psih, mačkah ali drugih 

vrstah živali, še ni na voljo. Intranazalna imunizacija miši je bila v eksperimentalnih študijah 

najučinkovitejša, vendar z vključitvijo mukoznega adjuvansa (kolera toksin), ki izboljša imunski 

odziv na antigene cepiva (13). M. pneumoniae je eden pogostejših vzrokov za pljučnice pri ljudeh, 

ki živijo v isti skupnosti (angl. community-acquired pneumonia). Izsledki iz raziskave, ki je bila 
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opravljena na miših, kažejo, da cepljenje z inaktiviranim cepivom proti M. pneumoniae pri njih ne 

prepreči vnetja ob ponovni okužbi (60).  

2.5 METODE ZA UGOTAVLJANJE POVZROČITELJA 

2.5.1 Mikrobiološka gojiščna metoda 

Gojitev mikoplazem na gojiščih je izjemno zahtevna in zamudna, saj rastejo zelo počasi, običajno 

več tednov (61). Večino vrst mikoplazem lahko gojimo v laboratoriju tako v tekočem kot v trdnem  

mediju, ki je pripravljen tako, da vsebuje najmanj jušno osnovo, ekstrakt kvasa, konjski serum in 

dodatke (D-glukoza, arginin, urea). Dodatki, ki se dodajo v medij, se razlikujejo glede na vrsto 

mikoplazme, ki jo želimo gojiti (62). Gojiščna preiskava je za dokazovanje povzročitelja metoda 

izbora, vendar je dostopnost specializiranih laboratorijev relativno omejena (61). Na podlagi videza 

kolonij pod mikroskopom ni mogoče razlikovati posamezne vrste mikoplazem (2) (Slika 5). 

 

 

Slika 5: Videz kolonij mikoplazme pod mikroskopom (A); mikoplazme, ki kolonizirajo površino epitelijskih celic (B). 

Povzeto po (13). 

Figure 5: Appearance of mycoplasma colonies under a microscope (A); mycoplasmas colonizing the surface of 

epithelial cells (B). Adapted from (13). 

 

2.5.2 Molekularne metode 

Molekularna diagnostika na osnovi verižne reakcije s polimerazo (PCR angl. polymerase chain 

reaction) je metoda izbora za določanje patogenov v kliničnih vzorcih, pa tudi za dokazovanje v 

vzorcih kultur (16). Pomnoževanje tarčnega odseka DNA z metodo PCR temelji na uporabi 
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specifičnih začetnih oligonukleotidov in termostabilnega encima polimeraze, ki v ponavljajočih 

ciklih denaturacije in prileganja specifičnih oligonukleotidov pomnoži tarčni odsek DNA (63). 

Čeprav je o molekularni genetiki pasjih mikoplazem malo znanega, so leta 2004 s primerjavo 

genske sekvence za 16S rRNA in intergenske sekvence med genoma za 16S in 23S rRNA 

primerjali večino pasjih mikoplazem med seboj (23).  

Nadgradnja metode PCR je kvantitativni PCR v realnem času (qPCR, angl. quantitative PCR), ki 

omogoča detekcijo in kvantifikacijo pomnoženih produktov PCR na osnovi zaznavanja 

fluorescence na koncu vsakega cikla (64).  

V zadnjem desetletju so se z uporabo novega načina sekvenciranja, ki temelji na sekvenciranju 

markerskih genov, kot je npr. gen za ribosomalno 16 S RNA (metataksonomika) ali naključno 

»shotgun« sekvenciranja (metagenomika), močno razmahnile študije združb mikroorganizmov 

(65, 66). Te metode omogočajo vpogled v različne združbe mikroorganizmov tako s 

taksonomskega kot tudi funkcionalnega profila (66). Metagenomika z uporabo »shotgun« 

sekvenciranja je veliko širša metoda, saj z njo zaznamo tako bakterije, arheje, viruse kot tudi 

evkariontsko DNA, medtem ko je metataksonomika z uporabo markerskih genov veliko bolj 

omejena na določeno skupino organizmov npr. samo na bakterije (65).  

 

2.6 SEROLOŠKE METODE 

Metodo PCR uporabljamo za odkrivanje mikoplazem iz vzorcev kulture in kliničnih vzorcev ter za 

natančno določanje posameznih vrst. To je sicer bolj občutljiva metoda kot gojiščna preiskava, ne 

razloči pa med aktivno in kronično okužbo. V preteklosti so pasje mikoplazme potrjevali s 

serološkimi metodami, ki so bile odvisne od specifičnih antiserumov za vsako posamezno vrsto ali 

seroskupino. Za uspešno razlikovanje različnih vrst pasjih mikoplazem so bile uporabljene metode 

zaviranja rasti, imunofluorescenca, zaviranje presnove in dvojna imunodifuzija. Vendar se pri 

nekaterih vrstah pojavljajo navzkrižne reakcije, poleg tega pa antiserumi niso na voljo v večini 

diagnostičnih laboratorijev (25). Metoda točkastega imunskega odtisa (angl. DIBA – dot 

immunobinding assay) je lahko primeren test za identifikacijo mikoplazem. Vendar na specifičnost 

in občutljivost testa vplivajo navzkrižne reakcije, ki so lahko posledica skupnih antigenov med 

posameznimi vrstami mikoplazem ali sočasnih okužb z drugimi vrstami (67). Prednosti 
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encimskoimunskega preizkusa (angl. ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay) sta 

enostavnost uporabe in uporaba za veliko število preiskovanih vzorcev hkrati (68). ELISA je 

biokemični test, ki uporablja protitelesa in encimsko posredovano spremembo barve za odkrivanje 

prisotnosti katerega koli antigena (beljakovine, peptidi, hormoni) ali protitelesa v danem vzorcu 

(69). Elektroforezo na poliakrilamidnem gelu (angl. PAGE – polyacrylamide gel electrophoresis) 

za ugotavljanje različnih proteinov celice sta prvič pri mikoplazmah uporabila Razin in Rottem 

(70). Metodo je leta 1970 Laemmli (71) optimiziral z uvedbo natrijevega dodecil sulfata (angl. 

SDS – sodium dodecyl sulfate) in jo uporablja večina laboratorijev. Prednost je, da ločimo 

beljakovine na podlagi molekulske mase. Ta metoda je primerna za večino aplikacij in omogoča 

neposredno primerjavo med različnimi vzorci, ki se izvajajo na istem gelu (72). Metoda po 

Westernu je metoda za analizo proteinskih antigenov. Ločene proteine prenesemo z gela na 

membrano s pivnanjem (angl. blotting). Položaj antigena na membrani lahko določimo z vezanjem 

označenih protiteles in dobimo podatek o velikosti antigena. Prednost te metode je v tem, da so 

antigeni izpostavljeni na membrani in imobilizirani (73, 74).  
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3 MATERIAL IN METODE 

V raziskavo smo vključili 52 psov pacientov Klinike za male živali Veterinarske fakultete, katerih 

lastniki so s podpisom pristali na sodelovanje v raziskovalni nalogi (Prilogi 9 in 10).  

3.1 Psi, vključeni v raziskavo 

V raziskavo smo vključili 7 psov z znaki obolenj sečil in spolovil, 14 psov s plodnostnimi motnjami 

ter 31 klinično zdravih psov.  

Kriteriji za vključitev pacienta v skupino z obolenji sečil so bili: disurija, strangurija, hematurija, 

polakiurija, lizanje področja spolovil, nehotno uriniranje v stanovanju ter ponavljajoči se 

uroinfekti. 

Kriteriji za vključitev samic v skupino s plodnostnimi motnjami so bili: nezmožnost 

obrejitve/parjenja, nenormalni potek ciklusa, spontana prekinitev brejosti. 

Kriteriji za vključitev samcev v skupino s plodnostnimi motnjami so bili: nezmožnost kopulacije 

ali ejakulacije, slaba kakovost semena, bolezni prostate. 

V kontrolno skupino so bili vključeni klinično zdravi pacienti, ki niso imeli kroničnih bolezni, 

zaradi katerih bi prejemali terapijo, in so bili brez znakov obolenj sečil ali plodnostnih motenj na 

podlagi zgoraj opredeljenih kriterijev. 

Podatki o zastopanosti samcev in samic so zbrani v tabeli 2. 

Tabela 2: Zastopanost samic in samcev po skupinah 

Table 2: Representation of females and males by groups 

 

 

V raziskavo so bili vključeni psi različnih pasem (Priloga 1).  

Telesna masa in starost psov, ki so bili vključeni v raziskavo, so prikazani v tabeli 3. 
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Tabela 3: Porazdelitev telesne mase in starost psov po skupinah 

Table 3: Weight distribution and age of dogs by groups 

 

Vrednosti so podane kot srednja vrednost ± standardni odklon. 

3.2 Klinični pregled in ultrazvok sečil in spolovil 

Pri vseh psih smo odvzeli anamnezo in opravili klinični pregled (Priloga 11–13). 

Pri psih z obolenji sečil in spolovil smo se pri anamnezi osredotočali na lastnikova opažanja 

(polakiurija, hematurija, inkontinenca, lizanje področja genitalij, prisotnost izcedka), ali je bil 

pacient že terapiran zaradi ponavljajočih se vnetij sečil, kdaj je bil terapiran in s katerim 

antibiotikom, ali se je na terapijo odzval, kakšna so bila opažanja ob kontrolnem pregledu in 

reprodukcijski status (intakten/intaktna ali kastriran/sterilizirana). Pri fizikalnem pregledu smo se 

poleg splošne ocene kliničnega stanja osredotočali na zunanja spolovila (prisotnost izcedka, 

morebitne poškodbe kože/sluznic spolovila zaradi lizanja, prisotnost bolečine ob pregledu). 

Pri psih s plodnostnimi motnjami smo se v anamnezi osredotočali na potek ciklusa pri psicah, 

število uspešnih paritev, število mladičev v leglu, ali je bilo seme že kdaj odvzeto in pregledano, 

življenjsko okolje in morebitno zdravljenje. Pri fizičnem pregledu smo se osredotočali na zunanja 

spolovila (oblika, prisotnost izcedka, prisotnost otekline in/ali bolečine ob pregledu), izraženost in 

velikost mod in pregledali abdomen (velikost, oblika, prisotnost bolečine). Z ultrazvočnim 

pregledom spolovil in sečil, ki smo ga opravili pri vseh pacientih, smo pri samicah pregledovali 

jajčnike, jajcevode, maternico, sečni mehur ter potek in prehodnost sečnice. Z ultrazvočnim 

pregledom smo pri samcih pregledovali moda, prostato, sečni mehur ter potek in prehodnost 

sečnice. 

 

3.3 Odvzem vzorcev krvi za hematološke in biokemijske preiskave 

Vsem psom smo odvzeli vzorec venske krvi (2–5 mL, odvisno od velikosti psa) s punkcijo vene 

cephalice antebrachii, vene saphenae ali vene jugularis za meritve hematoloških in biokemijskih 

parametrov. 

skupine psov

obolenja sečil in spolovil 18,88 ± 14,14 3,60 ± 3,44 14,80 ± 1,41 7,50 ± 2,12 17,71 ± 11,73 4,71 ± 3,50

plodnostne motnje 29,99 ± 6,11 4,40 ± 1,84 26,75 ± 14,97 5,00 ± 0,82 29,06 ± 8,94 4,57 ± 1,60

kontrolna skupina 16,14 ± 6,83 7,07 ± 3,85 24,11 ± 14,56 6,29 ± 3,57 20,51 ± 12,23 6,65 ± 3,66

skupaj 21,39 ± 10,18 5,55 ± 3,46 23,76 ± 13,92 6,17 ± 3,16 22,44 ± 11,91 5,83 ± 3,31

povprečna

 telesna masa (kg)

povprečna 

starost (leta)

skupaj

povprečna

 telesna masa (kg)

povprečna 

starost (leta)

samice

povprečna

 telesna masa (kg)

povprečna 

starost (leta)

samci
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Za meritve hematoloških parametrov smo vzorce odvzeli v 0,5 mL velike epruvete z dodanim 

antikoagulantom K3EDTA (BD Microtainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, ZDA). 

Analizo smo opravili znotraj 1 ure po odvzemu vzorcev krvi na avtomatskem laserskem 

hematološkem analizatorju ADVIA 120 (Siemens, München, Nemčija), ki deluje po principu 

pretočne citometrije z lasersko svetlobo in se ga uporablja v veterinarski medicini. S tem 

analizatorjem smo določili skupno število levkocitov, koncentracijo eritrocitov, koncentracijo 

hemoglobina, hematokrit, število trombocitov in diferencialno belo krvno sliko. 

Za pridobitev seruma, v katerem smo določili izbrane biokemijske parametre, smo vzorce krvi 

odvzeli v 4-mL epruvete z gelom in dodanim aktivatorjem koagulacije krvi (Vacuette, 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, Avstrija). Vzorce krvi smo pol ure hranili pri sobni temperaturi 

in jih nato centrifugirali 10 minut pri 1300 x g. Serum smo uporabili za merjenje koncentracije 

sečnine, kreatinina, progesterona, ščitničnih hormonov, določanje celokupnih proteinov in 

imunoglobulinov. 

Biokemijske parametre smo izmerili spektrofotometrično z avtomatskim biokemijskim 

analizatorjem RX Daytona (Randox, Crumlin, Združeno kraljestvo). Uporabili smo tovarniško 

izdelane reagenčne komplete (Randox, Crumlin, Združeno kraljestvo). 

Vsebnost proteinov in globulinov v serumu smo izmerili na aparaturi NanoDrop Lite 

(Thermo Fischer Scientifc, Waltham, MA, ZDA), ki deluje po principu UV spektrofotometrične 

tehnike in je namenjen za merjenje mikrovolumskih količin proteinov v preiskovanih serumih po 

standardu IgG. Koncentracije so izražene v g/L.  

Serum 2 psov, ki sta imela plodnostne motnje, smo poslali v komercialni laboratorij IDEXX 

(Vet Med Labor GmbH, Kornwestheim, Nemčija), v katerem so določili koncentracijo TSH in 

ščitničnega hormona T4. 

V Laboratoriju za klinično patologijo Veterinarske fakultete smo pri 2 samicah z namenom parjenja 

v serumu merili koncentracijo progesterona z imunološkim analizatorjem MiniVIDAS 

(Biomerieux, Marcy-l'Étoile, Francija), ki deluje po principu tehnike ELFA (angl. enzyme linked 

fluorescent assay – encimskoimunski test s fluorescenčno detekcijo iskane substance). 

Za preiskave, ki smo jih izvajali serijsko, smo vzorce seruma shranili z zamrzovanjem pri –80 ⁰C. 
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3.4 Urinski vzorci 

Vzorce urina smo odvzeli s kateterizacijo oz. cistocentezo in jih shranili v sterilne plastične 

epruvete. Takoj po odvzemu smo izvedli semikvantitativni pregled urina s testnim trakom na 

urinskem analizatorju CLINITEK Status (Siemens, Erlangen, Nemčija), s katerim smo določili več 

parametrov hkrati: pH, relativno gostoto, prisotnost glukoze, beljakovin, ketonov, bilirubina, 

eritrocitov, levkocitov, urobilinogena in nitritov. Specifično gostoto urina smo določili z 

refraktometrom (Euromex, Arnhem, Nizozemska). Takoj zatem smo urin centrifugirali 10 minut 

pri 800 x g za mikroskopski pregled urinskega sedimenta. Za preiskave, ki smo jih izvajali serijsko, 

smo vzorce seruma in urinskega supernatanta shranili pri –80 ⁰C.  

3.5 Odvzem brisov za citološki pregled in molekularne preiskave 

Brise smo za obe preiskavi odvzeli ločeno s sterilno vatenko (Copan FLOQSwabs, Brescia, Italija). 

Na predmetnih stekelcih smo pripravili preparate za citološko preiskavo in jih posušili na zraku. 

Posušene razmaze smo pobarvali po May-Grunwald-Giemsi in ocenili preparat pod svetlobnim 

mikroskopom. Na osnovi citoloških kriterijev smo določili fazo reprodukcijskega cikla. Obenem 

smo v brisih preverili morebitno prisotnost vnetnih celic, bakterij in drugih neceličnih struktur. 

Brise, namenjene za molekularno preiskavo, smo do izolacije hranili pri –60 ⁰C ali manj. 

3.6 Odvzem in pregled semena 

Seme smo odvzeli z digitalno manipulacijo in takoj po odvzemu določili barvo, vonj, konsistenco 

in količino pridobljenega semena ter vzorce pregledali mikroskopsko. Skupno in progresivno 

gibljivost semenčic v vzorcu smo določali s pomočjo računalniške analize CASA (HTM-IVOS, 

version 12, Beverly, MA, ZDA). Pred analizo smo vzorce inkubirali 10 minut v vodni kopeli, ogreti 

na 37 ⁰C. Preiskavo smo opravili s pomočjo Maklerjeve kamrice (Sefi-Medical Instruments; Haifa, 

Izrael), ogrete na 37 ⁰C. V kamrico smo odmerili 5 µL vzorca ter opravili meritve na 3 naključno 

izbranih poljih. Pri vsakem vzorcu smo opravili 2 meritvi, pri izračunih pa upoštevali njune 

povprečne vrednosti. Koncentracijo semenčic smo določali na 2 načina, in sicer s pomočjo sistema 

CASA (sočasno z določanjem gibljivosti) ter uporabo Neubauerjeve števne kamrice. Koncentracijo 

semenčic s pomočjo števne kamrice smo določali po razredčitvi semena z destilirano vodo v 

razmerju 1 : 100 (seme : destilirana voda). Pri vsakem vzorcu smo prešteli vsaj 10 polj, nato pa 

izračunali končno koncentracijo. 
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Integriteto celične membrane smo določali z uporabo supravitalnega barvanja eozin/nigrozin ter 

testom HOS. Za supravitalno barvanje smo uporabili 1,5-odstotno raztopino eozina (Eosin Y, 

Merck, Darmstadt, Nemčija) ter 10-odstotno raztopino nigrozina (Nigrosin, Merck, Darmstadt, 

Nemčija) v destilirani vodi. Iz skupnega vzorca semena smo odvzeli 50 µL ter ga prestavili v drugo 

epruveto. Semenu smo dodali 100 µL 1,5-odstotne raztopine eozina ter po polminutni inkubaciji 

pri sobni temperaturi dodali še 150 µL 10-odstotne raztopine nigrozina. Po dobrem premešanju 

vzorca smo na predmetnici pripravili razmaz in ga posušili na grelni plošči, ogreti na 37 ⁰C. Pregled 

razmazov smo opravili s fazno-kontrastnim mikroskopom Olympuis, BH-2 (Olympus, Tokio, 

Japonska) pri 1000-kratni povečavi. Pri vsakem vzorcu smo pregledali minimalno 200 semenčic 

ter določili odstotek eozin negativnih (neobarvane glave) ter odstotek pozitivnih (rdeče obarvana 

glava) semenčic. Test HOS smo opravili z uporabo raztopine s 100 mOsm/L, pripravljene iz 9 g 

fruktoze, 5,58 g trinatrijevega citrata dihidrata ter destilirne vode do 1000 mL. V manjšo epruveto 

(5 mL) smo odpipetirali 1 mL hipoozmotske raztopine in jo ogreli na 37 ⁰C. Raztopini smo dodali 

100 µL preiskovanega semena in inkubirali nadaljnjih 30 minut pri 37 ⁰C. Iz raztopine smo po 

zaključeni inkubaciji naredili razmaz na ogreti predmetnici ter ga posušili na grelni plošči (37 ⁰C). 

Posušene vzorce smo fiksirali in obarvali po enakem postopku kot vzorce za morfološko analizo. 

Obarvane vzorce semena smo preiskali z mikroskopom pod 400-kratno povečavo. Pri vsakem 

vzorcu smo preiskali minimalno 200 semenčic ter izračunali odstotek HOS pozitivnih semenčic. 

Končni odstotek HOS pozitivnih semenčic smo dobili po odštetju deleža tistih semenčic, ki so 

imeli zavite repe že pred izvedbo testa HOS (morfološka analiza vzorca). 

Morfološke analize smo opravljali na svežih vzorcih semena. Morfološke spremembe na 

semenčicah smo ugotavljali na razmazih semena, ki so bili obarvani po May-Grunwald-Giemsi. 

Na predmetnem stekelcu smo pripravili razmaz semena in ga posušili na grelni plošči, ogreti na 

37 ⁰C. Pripravljen razmaz semena smo fiksirali s formalinsko raztopino (125 mL 35-odstotnega 

formalina, 10 g NaCl, 0,5 g NaHCO3 in destilirana voda do 1000 mL). Fiksacija preparatov je 

trajala 30 minut, in sicer s potopitvijo vzorcev v pripravljeno raztopino formalina. Fiksirane vzorce 

smo nato barvali 16 ur v raztopini po May-Grunwald-Giemsi (16 mL Giemsa barvila®, 8 mL 

Soerensenovega fosfatnega pufra, s pH 7, 140 mL destilirane vode). Preparate smo pregledali pod 

mikroskopom pri 400-kratni povečavi. Na vsaki predmetnici smo preiskali 200 semenčic in določili 
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skupni odstotek morfološko normalnih semenčic (MNS) ter odstotek semenčic s posameznimi 

morfološkimi napakami (MAS). 

 

3.7 Ugotavljanje povzročitelja z metodo PCR  

3.7.1 Izolacija nukleinskih kislin 

Celokupne nukleinske kisline smo izolirali iz vzorcev brisov prepucija in vagine ter semenske 

tekočine. Pred postopkom izolacije smo brise namočili v 2 mL PBS (Dulbecco's phosphate 

buffered saline, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA) in jih 2 minuti stresali z vibracijskim 

stresalnikom Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, Latvija). Nato smo tekoči del vzorca prelili v 2-mL 

vijalo in jih do uporabe hranili v zamrzovalni skrinji pri –60 ⁰C ali manj. Nukleinske kisline smo 

po navodilu proizvajalca izolirali s kompletom reagentov QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen, 

Germantown, MD, ZDA), ki je namenjen za izolacijo molekul RNA in DNA ter temelji na 

kombinaciji selektivne vezave nukleinskih kislin na membrano na osnovi silicijevega dioksida. Za 

izolacijo smo uporabili 140 μL vzorca, ki smo ga predhodno odmrznili. Ob koncu postopka smo 

izolirano DNA raztopili s 60 μL elucijskega pufra in jo do nadaljnjih preiskav shranili pri 

temperaturi –60 ⁰C ali manj. 

Pred začetkom izolacije smo po navodilih proizvajalca pripravili pufer za spiranje AW1, ki smo 

mu dodali 98 mL 96-odstotnega etanola in pufer za spiranje z oznako AW2, ki smo mu dodali 66 

mL 96-odstotnega etanola. Pripravili smo nosilno RNA (cRNA) tako, da smo jo raztopili v 310 μL 

pufra AVE (sestavljen iz vode, proste RNA-ze in 0,04-odstotnega natrijevega azida) in po 60 μL 

tako pripravljene raztopine porazdelili v 1,5-mL epruvete. cRNA pomaga pri vezavi virusne RNA 

na silikonsko membrano, ki je vgrajena v kolono kita, predvsem ko gre za manjše število tarčnih 

molekul. Prav tako cRNA ščiti molekule RNA pred tistimi RNA-zami, ki preživijo delovanje 

liznega pufra. Liznemu pufru z oznako AVL smo dodali cRNA v razmerju 560 μL pufra AVL in 

5,6 μL raztopljene cRNA za en vzorec. 

V 560 μL pripravljenega liznega pufra smo dodali 140 μL vzorca, premešali na koničnem mešalu 

15 sekund in inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Nato smo vzorec na hitro centrifugirali 

približno 15 sekund, dodali 560 μL 96-odstotnega etanola, premešali na koničnem mešalu 15 

sekund in spet takoj centrifugirali. V označene kolone smo odmerili 630 μL vzorca (polovico), 
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centrifugirali eno minuto na 6000 x g, dodali še drugo polovico vzorca in spet centrifugirali 1 

minuto na 6000 x g. Zaprte kolone smo prestavili v nove epruvete, dodali 500 μL pufra AW-1 in 

spet centrifugirali 1 minuto na 6000 x g , ponovno zamenjali epruvete, dodali 500 μL pufra AW-2 

in centrifugirali 3 minute pri 20.000 x g. Po končanem centrifugiranju smo kolone prestavili v nove 

epruvete in še enkrat centrifugirali eno minuto pri 20.000 x g. Na koncu smo vezane nukleinske 

kisline raztopili z elucijskim pufrom AVE, tako da smo v kolono dodali 60 μL pufra AVE, 

inkubirali eno minuto pri sobni temperaturi ter centrifugirali eno minuto na 6000 x g, eluent smo 

shranili pri –70 ⁰C. 

3.7.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 

Za detekcijo mikoplazem smo uporabili konvencionalni PCR, ki temelji na pomnoževanju 600 bp 

dolgega odseka gena za 23S ribosomalno RNA različnih vrst mikoplazem (75) in specifični PCR, 

ki pomnožuje 247 bp dolg intergenski odsek (IGS) genoma med genoma za 16S in 23S rRNA 

M. canis (23). Za pomnoževanje odseka genoma za 23S RNA smo uporabili začetne 

oligonukleotide Myc-23s-F1388: 5` GTT TCC TGG GCA AGG TTC 3` in Myc-23s-R1982: 5` 

CCG TTA TAG TTA CGG CCG CC 3`. Za pomnoževanje IGS smo uporabili Myc1-IGS: 5` CAC 

CGC CCG TCA CAC CA 3` in specifični začetni oligonukleotid M. canis-R 5` CTG TCG GGG 

TTA TCT CGA C 3`. Za pripravo 20 µL PCR reakcije smo uporabili 10 µL dvakrat že komercialno 

pripravljene mešanice DreamTaq Green PCR Master Mix (Fermentas, Vilna,  Litva), 6 µL dvakrat 

destilirane vode, 1 µL (20 pmol) začetnega nukleotida Myc-23s-F1388 in 1 µL (20 pmol) 

Myc-23s-R1982 oziroma 1 µL (20 pmol) Myc1-IGS in 1 µL (20 pmol) začetnega nukleotida 

M. canis-R. Na koncu smo dodali 2 µL vzorca genomske DNA. Vzorce smo vstavili v ciklični 

termostat ABI 2700 (Applied Biosystems, Waltham, MA ZDA) in uporabili temperaturni program 

za izvedbo reakcije: začetna denaturacija 5 minut pri 95 ⁰C, 35 ponovitev s polminutno denaturacijo 

pri 95 ⁰C, polminutnim prilagajanjem začetnih oligonukleotidov in enominutnim pomnoževanjem 

novih kopij tarčnega gena. Reakcijo smo zaključili s petminutnim pomnoževanjem tarčnega gena 

pri 72 ⁰C. Pri vsakem testu smo uporabili pozitivno in negativno kontrolo. 

3.7.3 Dokazovanje produkta PCR v agaroznem gelu 

Pripravili smo 1,8-odstotni agarozni gel. V stekleno čašo smo odtehtali 2,2 g agaroze v prahu 

(Agarose, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA) in dodali 120 mL enkratnega pufra tris-acetat-
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EDTA (TAE, angl. tris-acetate-EDTA), ki smo ga pripravili iz 10-kratnega pufra TAE (UltraPure 

TAE Buffer, 10X, Invitrogen, Waltham, MA, ZDA). S segrevanjem v mikrovalovni pečici smo 

raztopino segreli do vrelišča in počakali, da se je agaroza popolnoma raztopila. Raztopino smo 

ohladili na približno 50 ⁰C, jo vlili v model, zatisnjen z gumijasto oblogo na obeh koncih, vstavili 

glavnik in počakali, da se je gel strdil. Gel smo skupaj z modelom brez tesnil prenesli v kadičko za 

elektroforezo, napolnjeno s pufrom TAE. V vdolbine v gelu smo nanesli 20 μL produkta PCR, ki 

je že vseboval nalagalni pufer. Poleg vzorcev smo v prvo in zadnjo vdolbinico gela nanesli tudi 

standardni označevalec velikosti DNA (GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Vilna, Litva). 

Ločevanje fragmentov DNA po velikosti je potekalo približno 45 minut pri sobni temperaturi pri 

električni napetosti 120 V. Kot usmernik električnega toka smo uporabili Power Pack P25 

(Biometra, Göttingen, Nemčija). Gel smo po končani elektroforezi obarvali z raztopino etidijevega 

bromida (BioRad, Hercules, CA, ZDA) in ga po 15 minutah barvanja sprali z vodo. Rezultate smo 

odčitali z UV transiluminatorjem (Gel Doc 1000, Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA). 

3.7.4 Prečiščevanje produktov PCR in določanje nukleotidnega zaporedja 

Primerno dolge produkte PCR, pomnožene z začetnimi oligonukleotidi Myc-23s-F1388 in 

Myc-23s-R1982, ki smo jih izrezali iz agaroznega gela, smo očistili s komercialnim kompletom 

FastGene Gel/PCR Extraction kit (Nippon Genetics Europe, Düren, Nemčija) po navodilih 

proizvajalca. Izrezani kos agaroznega gela z želenim produktom PCR smo vstavili v 1,5-mL 

epruveto, dodali 500 μL Binding buffer GP1 (Nippon Genetics Europe, Düren, Nemčija), dobro 

premešali na koničnem mešalu in inkubirali 10–15 minut pri 55 ⁰C, da se je gel popolnoma raztopil. 

Za vezavo DNA smo 800 μL raztopine prenesli na kolono FastGene GP (Nippon Genetics Europe, 

Düren, Nemčija) in centrifugirali 30 sekund pri 16.000 x g, tekočo fazo v zbirni epruveti smo 

odstranili in v kolono dodali 600 μL pufra za spiranje (Wash buffer GP2, Nippon Genetics Europe, 

Düren, Nemčija) ter centrifugirali 30 sekund pri 16.000 x g. Po končanem centrifugiranju smo 

kolono prestavili v čisto, suho epruveto in centrifugirali kolono še 2 minuti pri 16.000 x g, da smo 

iz nje popolnoma odstranili pufre, ter kolono prestavili v novo 1,5-mL epruveto. Za elucijo vezane 

DNA smo v kolono dodali 30 μL elucijskega pufra (Elution Buffer GP3, Nippon Genetics Europe, 

Düren, Nemčija) in pustili 2 minuti, da se je DNA popolnoma raztopila. Po končani inkubaciji smo 
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kolono centrifugirali 2 minuti pri 16.000 x g, da se je DNA izločila iz kolone. Kolono smo zavrgli, 

ekstrahirane produkte PCR pa smo shranili pri 4 ⁰C do uporabe. 

Tako očiščene produkte PCR smo poslali v laboratorij Macrogen na Nizozemskem 

(www.macrogen.com, Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemska), kjer so izvedli določanje 

nukleotidnega zaporedja po Sangerjevi metodi. 

3.7.5 Analiza nukleotidnih zaporedij 

Zbrane podatke o nukleotidnem zaporedju smo analizirali s programom Finch TV Verzija 1.4.0 

(Geospiza Inc., Seattle, WA, ZDA) in jih primerjali z že znanimi podatki v GenBank (76) s 

programom BLAST (angl. basic local alignment search tool) (77). 

3.7.6 Uporaba endogene kontrole 

Za ugotavljanje kakovosti odvzetega vzorca smo uporabili endogeno kontrolo 18S rRNA, Applied 

Biosystems® Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (Thermo Fischer Scientifc, Waltham, 

MA, ZDA), ki vsebuje začetne oligonukleotide in sondo, ki pomnožuje odsek ribosomalne 18S 

rRNA. Ta se nahaja v dednini vseh evkariontskih celic živalskih vrst, kar smo uporabili za 

primerjavo kakovosti odvzetih brisov. Za pomnoževanje 18S rRNA smo uporabili metodo 

obratnega prepisa z reverzno transkriptazo in verižno reakcijo PCR v realnem času. Za pripravo 15 

µL mešanice PCR smo uporabili 7,5 µL 2x RT-PCR pufra (AgPAth-ID One-Step RT-PCR master 

mix, Thermo Fischer Scientifc, Waltham, MA, ZDA), 0,6 µL 25x RT-PCR encimske mešanice, 

0,75 µL Applied Biosystems Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (Thermo Fischer 

Scientifc, Waltham, MA, ZDA), 4,15 µL destilirane vode ter na koncu 2 µL vzorca. Vzorce smo 

vstavili v ciklični termostat »real time PCR« aparature QuantStudio 3 (Applied Biosystems, 

Waltham, MA, ZDA) in uporabili temperaturni program za izvedbo reakcije: obratni prepis z 

reverzno transkriptazo 10 minut pri 45 ⁰C, denaturacijo reverzne transkriptaze in aktivacijo 

polimeraze 10 minut pri 95 ⁰C, 40 ponovitev s 15 sekund denaturacije pri 95 ⁰C in prileganje 

začetnih oligonukleotidov in sonde ter pomnoževanje novih kopij tarčnega gena pri 60 ⁰C 45 

sekund, v zadnjem koraku poteka tudi odčitavanje nastale fluorescence. 

 

http://www.macrogen.com/
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3.8 Metagenomska analiza vaginalnih in prepucialnih brisov  

Vaginalne in prepucialne brise smo na metagenomsko analizo poslali v laboratorij v ZDA 

(Diversigen Inc., New Brighton, MN, ZDA), ohlajene pri –80 ⁰C. Metagenomska analiza nam 

omogoča analizo celotne bakterijske raznovrstnosti. 

3.8.1 Analiza pomnožkov gena za 16S rRNA 

Izolacija celokupne DNA 

Vzorce so izolirali s kompletom DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Germantown, MD, ZDA) na 

aparaturi QiaCube HT (Qiagen, Germantown, MD, ZDA) z zbijanjem s kroglicami v ploščicah 

Powerbead Pro Plates (Qiagen, Germantown, MD, ZDA). 

Kvantifikacija DNA 

Vzorce so kvantificirali z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času z uporabo začetnih 

oligonukleotidov za variabilno regijo 4 (515f/806r) gena za 16S rRNA. 

Priprava knjižnic in sekvenciranje 

Knjižnice gena za 16S rRNA so pripravili po protokolu, ki so ga opisali Gohla in sodelavci (2016). 

Pomnoževanje variabilne regije V4 (515f/806r) gena 16S rRNA je potekalo z DNA-polimerazo 

KAPA HiFi. Knjižnice so sekvencirali na sistemu Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, ZDA) 

z obeh koncev (odčitki 2 × 250 bp) in kompletom MiSeq v3 (Illumina, San Diego, CA, ZDA).  

Nadzor kakovosti zaporedij 

Zaporedja DNA so filtrirali za nizko kakovost (vrednost Q < 30) in dolžino (< 50 bp) ter zaporedja 

adapterjev odstranili z orodjem Cutadapt (Illumina, San Diego, CA, ZDA). Pare odčitkov v formatu 

FastQ so na osnovi prekrivanja združili v enotne soseske (angl. contigs) v formatu FASTA s 

programskim orodjem SHI7. 

Analiza operacijskih taksonomskih enot 

Zaporedja so združili v operacijske taksonomske enote (angl. OTUs – operational taxonomic units) 

z uporabo zaprtega referenčnega pristopa na osnovi 97-odstotne identičnosti z zaporedji v 

podatkovni zbirki GreenGenes in z uporabo poravnave z vrzelmi z metodo BURST. Povezave so 

prekinili z minimaliziranjem skupnega števila edinstvenih OTUs. Za taksonomski pripis so 

vsakemu vhodnemu zaporedju določili najnižjega skupnega prednika, ki je bil skladen v vsaj 80 

odstotkih vseh referenčnih zaporedij, vezanih na najboljši zadetek. Vzorce z manj kot 1000 
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zaporedji so izločili iz nadaljnje analize. OTUs so merili z njihovo relativno zastopanostjo; to 

različico tabele OTUs so uporabili za vse nadaljnje analize. Za strnjene preglednice so tabelo OTUs 

strnili na ravni bakterijske vrste in debla v skladu z že opisano taksonomijo najnižjega skupnega 

prednika. Taksoni, ki jim taksonomije za določeno taksonomsko raven niso mogli nedvoumno 

pripisati, so za to raven opisani kot »drugo« (angl. other). 

Funkcijska analiza 

Zaporedjem so pripisali ortološke skupine po Kjotski enciklopediji genov in genomov (angl. 

KEGG KO – Kyoto encyclopedia of genes and genomes orthology) in s pomočjo programskega 

paketa za bioinformatiko PICRUSt. (angl. phylogenetic investigation of communities by 

reconstruction of unobserved states). KO (angl. KEGG orthology) so strnili na ravni 3 KEGG-poti in 

modulov. 

Raznolikost alfa in beta 

Cenilke raznolikosti alfa oz. raznolikosti znotraj vzorca (filogenetska raznolikost celotnega drevesa 

Faith–PD-Whole Tree, cenilke Chao1 in cenilke Shannon) in opaženo število OTUs so izračunali 

iz rarefakcijske tabele. Raznolikost beta oz. raznolikost med vzorci so izračunali na osnovi 

filtrirane tabele OTUs ter tehtane in netehtane razdalje UniFrac s programskim orodjem QIIME 

1.9.1. (angl. quantitative insights into microbial ecology). Bray-Curtisove razdalje (mera 

raznolikosti beta) so izračunali iz modulov KEGG in relativne zastopanosti encimov s 

programskim orodjem QIIME 1.9.1. OTUs, nastavljene na najmanjšo dovoljeno globino za vzorec 

(1.000), so strnili s programskim orodjem QIIME v 1.9.1. 

 

3.9  Ugotavljanje specifičnih protiteles z metodo DIBA 

Za dokazovanje specifičnih protiteles proti mikoplazmam smo uporabili metodo DIBA. Membrano 

PVDF (Immobilon-P PVDF Membrane, Merck Millipore, Burlington, MA, ZDA; velikost por 0,45 

µm) smo aktivirali v 100-odstotnem metanolu (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA) in spirali v 

destilirani vodi. S pipeto smo na membrano nanesli 2 μL ustrezne razredčitve antigena (celični lizat 

različnih sevov mikoplazem: M. canis Larissa, M. canis PG14, M. cynos 896, M. cynos 2296 in 

M. molare) in jo 1 uro inkubirali v blokadi 0,5-odstotnega Tween-PBS (Tween 20, Merck 

Millipore, Burlington, MA, ZDA) v fosfatnem pufru (Dulbecco`s phosphate buffered saline, 
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Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA) pri sobni temperaturi za blokiranje prostih vezavnih mest. 

Trakove smo nato inkubirali v preiskovanem serumu (redčitev 1 : 100) uro in pol pri sobni 

temperaturi. Trakove membrane smo spirali trikrat 10 minut s pufrom 0,05 odstotnega Tween-PBS. 

Po spiranju smo trakove membran 1 uro inkubirali v raztopini s sekundarnimi kunčjimi protitelesi 

proti pasjim protitelesom (Rabbit Anti-dog IgG, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA), 

konjugiranih s hrenovo peroksidazo, predhodno razredčenih v PBS v razmerju 1 : 1000 pri sobni 

temperaturi. Sledilo je ponovno spiranje dvakrat 10 minut v 0,05-odstotnem Tween 20 v PBS in 

nato desetminutno spiranje v PBS. Po spiranju smo membrano delno osušili in jo prelili s 

substratom True Blue (KPL, Gaithersburg, MD, ZDA) za vizualizacijo reakcije. Potem smo 

membrano za 30 sekund potopili v PBS, ki je reakcijo zaustavil. 

 

3.10 Ugotavljanje specifičnih protiteles z metodo analize po Westernu 

Proteine celičnih lizatov mikoplazem (M. canis Larissa, M. canis PG14 in M. cynos) smo ločili s 

postopkom gelske poliakrilamidne elektroforeze v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-

PAGE). Uporabili smo prirejeno metodo po Laemmliju (71). Uporabili smo predpripravljen 

NuPAGE Bis-Tris gel z 10 ali 15 žepki (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ZDA). Za 

ločevanje vzorcev smo uporabili elektroforezni sistem Xcell SureLock Mini Cell (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA, ZDA). Na gel smo nanašali vzorce, redčene v 5 x Laemmli nanašalnem 

pufru in 20 x DTT (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ZDA), ki smo jih pred nanosom na 

gel inkubirali pri 95 ⁰C 10 minut. Ločevanje je potekalo do 70 minut pri 180 V. Za lažje sledenje 

poteku elektroforeze ter preverjanje velikosti proteinov na poliakrilamidnem gelu ali membrani 

PVDF smo uporabili velikostni standard PageRuler TM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, ZDA). Po končani elektroforezi smo gel pobarvali z 

reverzibilnim barvilom Ponceau S (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA ), nato pa proteine iz 

gela prenesli na membrano PVDF (0,45 µm, Immobilion-P, Millipore, Sigma-Aldrich, Burlington, 

MA, ZDA) v sistemu Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA). Prenos je potekal 90 

minut pri 100 V. Membrano PVDF s prenešenimi proteini smo uporabili za imunsko določanje 

iskanih proteinov z uporabo specifičnih protiteles. Membrano smo 1 uro blokirali v pufru PBS z 

dodanim 0,5-odstotnim Tween 20 (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, ZDA). Temu je sledila 
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inkubacija v ustrezno redčeni raztopini serumov, ki je trajala 1 uro. Membrano smo po inkubaciji 

v serumu trikrat sprali v pufru PBS z 0,05-odstotnim Tween 20 in jo nato 45 minut inkubirali v 

sekundarnih protitelesih, redčenih 1 : 1000. Sekundarna protitelesa, ki so bila označena s hrenovo 

peroksidazo, so se vezala na primarna protitelesa in omogočila, da smo lahko vizualno zaznali 

obarvane proteinske lise. Po dodatnem spiranju z 0,05-odstotnim Tween 20-PBS smo na membrano 

nanesli kromogeni substrat TrueBlue (KPL, Gaithersburg, MD, ZDA), ki je v stiku s hrenovo 

peroksidazo povzročil spremembo barve na delu membrane, kjer so vezana sekundarna protitelesa. 

Modro obarvanje dela membrane povzroči, da vidimo, pri katerem proteinu je prišlo do imunske 

reakcije.  

3.11 Statistične metode 

Rezultate smo statistično analizirali s programom SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, 

CA, ZDA). Za vse podatke smo izračunali opisno statistiko in določili srednje vrednosti in 

standardno napako. Statistično metodo Shapiro-Wilk smo uporabili za ugotavljanje normalnosti 

porazdelitve podatkov. Če so bili podatki normalno porazdeljeni (Shapiro-Wilk test > 0,05), smo 

statistično pomembne razlike med preučevanimi skupinami statistično analizirali s parametričnimi 

testi oziroma na podlagi enosmerne analize variance (ANOVA), ki ji je sledil Holm-Sidakov test 

za večkratne primerjave. Če podatki niso bili normalno razporejeni (Shapiro-Wilk test < 0,05), smo 

statistično pomembne razlike med preučevanimi skupinami analizirali z neparametričnimi 

statističnimi testi, in sicer Kruskal-Wallisovim testom in testom hi-kvadrat, kjer smo v primeru 

statistično značilnih razlik uporabili Fisher-Exact test za primerjavo dveh skupin. Upoštevana 

stopnja statistične značilnosti je 0,05. 
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4 REZULTATI 

4.1 Klinični pregled in ultrazvočni pregled sečil in spolovil 

Klinični pregled in ultrazvočni pregled smo opravili pri vseh 52 pacientih.  

Ultrazvočne ugotovitve in odstopanja pri samicah so zbrana v tabeli 5.  

Tabela 4: Rezultati ultrazvočnega pregleda – samice 

Table 4: Results of ultrasonographic examination – females 

 

bp – brez posebnosti;  ster. – sterilizirana; zad. stena – zadebeljena stena 

 

Ultrazvočne ugotovitve in odstopanja pri samcih so zbrana v tabeli 5. 

Tabela 5: Rezultati ultrazvočnega pregleda – samci 

Table 5: Results of ultrasonographic examination – males 

 

s. mehur – sečni mehur; bp – brez posebnosti; kastr. – kastrat; t. mod – tumor na modih; bhp – benigna hiperplazija 

prostate 

 

S kliničnim pregledom smo pri pacientih iz skupine z obolenji sečil in spolovil pri enem samcu 

ugotovili prisotnost bolečine ob palpaciji trebuha, pri dveh samicah pa minimalno količino izcedka 

iz zunanjega spolovila. Ultrazvočno smo le pri 1 psici od 5 s ponavljajočimi se uroinfekti ugotovili 

zadebeljeno steno sečnega mehurja (Slika 6), debelina stene je bila 5 mm. Pri klinično zdravih psih 

je debelina stene mehurja 1,4–1,6 mm, ko je zmerno napolnjen, in 2,3 mm, ko je skoraj prazen 

(78).  

bp zad. stena bp ciste bp tekočina

obolenja sečil in spolovil 4 1 5

plodnostne motnje 9 1 8 2 10

kontrolna skupina 4 3 1 10 14

29

število 

psic

sečni mehur jajčniki maternica 

ster.

s. mehur

bp bp kastr. t. mod bhp bp ciste

obolenja sečil in spolovil 1 1 1 2

plodnostna motnje 4 3 1 4

kontrolna skupina 10 5 2 3 10 4 17

23

moda prostata število 

psov
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Slika 6: Ultrazvočna slika zadebeljene stene sečnega mehurja (med puščicama; debelina 5 mm) – levo. Desno – slika 

stene sečnega mehurja pacienta iz kontrolne skupine (med puščicama; debelina 1,3 mm). 

Figure 6: Ultrasonographic image of a thickened bladder wall (between the arrows; 5 mm thick) – left. Right – image 

of the bladder wall of a patient from the control group (between arrows; thickness 1.3 mm). 

 

Na podlagi citološkega pregleda vaginalnega brisa so bile vse samice v skupini z obolenji sečil in 

spolovil v fazi anestrusa. 

V skupini z obolenji sečil in spolovil sta bila pregledana tudi 2 samca (en kastrat in en intakten). 

Pri intaktnem samcu smo v prostati ugotovili ultrazvočno vidne ciste brez zaznavnih kliničnih 

znakov. 

S kliničnim pregledom pri pacientih iz skupine s plodnostnimi motnjami nismo ugotovili kliničnih 

odstopanj. Pregledali smo 10 samic. Samo pri 2 samicah smo z ultrazvočno preiskavo opazili 

tekočino v lumnu maternice in pri 1 ciste na jačnikih. Na podlagi citološkega pregleda vaginalnega 

brisa so bile 4 samice v fazi estrusa, 5 v fazi diestrusa in ena v fazi anestrusa. Pri 1 samici smo 

ugotovili ciste na jajčnikih (Slika 7), kar je lahko razlog za neuspešno oploditev. Samica je bila v 

fazi estrusa; lastniki so jo že v prejšnji gonitvi parili, vendar parjenje ni bilo uspešno.  
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Slika 7: Ultrazvočna slika cist na jajčniku (puščici) pri psici v fazi estrusa 

Figure 7: Ultrasonographic image of  ovarian cysts in a bitch (arrows) in the estrus phase 

Pri 2 samicah smo v lumnu maternice ugotovili tekočino. Hidrometra ali mukometra je lahko 

posledica povišane ravni progesterona v diestrusu in lahko vodi do zmanjšane plodnosti in verjetno 

povečanega tveganja za razvoj hujše bolezni maternice (Slika 8).  

 

 

Slika 8: Ultrazvočna slika tekočine v maternici (puščici) pri psici v fazi diestrusa 

Figure 8: Ultrasonographic image of uterine fluid (arrows) in a bitch in the diestrus phase 

V skupini psov s plodnostnimi motnjami smo pregledali 4 samce, v času pregleda so bili stari 4–6 

let (povprečna starost 5 ± 0,8). Pri 1 smo ugotovili ciste v prostati brez zaznavnih kliničnih 

odstopanj.  
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S kliničnim pregledom pri pacientih iz kontrolne skupine nismo ugotovili kliničnih odstopanj. 

Pregledali smo 14 samic (4 intaktne in 10 steriliziranih). Z ultrazvočnim pregledom smo pri 1 od 

4 intaktnih samic ugotovili minimalno količino tekočine v maternici. Samica je bila v fazi diestrusa, 

v kateri tekočino v matenici lahko ugotovimo zaradi povišane koncentracije progesterona. Pred 

tem ni bila parjena. Pri preostalih 3 od 4 intaktnih samic nismo ugotovili odstopanj. Na podlagi 

citološkega pregleda brisa sta bili 2 samici v fazi estrusa, 2 v fazi diestrusa. Pri 10 steriliziranih 

samicah nismo zaznali ultrazvočnih odstopanj. 

V kontrolni skupini smo pregledali 12 intaktnih in 5 kastriranih samcev. Pri 2 intaktnih samcih smo 

ugotovili benigno hiperplazijo prostate (Slika 9) in sočasno tumor mod (Slika 10).  

 

 

Slika 9: Ultrazvočna slika benigne hiperplazije prostate s cistami (puščici) pri intaktnem samcu 

Figure 9: Ultrasonographic image of a benign prostatic hyperplasia with cysts (arrows) in intact male 

 

Slika 10: Ultrazvočna slika tumorja na modih (puščice) 

Figure 10: Ultrasonographic image of the testicular tumors (arrows) 
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Pri 4 intaktnih samcih smo ugotovili ciste v prostati, pri 1 pa benigno hiperplazijo prostate. Pri 5 

kastriranih samcih ultrazvočno nismo ugotovili odstopanj. 

 

Klinični pregled smo opravili tudi pri 3 pacientih po zdravljenju (samec iz skupine z obolenji sečil 

in spolovil ter samica in samec iz skupine s plodnostnimi motnjami). Kliničnih odstopanj nismo 

zaznali. 

 

4.2 Rezultati hematološke analize 

Hematološki parametri pacientov, razdeljenih po skupinah, so zbrani v prilogi 2. Statistična analiza 

je bila opravljena znotraj posamezne preiskovane skupine kot tudi ločeno za samce in samice iz 

posameznih skupin. Opisani so samo rezultati, kjer je bilo značilno odstopanje. 

4.2.1 Psi z obolenji sečil in spolovil 

Edino značilno odstopanje smo ugotovili ob ugotavljanju vrednosti hemoglobina pri psih v skupini 

z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis v primerjavi s kontrolno skupino 

(P = 0,022). Povprečna vrednost hemoglobina pri psih s potrjeno okužbo z M. canis v skupini z 

obolenji sečil in spolovil je bila najnižja, vendar še vedno znotraj referenčnih vrednosti (referenčne 

vrednosti 129–184 g/L). Rezultati so prikazani v tabeli 6. 

Tabela 6: Vrednost koncentracije hemoglobina pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z 

M. canis v primerjavi s kontrolno skupino – enosmerna analiza variance (ANOVA) 

Table 6: Hemoglobin concentration value in dogs in the urogenital group with confirmed M. canis infection compared 

to the control group – one-way analysis of variance (ANOVA) 

 

x̅ = povprečna vrednost; σ = standardni odklon 

 

Med psicami z obolenji sečil in spolovil in kontrolno skupino nismo zaznali značilnih razlik.  

V skupini sta bila zastopana samo 2 samca, zato morebitnih značilnih razlik ni bilo mogoče 

ugotavljati. 

n x̅ σ F(3, 22) p

M. canis 3 138,000 23,065

negativno 3 179,000 13,000

M. canis 6 177,167 15,562

negativno 14 167,786 17,716

3,908 0,022

obolenja sečil 

in spolovil

kontrolna 

skupina

hemoglobin (g/L)
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Pri drugih hematoloških parametrih nismo zaznali značilnih odstopanj. 

4.2.2 Psi s plodnostnimi motnjami 

Pri nobenem hematološkem parametru nismo ugotovili značilnih odstopanj pri psih v skupini s 

plodnostnimi motnjami v primerjavi s kontrolno skupino. Prav tako nismo ugotovili značilnih 

razlik pri samicah v tej skupini. Ker so bili v skupini samo 4 samci in od tega 1 z dokazano okužbo 

z M. canis in 1 negativen, morebitnih značilnih razlik ni bilo mogoče ugotavljati.  

4.3 Rezultati analize izbranih biokemijskih parametrov 

Analize biokemijskih parametrov pacientov, razdeljenih po skupinah, so zbrane v prilogi 3. 

Statistična analiza je bila opravljena znotraj posamezne preiskovane skupine kot tudi ločeno za 

samce in samice iz posameznih skupin. Opisani so samo rezultati, kjer je bilo statistično značilno 

odstopanje. 

4.3.1 Psi z obolenji sečil in spolovil 

Značilne razlike smo ugotovili samo ob ugotavljanju vrednosti kreatinina pri psih v skupini z 

obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis v primerjavi s tistimi, ki niso imeli potrjene 

okužbe (P = 0,014). Vrednost kreatinina pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno 

okužbo z M. canis je bila najnižja, vendar je bil parameter znotraj referenčnih vrednosti (44,2–

132,6 µmol/L). Rezultati so prikazani v tabeli 7. 

Tabela 7: Vrednost koncentracije kreatinina pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil in kontrolni skupini – 

enosmerna analiza variance (ANOVA)  

Table 7: Creatinine concentration values in dogs in the urogenital and control groups – one-way analysis of variance 

(ANOVA)  

 

x̅ = povprečna vrednost; σ = standardni odklon  

 

Prav tako nismo zaznali značilnih odstopanj pri izbranih biokemijskih parametrih pri samicah v tej 

skupini.  

n x̅ σ F(3, 22) p

M. canis 3 47,097 39,764

negativno 3 111,440 20,863

M. canis 6 85,040 21,192

negativno 14 82,987 18,102

4,394 0,014

kreatinin (µmol/L)

obolenja sečil 

in spolovil

kontrolna 

skupina
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V skupini sta bila zastopana samo 2 samca, zato morebitnih značilnih razlik zaradi majhnega 

vzorca ni bilo mogoče ugotavljati. 

 

4.3.2 Psi s plodnostnimi motnjami 

Pri nobenem od izbranih biokemijskih parametrov nismo zaznali značilnih razlik v skupini psov s 

plodnostnimi motnjami. Prav tako nismo ugotovili značilnih odstopanj pri samicah v tej skupini.  

Ker so bili v skupini samo 4 samci in od tega 1 z dokazano okužbo z M. canis in 1 negativen, 

značilnih razlik zaradi premajhnega vzorca ni bilo mogoče ugotovljati. 

 

4.4 Pregled urina 

Analize urinskih parametrov pacientov, razdeljenih po skupinah, so zbrane v prilogi 4. Statistična 

analiza je bila opravljena znotraj posamezne preiskovane skupine kot tudi ločeno za samce in 

samice iz posameznih skupin. Opisani so samo rezultati, kjer je bilo značilno odstopanje. 

4.4.1 Urinski parametri pri psih z obolenji sečil in spolovil 

4.4.1.1 Bilirubin 

Značilne razlike smo ugotovili v koncentraciji bilirubina v urinu pri psih v skupini z obolenji sečil 

in spolovil (P = 0,032). Pri psih s potrjeno okužbo z M. canis smo pogosteje ugotovili bilirubin v 

urinu kot pri psih brez okužbe in pri tistih v kontrolni skupini (Tabela 8). 

Tabela 8: Koncentracija bilirubina v urinu pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis 

v primerjavi s kontrolno skupino – test hi-kvadrat  

Table 8: Urinary bilirubin concentrations in dogs in the group with urogenital diseases with confirmed M. canis 

infection compared to the control group – chi-square test 

 

n POZ NEG χ2 p

M. canis 3 2 1

negativno 3 1 2

M. canis 6 2 4

negativno 14 0 14

8,832 0,032

bilirubin

obolenja sečil 

in spolovil

kontrolna 

skupina
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4.4.1.2 Glukoza 

Značilne razlike smo ugotovili tudi v koncentraciji glukoze v urinu pri psih v skupini z obolenji 

sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis v primerjavi s kontrolno skupino (P = 0,047). Vendar 

gre za majhno skupino 7 pacientov in odstopanje le pri 1 pacientu (Tabela 9). 

Tabela 9: Prisotnost glukoze v urinu pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis v 

primerjavi s kontrolno skupino – test hi-kvadrat  

Table 9: Presence of glucose in dogs in the group with urogenital diseases with confirmed M. canis infection compared 

to the control group – chi-square test  

 

4.4.1.3 Levkociti 

Značilne razlike smo ugotovili v prisotnosti levkocitov v sedimentu urina samo pri samicah v 

skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo z M. canis (100 %) v primerjavi s kontrolno 

skupino (P = 0,002) (Tabela 10).  

Tabela 10: Prisotnost levkocitov v sedimentu urina pri samicah v skupini z obolenji sečil in spolovil s potrjeno okužbo 

z M. canis v primerjavi s kontrolno skupino – test hi-kvadrat 

Table 10: Presence of leukocytes in bitches in the group with urogenital diseases with confirmed M. canis infection 

compared to the control group – chi-square test 

 

 

V skupini sta bila zastopana samo 2 samca, zato zaradi majhnega vzorca razlik ni bilo mogoče 

statistično ugotavljati. 

4.4.2 Urinski parametri pri psih s plodnostnimi motnjami 

Pri nobenem od izbranih urinskih parametrov nismo zaznali značilnih razlik pri psih v skupini s 

plodnostnimi motnjami. 

n 5,5 NEG χ2 p

M. canis 3 1 2

negativno 3 0 3

M. canis 6 0 6

negativno 14 0 14

7,973 0,047

glukoza (mmol/L)

obolenja sečil 

in spolovil

kontrolna 

skupina

n POZ NEG χ2 p

M. canis 2 2 0

negativno 2 0 2

M. canis 2 0 2

negativno 9 0 9

levkociti

obolenja sečil 

in spolovil
15 0,002

kontrolna 

skupina
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Značilne razlike smo ugotovili v koncentraciji bilirubina v urinu pri samicah v skupini s 

plodnostnimi motnjami (P = 0,026) v primerjavi s samicami iz kontrolne skupine, vendar je razlika 

neodvisna od potrjene okužbe z M. canis (Tabela 11). 

Tabela 11: Koncentracija bilirubina v urinu pri samicah v skupini s plodnostnimi motnjami v primerjavi s samicami v 

kontrolni skupini – test hi-kvadrat 

Table 11: Urinary bilirubin concentration in urine in bitches in the group with fertility disorders compared to bitches 

in the control group – hi-square test 

 

 

Ker so bili v skupini s plodnostnimi motnjami le 4 samci in od tega 1 z dokazano okužbo z M. canis 

in 1 negativen, razlik zaradi majhnega vzorca ni bilo mogoče statistično ugotavljati. 

4.4.3 Primerjava vrednosti urinskih parametrov med skupinami 

Statistična analiza je bila opravljena znotraj posamezne preiskovane skupine kot tudi ločeno za 

samce in samice med posameznimi skupinami. Opisani so samo rezultati, kjer je bilo značilno 

odstopanje. 

4.4.3.1 Bakteriurija v skupini z obolenji sečil in spolovil 

Po pričakovanjih je bila bakteriurija značilno pogostejša pri psih v skupini z obolenji sečil in 

spolovil (100 %) v primerjavi s preostalima skupinama (P = 0,039) (Tabela 12). 

Tabela 12: Prisotnost bakterij v urinu pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil v primerjavi s preostalima 

skupinama – test hi-kvadrat  

Table 12: Presence of bacteria in urine in dogs in the group with urogenital diseases compared to other groups – hi-

square test  

 

n NEG POZ χ2 p

M. canis 5 2 3

negativno 4 1 3

M. canis 2 1 1

negativno 9 9 0

0,0269,231

bilirubin

plodnostne 

motnje

kontrolna 

skupina

n NEG POZ χ2 p

7 0 7

14 8 6

31 14 17

6,499 0,039

bakteriurija

kontrolna skupina

plodnostne motnje

obolenja sečil in spolovil
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4.4.3.2 Hematurija v skupini z obolenji sečil in spolovil 

Poleg tega je pričakovano v skupini psov z obolenji sečil in spolovil, v primerjavi s skupino psov 

s plodnostnimi motnjami in kontrolno skupino, značilno pogostejša tudi hematurija (P = 0,015). 

Rezultati so prikazani v tabeli 13. 

Tabela 13: Prisotnost krvi v urinu pri psih v skupini z obolenji sečil in spolovil v primerjavi s preostalima skupinama 

– test hi-kvadrat 

Table 13: Presence of blood in urine in dogs in the group with urogenital diseases compared to other groups – chi-

square test 

 

4.4.3.3 Ugotavljanje bilirubina pri samicah 

Značilne razlike smo ugotovili pri ugotavljanju koncentracije bilirubina pri samicah med 

preiskovanimi skupinami (P = 0,020) (Tabela 14). 

Tabela 14: Koncentracija bilirubina v urinu pri samicah med preiskovanimi skupinami – test hi-kvadrat 

Table 14: Urinary bilirubin concentration in bitches between study groups – hi-square test

 

S Fisherjevim eksaktnim testom pa smo dokazali, da značilno odstopajo samice iz skupine s 

plodnostnimi motnjami (delež 60 %) v primerjavi s samicami v kontrolni skupini (delež 7 %) 

(P = 0,009) (Tabela 15). Značilnega odstopanja med samicami v skupini z obolenji sečil in spolovil 

v primerjavi s kontrolno skupino ni bilo.  

Tabela 15: Koncentracija bilirubina v urinu pri samicah iz skupine s plodnostnimi motnjami v primerjavi s samicami 

v kontrolni skupini – Fisherjev eksaktni test 

Table 15: Urinary bilirubin concentration in bitches from the fertility disorder group compared to females in the control 

group – Fisher-Exact test 

 

n NEG POZ χ2 p

7 1 6

14 11 3

31 20 11

hematurija

obolenja sečil in spolovil

8,436 0,015plodnostne motnje

kontrolna skupina

n POZ NEG χ2 p

5 2 3

10 6 4

14 1 13

bilirubin

obolenja sečil in spolovil

7,842 0,020plodnostne motnje

kontrolna skupina

n POZ NEG p

10 6 4

14 1 13
0,009

plodnostne motnje

kontrolna skupina

bilirubin
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4.4.3.4 Prisotnost levkocitov pri samicah  

Značilne razlike smo ugotovili v prisotnosti levkocitov v sedimentu urina pri samicah med 

preiskovanimi skupinami (P = 0,006). Levkociti so bili prisotni samo pri samicah v skupini z 

obolenji sečil in spolovil (40 %) (Tabela 16). 

Tabela 16: Prisotnost levkocitov v sedimentu urina pri samicah med preiskovanimi skupinami – test hi-kvadrat 

Table 16: Presence of leukocytes in urine in bitches between study groups – hi-square test

 

Značilne razlike smo ugotovili ob ugotavljanju koncentracije bilirubina v urinu pri samcih med 

preiskovanimi skupinami (P = 0,012). Višji delež bilirubina v urinu smo ugotovili tako pri samcih 

v skupini z obolenji sečil in spolovil (100 %), čeprav je vzorec majhen (n = 2), kot tudi pri samcih 

v skupini s plodnostnimi motnjami (75 %) v primerjavi s kontrolno skupino (18 %) (Tabela 17). 

Tabela 17: Koncentracija bilirubina v urinu pri samcih med preiskovanimi skupinami – test hi-kvadrat 

Table 17: Urinary bilirubin concentration in males between study groups – hi-square test 

 

 

  

n POZ NEG χ2 p

5 2 3

10 0 10

14 0 14

10,311 0,006plodnostne motnje

kontrolna skupina

levkociti

obolenja sečil in spolovil

n POZ NEG χ2 p

2 2 0

4 3 1

17 3 14

bilirubin

obolenja sečil in spolovil

8,803 0,012plodnostne motnje

kontrolna skupina
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4.5 Pregled semena 

Po odvzemu semena smo določili barvo, vonj in količino pridobljenega semena ter opravili 

osnovno mikroskopsko preiskavo, ki vključuje določanje gibljivosti, ugotavljanje morfoloških 

sprememb in določitev koncentracije semenčic. Na podlagi izračunov smo v ejakulatu oz. vzorcu 

semena določili skupno število semenčic, število progresivno gibljivih in morfološko normalnih 

semenčic. Skupno in progresivno gibljivost semenčic v vzorcu smo določali z računalniško analizo.  

 

Trije samci v semenski tekočini niso imeli prisotnih spermijev (azoospermija), 1 samec pa ni dajal 

semena (aspermija). S pomočjo metode PCR smo pregledali tudi semensko tekočino pri 3 samcih. 

Rezultati so bili skladni z rezultati prepucialnih brisov (Tabela 18). 

Tabela 18: Preglednica samcev s plodnostnimi motnjami 

Table 18: Table of males with fertility disorders 

mikoplazme – druge mikoplazme 

Samec, ki je bil z metodo PCR pozitiven na druge mikoplazme, se je paril šestkrat, vendar 

neuspešno. Seme pred paritvijo ni bilo nikoli pregledano. Drugi samec, ki je bil z metodo PCR 

prav tako pozitiven na druge mikoplazme, se je paril dvakrat, po besedah lastnice uspešno, število 

preživelih mladičev ni znano.Samec, ki je bil z metodo PCR negativen, se je uspešno paril samo 

enkrat, števila preživelih mladičev nam lastnik ni želel zaupati. Edini samec, ki je bil z metodo 

PCR pozitiven na M. canis, spolnega nagona nima izraženega in z digitalno manipulacijo ni dajal 

semena. Živi z intaktno psico, lastnik samico pripušča dvakrat letno, vendar se do zdaj še ni 

obrejila.  

V kontrolni skupini psov so bili pregledani tudi 4 samci, ki niso imeli plodnostnih motenj (Priloga 

5; I).  

št. 

pacienta

starost v 

letih semenska tekočina

prepucialni bris 

PCR

semenska tekočina 

PCR

8 6 azoospermija mikoplazme mikoplazme

9 4 azoospermija negativno negativno

13 5 aspermija M. canis ni bilo ejakulata

15 5 azoospermija mikoplazme mikoplazme
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Oba samca, ki sta bila z metodo PCR pozitivna na M. canis, imata nižje število semenčic v ejakulatu 

kot samca, ki sta bila bodisi negativna ali pa pozitivna na druge mikoplazme. Starejši samec, ki je 

bil pozitiven na M. canis, ima volumsko nižjo količino semena kot mlajši samec, ki je bil pozitiven 

na M. canis, ali pa samec, ki je bil negativen, vendar se je uspešno paril že enajstkrat tako v 

Sloveniji kot v tujini. Gibljivost semenčic v odstotkih je bila pri starejšem samcu, pozitivnem na 

M. canis, najnižja v celotni preiskovani skupini samcev (85 %), ostali 3 pacienti so imeli odstotek 

enak (90 %). Edini samec, ki je bil pozitiven na druge mikoplazme, je imel volumsko najnižjo 

količino semena od vseh 4 pregledanih samcev, vendar daruje seme desetkrat na leto tako v 

Sloveniji kot v tujini. Približno vsako 9. darovanje semena je bilo uporabljeno za umetno oploditev. 

Samec, ki je bil negativen na mikoplazme, ima najvišje število semenčic v ejakulatu in tudi drugo 

najvišje volumsko količino semena, ni pa še imel potomcev. Mlajši samec, ki je bil pozitiven na 

M. canis, ima drugo najnižje število semenčic v ejakulatu in volumsko najvišjo količino semena v 

skupini. Potomcev ta pacient še ni imel. 

Mikroskopski pregled semena takoj ob odvzemu je pokazal, da ima samec, ki je bil negativen, 

najvišji odstotek morfološko normalnih spremijev (84 %), sledita mu oba samca, ki sta bila 

pozitivna na M. canis (76 % in 78 %), najnižji odstotek pa je imel samec, ki je bil pozitiven na 

druge mikoplazme (51 %). Mikroskopski pregled semena po 3 urah je pokazal, da ima najvišji 

odstotek (79 %) morfološko normalnih spermijev mlajši samec, ki je bil pozitiven na M. canis. 

Sledi samec, ki je bil negativen (64 %), nato starejši samec, ki je bil pozitiven na M. canis (48 %), 

in samec, ki je bil pozitiven na druge mikoplazme (42 %). 

Takoj po odvzemu semena sta bila opravljena osnovni pregled za določanje morfoloških napak in 

računalniška analiza semena (Priloga 5; II in III). S pomočjo metode PCR smo pregledali tudi 

semensko tekočino pri vseh samcih. Rezultati so bili skladni z rezultati prepucialnih brisov (Priloga 

5; IV). 
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4.6 Ugotavljanje povzročitelja z metodo PCR iz vaginalnih in prepucialnih brisov 

Za ugotavljanje genomske DNA mikoplazem v vaginalnih in prepucialnih brisih smo uporabili dve 

različni metodi PCR, v nadaljevanju imenovani PCR mikoplazme in PCR za M. canis. Z metodo 

PCR mikoplazme smo dobili produkte ustrezne dolžine pri 29/52 preiskovanih vzorcev brisov 

(Slika 11). Različne mikoplazme smo potrdili pri 4 od 7 pacientov iz skupine z obolenji sečil in 

spolovil, pri 10 od 14 pacientov iz skupine s plodnostnimi motnjami in 15 od 31 pacientov iz 

kontrolne skupine.  

 

Slika 11: Elektroforezni gel 

Slika prikazuje 600 bp dolge PCR produkte odseka gena za 23S RNA gena mikoplazem v nekaterih vzorcih vaginalnih 

in prepucialnih brisov psov. V 1. in 18. stolpcu je označevalec (M)  velikosti 100 bp (GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, 

Fermentas, Litva) za oceno dolžine produktov. V stolpcih od 2 do 16 so PCR produkti za posamezne vzorce; številke 

predstavljajo oznake pacientov. V stolpcu 17 je pozitivna kontrola (PK). 

Figure 11: Electrophoresis gel  

The figure shows 600 bp long PCR products of the 23S RNA gene section of the mycoplasma gene in some samples 

of dog vaginal and preputial swabs. Columns 1 and 18 contain a 100 bp marker (M) (GeneRuler, 100 bp DNA Ladder, 

Fermentas, Lithuania) to estimate product length. Columns 2 to 16 contain PCR products for individual samples; the 

numbers represent patient labels. Column 17 is a positive control (PK). 

 

Nukleotidna zaporedja smo s programom Finch TV uredili tako, da smo primerjali zaporedje, 

dobljeno z obema začetnima oligonukleotidoma, ter izločili neberljive začetne in končne dele 

zaporedja. S programom BLAST smo urejena zaporedja v dolžini od 520 do 600 nukleotidov 

primerjali z javno dostopnimi zaporedji v podatkovni banki GenBank. Nukleotidno zaporedje  smo 

uspešno določili pri 26/29 (90 %) pozitivnih vzorcev. V 17 primerih (65 %) je bil signal v dobljenih 

elektroferogramih jasen, v 9 primerih (35 %) pa smo dobili mešano nukleotidno zaporedje. Primer 

različno berljivih elektroferogramov je prikazan na spodnji sliki (12). V prilogi 6 so prikazani 
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rezultati za posamezne vzorce. V primeru mešanih signalov smo v tabeli ločeno označili vrsto, s 

katero smo v programu BLAST dobili najvišjo nukleotidno podobnost. Nukleotidno zaporedje 

M.canis smo potrdili v 9/29 (31 %) PCR – mikoplazma pozitivnih vzorcih. V 4/9 (44 %) primerov 

je imelo primerjano zaporedje od 99- do 100-odstotno podobnost z zaporedjem M. canis iz 

podatkovne banke GenBank. V 5/9 (56 %) primerov smo dobili mešani signal, kljub temu so bili 

rezultati primerjave BLAST najbolj podobni zaporedju M. canis z 78- do 99-odstotno podobnostjo.  

 

Slika 12: Elektroferogram  

Elektroferogram delnega zaporedja gena za ribosomalno 23S RNA za vzorec z oznako pacienta št. 2 in vzorec z oznako 

pacienta št. 17. Z rdečimi pikami so označene pozicije nukleotidov, kjer je bilo zaznanih več različnih signalov. 

Figure 12: Electropherogram  

Partial sequence electropherogram of the ribosomal 23S RNA gene for sample patient no. 2 and sample patient no. 17. 

The red dots indicate the positions of the nucleotides where several different signals have been detected. 

 

Z metodo PCR za M. canis smo skupno analizirali 52 vzorcev vaginalnih in prepucialnih brisov. 

Genomsko DNA M. canis smo potrdili v 15 brisih, vsi ti vzorci so bili pozitivni tudi z metodo 

PCR – mikoplazme, medtem ko smo z določanjem nukleotidnega zaporedja potrdili M. canis v 

9/15 (60 %) vzorcev, pozitivnih s specifično metodo PCR za M. canis. Rezultati za posamezne 

vzorce v posameznih testiranih skupinah so prikazani v prilogi 6. 

 

M. canis smo potrdil pri 3/7 (43 %) psov iz skupine z obolenji sečil in spolovil, pri 6/14 (43 %) 

psov iz skupine s plodnostnimi motnjami in pri 6/31 (19 %) psov iz kontrolne skupine (Tabela 19).  
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Tabela 19: PCR rezultati po skupinah 

Table 19: PCR results by groups 

 

mikoplazme – druge mikoplazme 

 

Ker je vzorčenje izrednega pomena pri diagnostiki patogenov, smo, da bi ugotovili kakovost 

odvzema, vzorce brisov testirali z metodo RT-qPCR za detekcijo evkariontske ribosomalne 18S 

RNA. Nižje vrednosti Ct predstavljajo večjo količino evkariontskih celic v vzorcu in s tem bolj 

kakovostno odvzet vzorec. Rezultati za posamezne vzorce so prikazani v prilogi 6. Razlika v 

povprečni vrednosti Ct med vaginalnimi brisi in brisi prepucija je za 2 Ct nižja za brise prepucija, 

kar pomeni, da je bilo v brisih prepucija za 5,7-krat več biološkega materiala (razlika za 3,2 Ct 

predstavlja 10-kratno razliko v količini vzorca). Povprečna vrednost za vaginalne brise je 24 Ct s 

standardno deviacijo 3,1 in za brise prepucija 22 Ct s standardno deviacijo 3,7 (vzorec z oznako 26 

je bil zaradi zelo izstopajoče vrednosti Ct pri izračunu izločen). Ugotovili smo, da je kakovost 

odvzetih vzorcev primerljiva in da ni povezave med količino 18S RNA v vzorcu in rezultati PCR 

ali kakovostjo določenega nukleotidnega zaporedja.   

4.7 Analiza metagenoma 

V 48 testiranih vzorcih smo metagenomsko analizo, ki temelji na pomnoževanju in primerjanju 

variabilne regije V4 gena 16S rRNA, uspešno opravili pri 15 vzorcih, ki so imeli zadostno količino 

genetskega materiala. Rezultate nam je uspelo dobiti za 2 vzorca iz skupine z obolenji sečil in 

spolovil, za 5 vzorcev iz skupine s plodnostnimi motnjami in za 8 vzorcev iz kontrolne skupine. 

Analiziranih je bilo 10 vzorcev, ki so bili pozitivni z metodo PCR – mikoplazme, s katero določamo 

različne vrste bakterij iz rodu Mycoplasma in rodu Ureaplasma, in 5 vzorcev, ki so bili negativni 

z omenjeno metodo. V 9/10 (90 %) pozitivnih vzorcev na mikoplazme smo tudi z metagenomsko 

analizo potrdili prisotnost teh bakterij v vzorcih. V 9 vzorcih je bil zaznan različen odstotek 

mikoplazem (od 0,01 % do 90,85 %), ki vključuje nekatere vrste iz rodu Mycoplasma, pa tudi iz 
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rodu Ureaplasma. V enem vzorcu, v katerem smo z obema metodama PCR (nespecifični in 

specifični za M. canis) pomnožili odseke genoma mikoplazem, nam z metagenomsko analizo ni 

uspelo potrditi mikoplazem. Rezultati metagenomske analize se v 73 % (11/15) ujemajo z rezultati 

specifične metode PCR za M. canis za določanje prisotnosti M. canis v vzorcu. V enem vzorcu 

smo M. canis potrdili s konvencionalnimi PCR, medtem ko so bili rezultati metagenomske analize 

negativni na mikoplazme. Obratne rezultate pa smo dobili v 20 odstotkih (3/15) primerov, ko smo 

M. canis določili z metagenomsko analizo, ni nam pa je uspelo potrditi s PCR za M. canis ali z 

določanjem nukleotidnega zaporedja. Delež M. canis v teh treh vzorcih je bil različen, v vzorcu z 

oznako pacienta št. 24 je bil 0,01-odstoten, v vzorcu pacienta št. 30 0,23-odstoten in v vzorcu 

pacienta št. 50 0,24-odstoten. Pri vseh teh vzorcih so v analizirani mikrobni združbi prevladovale 

druge mikoplazme, v vzorcu pacienta št. 24 je prevladovala bakterija Ureaplasma canigenitalium 

s 75,9-odstotnim deležem, v vzorcu pacienta št. 30 je bilo največ M. cynos s 66-odstotnim deležem 

kot tudi v vzorcu pacienta št. 50 z 90-odstotnim deležem. Rezultati analize, pri katerih so bile v 

vzorcu določene bakterije iz rodu Mycoplasma, so prikazani v prilogi 6. Celotna analiza 

metagenoma pri analiziranih pacientih je prikazana v prilogi 7. 

 

Raznolikost beta oz. podobnost med celotnimi preiskovanimi mikrobnimi združbami smo grafično 

predstavili s tridimenzionalno analizo glavnih komponent, pri čemer smo kot mere za podobnost 

med vzorci uporabili razdalje Bray-Curtis tako med vrstami (filtrirana taksonomska preglednica) 

kot tudi med moduli in encimi KEGG (relativna zastopanost modulov/encimov KEGG). Analiza 

je torej temeljila na sestavi bakterijskih združb in njihovi predvideni funkciji. Analiza glavnih 

komponent je pokazala, da se preiskovani vzorci niso razvrščali v gruče glede na preiskovane 

skupine (Slika 13). Z drugimi besedami: sestava in funkcija bakterijske združbe v preiskovanih 

vzorcih nista bili dovolj informativni za razvrščanje vzorcev v gruče glede na preiskovane skupine. 
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Slika 13: Tridimenzionalna analiza metagenoma 

Tridimenzionalna analiza glavnih komponent, ki predstavlja podobnost med bakterijskimi združbami v 15 

preiskovanih vzorcih. Analizo smo izvedli na osnovi razdalj Bray-Curtis med vrstami (taksonomija) (A), moduli 

KEGG (B) in encimi KEGG (C). Vzorci so obarvani glede na preiskovano skupino. PC1, PC2 in PC3 so osi analize 

glavnih komponent in pojasnijo določen odstotek razpršenosti v analiziranih podatkih. 

Figure 13: Three-dimensional metagenomic analysis  

Three-dimensional analysis of the main components, representing the similarity between the bacterial communities in 

the 15 samples examined. The analysis was performed based on Bray-Curtis distances between species (taxonomy) 

(A), KEGG modules (B) and KEGG enzymes (C). The samples are stained according to the investigation group. PC1, 

PC2, and PC3 are the axes of principal component analysis and explain a certain percentage of dispersion in the 

analyzed data. 
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4.8 Ugotavljanje specifičnih protiteles z metodo DIBA 

Prisotnost specifičnih protiteles z metodo DIBA smo ugotavljali v vseh 55 zbranih serumih od vseh 

52 pacientov (52 serumov ob vključitvi v raziskavo in 3 serumi po končanem zdravljenju). 

Uporabili smo 5 različnih sevov mikoplazem: M. canis Larissa, M. canis PG14, M. cynos 896, 

M. cynos 2296 in M. molare.  

Pri 54/55 (98 %) pacientov smo zabeležili pozitivno reakcijo na vsaj enega od izbranih sevov 

M. canis. Pri vseh pacientih, razen pri dveh iz kontrolne skupine, smo zabeležili reakcijo na sev 

M. canis Larissa. 

V skupini psov z obolenji sečil in spolovil so bili 3 pacienti, ki so bili z metodo PCR pozitivni na 

M. canis, 3 negativni in 1 pozitiven na druge mikoplazme. Pri 1 od 3 pacientov (33 %), pozitivnih 

z metodo PCR na M. canis, smo zaznali reakcijo na sev M. canis PG14, pri ostalih 2 (66 %) pa 

reakcije na ta izbrani sev nismo zaznali. Pri pacientih, ki so bili bodisi negativni ali pa pozitivni na 

druge mikoplazme z metodo PCR (4/7, 57 %), smo zabeležili pozitivno reakcijo na sev 

M. canis PG14 (Fisherjev eksaktni test, P = 1). 

V skupini psov s plodnostnimi motnjami je bilo 6 pacientov, ki so bili z metodo PCR pozitivni na 

M. canis in pri nobenem nismo zabeležili pozitivne reakcije na sev M. canis PG14. Od ostalih 8 

pacientov, ki so bili bodisi negativni ali pa pozitivni na druge mikoplazme z metodo PCR, pa samo 

pri 1 pacientu (1/8, 12 %) nismo zabeležili pozitivne reakcije na M. canis PG14 (Fisherjev eksaktni 

test, P = 0,229). 

V kontrolni skupini je bilo 6 pacientov, ki so bili z metodo PCR pozitivni na M. canis, od katerih 

je polovica pacientov (3/6, 50 %) imela pozitivno reakcijo na sev M. canis PG14, polovica (3/6, 

50 %) pa ne. Eden od 9 pacientov, pozitivnih na druge mikoplazme z metodo PCR, ni imel 

pozitivne reakcije na sev M. canis PG14, ostali (8/9, 89 %) pa so pozitivne reakcije na izbrani sev 

imeli. Pri negativnih pacientih pa jih je 11/14 (78 %) imelo pozitivno reakcijo na sev 

M. canis PG14. 
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Tabela 20: Pozitivni DIBA rezultati na različno število sevov 

Table 20: Positive DIBA results on different number of strains  

 

 

Rezultati pozitivnih reakcij samo na oba izbrana seva M. canis Larissa in M. canis PG14 so 

prikazani v tabeli 21.  

Tabela 21: Pozitivne DIBA reakcije na oba seva M. canis  

Table 21: Positive DIBA reactions to both M. canis strains  

 

 

V prilogi 8 so združeni rezultati PCR preiskave, testiranja z metodo DIBA in metagenomske 

analize. 

Prav tako smo po terapiji 3 pacientom (1 samec iz skupine z obolenji sečil in spolovil ter samec in 

samica iz skupine s plodnostnimi motnjami) z metodo DIBA ugotavljali prisotnost specifičnih 

protiteles (Tabela 22). 

M. canis Larissa & PG14 1 (2 %) 18 (33 %) 36 (65 %) 55

M. cynos 896 & 2296 16 (29 %) 18 (33 %) 21 (38 %) 55

M. molare 33 (60 %) 22 (40 %) 55

M. cynos (896 & 2296) & M. molare 14 (25 %) 15 (27 %) 11 (20 %) 15 (27 %) 55

vseh 5 izbranih sevov 1 (2 %) 9 (16 %) 10 (18 %) 11 (20 %) 10 (18 %) 14 (25 %) 55

izbrani sevi
skupajni reagiralo 1 2 3 4 5

pozitivni DIBA rezultati na različno število sevov

skupina

št. 

testiranih 

vzorcev

št. pozitivnih 

samo na 

M. canis Larissa

št. pozitivnih 

samo na 

M. canis PG14

št. pozitivnih na 

oba seva 

M. canis

skupaj 

pozitivnih na 

M. canis

obolenja sečil in spolovil 7 2 0 5 7

plodnostne motnje 14 7 0 7 14

kontrolna skupina 31 6 1 23 30

skupaj 52 15 1 35 51

rezultati DIBA testiranja
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Tabela 22: DIBA rezultati pred in po zdravljenju 

Table 22: DIBA results before and after treatment 

 

 

4.9 Potrditev prisotnosti protiteles v serumih z metodo analize po Westernu 

V izbranih serumih smo preverjali prisotnost protiteles, ki specifično reagirajo s proteini pasjih 

mikoplazem mase od 15–130 kDa. Testirali smo vseh 7 serumov pacientov iz skupine z obolenji 

sečil in spolovil, vseh 14 serumov pacientov iz skupine s plodnostnimi motnjami, vse 3 serume, 

pridobljene po terapiji, in 9 serumov iz kontrolne skupine.  

Reakcije so bile prisotne tako pri sevu M. canis Larissa, ki je visoko virulenten sev, kot tudi pri 

tipskem sevu M. canis PG14. Protitelesa v serumih so se vezala tudi na proteine seva M. cynos 896, 

bodisi zaradi navzkrižne reaktivnosti bodisi zaradi sočasne/predhodne okužbe živali z M. cynos 

(Slika 14). Najbolj je izstopala reakcija s proteinoma mase 55 kDa in približno 40 kDa (označena 

s puščico na sliki 15), ki je bila prisotna pri vseh testiranih serumih iz skupine psov z obolenji sečil 

in spolovil in skupine s plodnostnimi motnjami. 

skupina/pacient DIBA pred zdravljenjem DIBA po zdravljenju

obolenja sečil in spolovil, 

pacient št. 2

M. canis Larissa M. canis Larissa  in 

M. cynos  896

plodnostne motnje, 

pacient št. 12

M. canis Larissa M. canis Larissa  in 

M. cynos  896

plodnostne motnje, 

pacient št. 13

M. canis Larissa,  

M. cynos 896  in M. cynos 2297

M. canis Larissa, M. canis PG14

in M. cynos  896
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Slika 14: Reakcije protiteles v serumih psov s specifičnimi proteini M. canis in M. cynos 

Figure 14: Antibody reactions in dog sera with specific proteins of M. canis and M. cynos 

 

 

Slika 15: Reakcija protiteles s proteinoma mase 55 kDa in približno 40 kDa 

Figure 15: Reaction of antibodies with proteins of mass 55 kDa and approx. 40 kDa 

cy – M. cynos 896, pg14 – M. canis PG14, la – M. canis Larissa, M – molekulski označevalec, URG – skupina z 

obolenji sečil in spolovil, PLD – skupina s plodnostnimi motnjami, KTR – kontrolna skupina, PTR – po končani 

terapiji 

  M C Obolenja sečil in spolovil Plodnostne motnje  

 
55 kDa 

    

  

 35 kDa 

 Številka pacienta: 25 26 48 50 53 57 58 6 7 12 37 38 42 43 44 46 49 51 52 54 91  

 
M – molekulski označevalec, C – barvanje proteinov na membrani PVDF z barvilom Coomassie Brilliant Blue 
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5 RAZPRAVA 

5.1 Plodnostne motnje 

5.1.1 Samci 

V primerjavi s humano medicino, kjer je poleg ocenjevanja semena genetsko testiranje sestavni del 

zdravljenja moške neplodnosti, je v veterinarski medicini malo znanega o specifičnih opažanjih ali 

ugotovitvah pri ocenjevanju semena in niti ni znano, ali so te ugotovitve tudi vzrok neplodnosti pri 

psih. Podatki, ki jih zberemo s pregledom semenske tekočine, in pregled, ki ga opravi veterinar pri 

samcu s plodnostnimi težavami, ne zadoščajo, da bi parametre med seboj lahko povezali in samca 

označili kot plodnega ali neplodnega (79), zato še vedno ostaja visok odstotek (70–74 %) primerov 

neplodnosti pri psih nepojasnjen (8). Kljub obstoju objektivnih metod za ocenjevanje sperme, s 

katerimi lahko potrdimo kvaliteto (dobra/slaba sperma), bo v prihodnosti treba standardizirati 

fiziološke parametre sperme/semenčic, da bi lahko rezultate interpretirali pod enotnimi merili (80). 

Semenska tekočina s spermiji, ki jo pregledamo ob odvzemu, namreč ne kaže lastnosti, kot jih bo 

imela pri prehodu skozi spolovila samice pri naravni osemenitvi (79).  

V skupini psov s plodnostnimi motnjami smo pri enem samcu od štirih (25 %), ki ni imel spolnega 

nagona in z digitalno manipulacijo ni dajal semena, s specifično metodo PCR potrdili M. canis v 

prepucialnem brisu. Pri ostalih 3 samcih (75 %) v semenski tekočini nismo našli semenčic. Pri 2 

pacientih, ki sta bila negativna na M. canis, smo z nespecifično metodo PCR kot tudi z 

metagenomsko analizo potrdili različne druge mikoplazme tako v prepucialih brisih kot tudi v 

semenski tekočini (81). S kliničnim in ultrazvočnim pregledom pri vključenih samcih nismo 

ugotovili nobenih odstopanj, anatomskih nepravilnosti ali nevroloških disfunkcij, ki bi glede na 

literaturne podatke lahko prispevali k razlagi neplodnosti (82). Prav tako ni bilo odstopanj v 

hematoloških in biokemijskih parametrih. Kot možen vzrok za zmanjšano kakovost semena in 

moteno spermatogenezo literatura navaja tudi okužbo z Babesia canis. Na motnje v 

spermatogenezi naj bi vplivala predvsem povišana telesna temperatura v akutni fazi okužbe (83). 

Izsledki novejših raziskav, tako pri ljudeh kot pri psih, kažejo na možnost upada kakovosti semena 

in povečano pogostnost raka na modih v povezavi z izpostavljenostjo različnim kemičnim snovem 

(ftalat DEHP in poliklorirani bifenili) v okolju, ki direktno škodljivo vplivajo na razvoj plodu (84). 

Pri samcu, pozitivnem na M. canis, pri katerem smo ugotovili izostanek spolnega nagona, je eden 
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od možnih vzrokov lahko psihološke narave (obisk veterinarja, drugo okolje, neznani ljudje) ali pa 

samec preprosto ni zainteresiran za določeno samico (85). V raziskavi Doig in sodelavci (9) 

poročajo, da so M. canis izolirali pri 46 odstotkih (12/26) psov s plodnostnimi motnjami. Razlika 

med plodnimi in neplodnimi je bila značilna le pri samcih (9). V naši raziskavi je odstotek 

pozitivnih bistveno nižji (1/4, 25 %), vendar so rezultati zaradi majhnega števila preiskovanih živali 

neprimerljivi.  

Pri pacientih iz skupine s plodnostnimi motnjami, ki so bili pozitivni na M. canis (6/14, 43 %), z 

metodo DIBA pri nobenem pacientu nismo ugotovili reakcije na sev M. canis PG14. Pri ostalih 

8 pacientih, ki so bili bodisi negativni ali pa pozitivni na druge mikoplazme z metodo PCR (8/14, 

57 %), pa samo pri enem nismo zabeležili pozitivne reakcije na sev M. canis PG14, vendar razlika 

ni bila značilna (P = 0,229). Tako kot v skupini psov z obolenji sečil in splolovil so tudi vsi pacienti 

iz skupine s plodnostnimi motnjami, ne glede na rezultat PCR testa, imeli reakcijo na sev 

M. canis Larissa. 

V naši raziskavi je bilo v kontrolni skupini 55 odstotkov (17/31) samcev, 12 samcev je bilo 

intaktnih ter 5 kastriranih. Zanimivo je, da smo z metodo PCR M. canis potrdili pri 4/17 (23 %), 

kar je primerljivo tudi z raziskavo, ki jo je opravil Doig s sodelavci (9), kjer sta bila 2/11 (18 %) 

psov iz kontrolne skupine pozitivna na M. canis. Prisotnost M. canis še nujno ne pomeni tudi 

obolenja z izraženimi kliničnimi znaki. Prav prepoznavanje in odkrivanje latentnih okužb 

predstavlja največji izziv. V prihodnje bo treba raziskave usmeriti v prepoznavanje atipičnih 

kliničnih in laboratorijskih kazalnikov obolenja na biokemijskem ali genetskem nivoju ter uvesti 

ustrezne protokole zdravljenja. Redno in pogosto spremljanje prisotnosti povzročitelja v korelaciji 

s spremljanimi parametri bi, verjamemo, lahko prispevalo k pravočasnemu odkrivanju tudi 

virulentnejših sevov M. canis in njihovih specifičnih lastnosti (81). V bodoče bi bilo smiselno 

raziskave usmeriti v preučevanje same M. canis in mehanizme, ki jih bakterija uporablja za 

vzpostavitev okužbe v sečilih in spolovilih psov.  

V kontrolni skupini smo 4 samcem odvzeli tudi semensko tekočino in jo testirali z obema 

metodama PCR. Tako v vzorcih semenske tekočine kot tudi v prepucialnih brisih teh štirih samcev 

smo s specifično metodo PCR potrdili okužbo z M. canis pri 2 samcih (2/4, 50 %) in okužbo z 

drugimi mikoplazmami pri 1 samcu. Pri starejšem samcu s potrjeno okužbo z M. canis se ta ni 

kazala v odstopanjih glede kakovosti semena. Samec se že vrsto let uspešno pari, celo večkrat letno. 



S. Suhadolc Scholten: Vloga in pomen Mycoplasme canis ... plodnostnih motenj in urogenitalnih obolenj psov. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija 
72 

 

Mlajši samec s potrjeno okužbo M. canis pa se še ni paril. Prav tako se samec s potrjeno okužbo z 

mikoplazmami uspešno pari že več let in daje seme večkrat na leto. Seme so prav tako že 

shranjevali zamrznjeno in tudi z zamrznjenim semenom so bile paritve, po besedah lastnika, zelo 

uspešne. Lastniki samcev, ki se uspešno parijo, žal v času raziskave niso pokazali zanimanja za 

zdravljenje. Prav tako niso privolili v pregled zamrznjenega semena, ki bi nam morda dal več 

potrebnih informacij za potrditev postavljene hipoteze. S stališča veterinarske stroke je potrjeno 

okužbo priporočljivo zdraviti ter učinke zdravljenja tudi spremljati (81). Glede na majhno število 

preiskovanih psov v skupini, ne moremo trditi, da so dani rezultati zadosten dokaz, da M. canis 

nima vpliva na kakovost semena. 

Povzročitelja smo dokazovali z metodo PCR v vaginalnih in prepucialnih brisih psov. Gre za 

enostaven in neinvaziven postopek, specifična metoda PCR za dokazovanje posameznega 

povzročitelja v kliničnih vzorcih pa je primerna, hitra in zanesljiva (81). Na podlagi molekularnega 

izvida lahko pacienta, pozitivnega na M. canis, začnemo zdraviti nemudoma, kar je velika prednost 

v primerjavi z gojiščnimi preiskavami, ki so dolgotrajne. Z metodo PCR smo pregledali tudi 

semensko tekočino in ugotovili skladnost rezultatov s prepucialnimi brisi. Da bi dokazali, ali gre 

za okužbo z M. canis, bi bilo smiselno v rutinski protokol pregleda že pred odvzemom semena, 

umetno paritvijo ali pripustom uvesti pregled prepucialnih brisov z molekularno metodo PCR. 

5.1.2 Samice 

Neuspešno parjenje pri samicah se navadno ne nanaša na nezmožnost obrejitve, temveč je 

najpogosteje posledica neustreznega vodenja vzreje in nepopolnega spremljanja ciklusa samice. V 

primeru ustreznega spremljanja ciklusa in neuspešnega parjenja je treba izključiti še hormonsko 

neravnovesje, latentne ali kronične infekcijske bolezni, ustreznost prehrane in morebiten vpliv 

sočasne uporabe nekaterih zdravil, ki lahko povzročajo neplodnost. Težave s plodnostjo se lahko 

pojavijo tudi kot posledica motenj v fazi estrusa, kot npr. tiha gonitev (psica ne kaže znakov 

gonitve, ki bi jih lastnik zaznal), podaljšana faza estrusa, ali med brejostjo. Možna vzroka sta še 

dominantno vedenje samice in stres, povezan z menjavo okolja v času paritve. Čas pripuščanja in 

dolžina faze estrusa se pri zdravih samicah lahko razlikujeta individualno, pa tudi med 

posameznimi gonitvami (47).  
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V skupini s plodnostnimi motnjami smo pregledali 10 samic, od katerih jih je bilo 5 od 10 (50 %) 

PCR pozitivnih na M. canis, 2 pa pozitivni na druge mikoplazme. Podobne rezultate v deležih so 

dobili Doig in sodelavci (9), ko so pri samicah, ki so imele plodnostne motnje, M. canis izolirali v 

52 odstotkih (14/27) primerov. Pri samicah v skupini s plodnostnimi motnjami, ki so bile pozitivne 

na M. canis, nismo ugotovili kliničnih ali ultrazvočnih odstopanj, kljub temu pa pri štirih od petih 

oploditev v preteklosti ni bila uspešna. Pri eni od štirih samic, pozitivni na M. canis, se je lastnik 

odločil za eno od antibiotičnih terapij izbora (doksiciklin 5mg/kg tm na 12 ur 7 dni). Kontrolni bris 

po zdravljenju je bil negativen. Podatka, ali se je samica po terapiji uspešno parila, nimamo.  

Metagenomska analiza je bila opravljena pri 2 samicah iz skupine s plodnostnimi motnjami. Pri 

prvem pacientu mikoplazem v vzorcu nismo dokazali z nobeno metodo. Pri drugem pacientu smo 

s klasično metodo PCR potrdili prisotnost mikoplazem, medtem ko mikoplazem nismo potrdili z 

metagenomsko analizo. Potrdili pa smo druge bakterije: Haemophilus haemoglobinophilus v 31,84 

odstotka, Bacteroides pyogenes v 24,34 odstotka, Porphyromonas canigingivalis v 11,37 odstotka 

ter taksone, ki jim taksonomije za določeno taksonomsko raven nismo mogli nedvoumno pripisati 

in so opisani kot »drugi«, v 18,89 odstotka (81).  

V naši raziskavi je bilo v kontrolni skupini 14 samic, M. canis smo potrdili pri 14 odstotkih (2/14), 

kar je primerljivo z rezultati študije Doig in sodelavci (9), kjer so M. canis pri samicah izolirali v 

13 odstotkih (2/16) v kontrolni skupini. 

Tamiozzo (86) v študiji iz leta 2021 opisuje primer neplodnosti, povezan s prisotnostjo bakterij 

M. spumans in M. maculosum v psarni bernskih planšarskih psov, dokazanih z metodo PCR in 

sekvencioniranjem iz vzorcev vaginalnih brisov. Samice so bile neuspešno parjene, pri samcu pa 

so pri analizi semenske tekočine ugotovili nizko število negibljivih semenčic, 100 odstotkov mrtvih 

semenčic, pri katerih so v 70 odstotkih ugotovili nepravilnosti na glavi, sredici ali repu. Po 15-

dnevnem zdravljenju z doksiciklinom in 9-dnevnem zdravljenju z azitromicinom so se samice 

obrejile in rezultati analize semenske tekočine so bili v mejah normale. Glede na uspešnost parjenja 

po zdravljenju avtor sklepa, da so težave s plodnostjo posledica prav okužbe s tema vrstama 

mikoplazem (86). M. maculosum smo skupaj z M. canis potrdili le pri enem klinično zdravem 

pacientu iz kontrolne skupine. V vzorcu smo s specifično metodo PCR (PCR za M. canis) potrdili 

M. canis, prav tako smo z nespecifično metodo PCR, s katero pomnožujemo odseke genoma za 

ribosomalno 23S RNA različnih bakterij iz rodu Mycoplasma, vključno z M. canis in rodu 
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Ureaplasma, pomnožili produkt ustrezne dolžine. S primerjavo BLAST smo določenemu 

nukleotidnemu zaporedju ugotovili 99-odstotno podobnost z M. maculosum. Pri istem pacientu 

smo z metagenomsko analizo poleg drugih bakterij določili 10,7-odstotni delež M. canis in 0,09-

odstotni delež M. cynos, kar potrjuje pravilnost specifične metode PCR.  

 

5.2 Obolenja sečil in spolovil 

Etiološki dejavniki relativno pogostih vnetnih in funkcionalnih obolenj sečil in spolovil psov 

ostanejo pogosto nedokazani. Eden od mogočih vzrokov, ki se zdi podcenjen, je lahko tudi latentna, 

subklinična ali klinično zaznavna okužba z M. canis.  

Okužba sečil je opredeljena kot kolonizacija, pritrditev, razmnoževanje in vztrajanje mikrobnega 

povzročitelja vnetja v sečilih (43). Pojavi se kot posledica oslabljenih obrambnih mehanizmov 

gostitelja, ki virulentnim mikrobom omogoči lažjo pričvrstitev na sluznice in razmnoževanje. 

Obrambni mehanizem gostitelja vključuje nespecifično odpornost, kamor spada fiziološko 

(normalno) uriniranje, pravilne anatomske strukture, sluznice kot zunanja prepreka, sestava urina 

in kompetenten imunski sistem.  

Najpogostejši povzročitelji okužbe sečil so bakterije, redkeje glive ali virusi (42). Okužba je lahko 

omejena samo na del sečil (npr. ledvični meh, sečevod, sečni mehur, sečnica, nožnica), pogosteje 

pa je zajetih več segmentov sečil. Od mesta okužbe so odvisni izbor protimikrobnega sredstva, čas 

zdravljenja in spremljanje odziva (43). Večina bakterijskih okužb sečil je posledica kontaminacije 

s črevesnimi bakterijami skozi prosto dostopna vstopna mesta in njihovega prehajanja retrogradno 

po celotnem sistemu do ledvic (42). Z namenom uspešnega zdravljenja in skrbi za preprečevanje 

razvoja rezistentnih bakterijskih sevov v veterinarski medicini uporabljamo strokovne smernice 

Mednarodnega združenja za nalezljive bolezni družnih živali (ISCAID) za diagnosticiranje in 

zdravljenje bakterijskih okužb sečil pri psih in mačkah (87). Okužbe sečil lahko potekajo 

asimptomatsko ali pa z bolj ali manj izrazitimi kliničnimi znaki, odvisno od povzročitelja in 

njegove virulentnosti, lokalizacije, razširjenosti in trajanja procesa, imunskega odgovora ter 

morebitnih pridruženih bolezni. Najpogosteje se okužbe spodnjih sečil in prostate kažejo s 

polakiurijo, disurijo, hematurijo in oligurijo. Okužbi zgornjih sečil se lahko pridruži tudi trebušna 

bolečina in poliurija (43). Pri psih z okužbo sečil najpogosteje izoliramo samo eno vrsto bakterij 
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(75 %), redkeje dve vrsti (v 20 %), tri in več pa pri približno 5 odstotkih okužb. Najpogosteje 

izolirana bakterija je Escherichia coli, sledijo gram-pozitivni koki, nato pa različni sevi iz rodov 

Proteus, Klebsiella, Pasteurella, Pseudomonas, Corynebacterium.  

Mikoplazme so iz urina psov s kliničnimi znaki vnetja spodnjih sečil izolirane v manj kot 5 

odstotkih vzorcev (42), kar ne zmanjšuje nujno njihovega pomena.  

V naši raziskavi je bilo v skupino psov z obolenji sečil in spolovil vključenih 7 psov s predhodnimi 

okužbami spodnjih sečil, zdravljenimi z antibiotiki izbora po priporočilih Weeseja in sodelavcev 

(87). Lastniki vseh 7 pacientov so poročali o pogostejšem uriniranju, občasni hematuriji in pri eni 

intaktni samici tudi o občasno prisotni bolečini ob uriniranju. Pacientom smo urin odvzeli s 

kateterizacijo, ki je v klinični praksi najpogostejši način vzorčenja. Pričakovano smo v skupini 

psov z obolenji sečil in spolovil potrdili značilno pogostejšo bakteriurijo (P = 0,039) v primerjavi 

s skupino s plodnostnimi motnjami in kontrolno skupino. Poleg tega je pričakovano pri skupini z 

obolenji sečil in spolovil, v primerjavi z drugima dvema skupinama, statistično značilno pogostejša 

tudi hematurija (P = 0,015). Pri psih s potrjeno okužbo z M. canis smo pogosteje zaznali blago 

bilirubinurijo, ki ji pri psih ne pripisujemo kliničnega pomena, saj to pogosto ugotovimo pri bolj 

koncentriranem urinu, še posebej pri samcih, in je posledica nižjega ledvičnega praga za bilirubin 

(88, 89). Bilirubinurija je sicer lahko posledica hemolize, jetrnih bolezni, ekstrahepatične biliarne 

obstrukcije, vročinskih stanj ali obdobij daljšega stradanja (90), kar smo pri naših pacientih v času 

vključitve v raziskavo izključili. Naša preiskovana skupina psov z obolenji sečil in spolovil je bila 

majhna, zajemala je samo 7 pacientov. Zato bilirubinurija, ki je bila zaznana, morda ni ključni 

pokazatelj ali indikator, da je pri psu prisotna okužba z M. canis. Kljub značilnim odstopanjem v 

koncentraciji hemoglobina (P = 0,022) in kreatinina (P = 0,014) pri psih s potrjeno okužbo z 

M. canis v primerjavi z negativnimi primerjava nima diagnostične vrednosti, saj so bile vse 

vrednosti znotraj referenčnih. 

Izsledki kliničnih raziskav pri psih z obolenji sečil o prisotnosti M. canis v urinu s pomočjo gojiščne 

preiskave so zelo različni. V turški raziskavi so v vzorcu 100 vključenih psov le pri 4 uspešno 

izolirali M. canis (3), nasprotno pa L'Abee-Lund in sodelavci poročajo, da jim je čisto kulturo 

M. canis uspelo izolirati pri 7/9 psov (5). Po okužbi se mikoplazme pritrdijo na sluzničnih 

površinah, pa tudi v spodaj ležečih tkivih, zato vzorec urina morda ni najprimernejši za določanje 

števila mikroorganizmov in ugotavljanja prisotnosti okužbe z mikoplazmami (5). Okužba sama po 
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sebi še ne pomeni obolenja s prisotnostjo kliničnih znakov, ker je M. canis prisotna tudi v sečilih 

in spolovilih klinično zdravih živali (3). To smo potrdili tudi v naši raziskavi, saj smo okužbo z 

M. canis potrdili pri 19 odstotkih (6/31) zdravih psov iz kontrolne skupine.  

Z metodo PCR smo okužbo z M. canis potrdili pri 43 odstotkih (3/7). Pri PCR pozitivnih pacientih 

nismo zaznali odstopanj v kliničnih parametrih oz. so bila ta odstopanja primerljiva z odstopanji 

pri PCR negativnih pacientih. Metagenomska analiza je bila opravljena pri dveh vzorcih iz skupine 

psov z obolenjem sečil in spolovil. S specifično metodo PCR sta bila oba vzorca negativna na M. 

canis, prav tako z metagenomsko analizo nismo potrdili M. canis v teh dveh vzorcih. Ugotovili pa 

smo visok delež bakterij (Streptococcus canis in Proteus mirabilis), ki sta pogosto izolirani iz urina 

psov z okužbo sečil (42). 

Uporaba konsenzus/vrstno nespecifičnih PCR metod, ki temeljijo na pomnoževanju ohranjenih 

regij, kot so odseki genoma za 16S rRNA in 23S rRNA, se uporabljajo za številne filogenetske 

študije in se predvidoma uporabljajo za pomnoževanje DNA iz čistih bakterijskih kultur oz. kolonij 

(75). Tradicionalno določanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju omogoča detekcijo 

individualne vrste in zaradi tega ni najprimernejše za kompleksne vzorce, kjer je lahko prisotna 

mešanica različnih mikroorganizmov (91). To smo potrdili tudi v naši študiji, saj smo z metodo 

določanja nukleotidnega zaporedja M. canis uspešno potrdili le v 60 odstotkih vzorcev. Prav z 

namenom določanja različnih mikrobnih združb v različnih vzorcih so razvili tehniko 

sekvenciranja nove generacije (NGS), ki omogoča metagenomske analize (91). Pri določanju 

M. canis smo v analiziranih vzorcih z metagenomsko analizo, na osnovi V4 regije ribosomalne 

16S RNA, to bakterijo dokazili v 3 vzorcih več kot z izbrano specifično metodo PCR za detekcijo 

M. canis. Slaba stran metagenomske analize je, da moramo za preiskavo imeti v vzorcu dovolj 

genetskega materiala, v našem primeru smo le pri 15 pacientih od 48 uspeli analizirati vzorce. Prav 

tako je še vedno težava v dostopnosti in ceni, ko gre za individualne vzorce, vendar se z 

optimizacijo in razvojem tehnologije ta situacija zelo hitro izboljšuje. Negativne rezultate lahko 

dobimo tudi v primeru, če se patogeni mikroorganizmi ne razmnožujejo ali pa je razmnoževanje 

zavrto. 

Pri pacientih iz skupine z obolenji sečil in spolovil, ki so bili pozitivni na M. canis (3/7), smo z 

metodo DIBA zaznali reakcijo na sev M. canis PG14 samo pri 1 pacientu, pri ostalih 2 pa reakcije 

na ta izbrani sev nismo zaznali. Pri ostalih 4 pacientih, ki so bili bodisi negativni ali pa pozitivni 
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na druge mikoplazme z metodo PCR (4/7, 57 %), pa smo sicer zabeležili pozitivno reakcijo na sev 

M. canis PG14, vendar razlika ni bila značilna (P = 1). Ugotovili smo, da so vsi pacienti iz skupine 

z obolenji sečil in spolovil, ne glede na rezultat PCR testa, imeli reakcijo na sev M. canis Larissa. 

V raziskavi, ki smo jo opravili pri nas v letih 2008 in 2009, smo pri 34 delovnih psih brez kliničnih 

znakov obolenj specifična protitelesa proti vsaj eni mikoplazmi dokazali kar pri 32/34 (94,1 %) 

psih, 7/34 psov (20,6 %) je bilo pozitivnih samo na M. canis, 8/34 psov (23,5 %) je bilo pozitivnih 

samo na M. cynos, nobeden pa ni bil pozitiven samo na M. molare (41). V naši raziskavi je v 

kontrolni skupini samo 1 pacient, pri katerem nismo zaznali reakcije na noben izbrani sev, na vsaj 

enega od 5 zbranih sevov je reagiralo 96,8 odstotka (30/31) serumov, kar je primerljivo z omenjeno 

raziskavo. Na vsaj 1 od 2 izbranih sevov M. canis je reagiralo 96,8 odstotka (30/31) preiskovanih 

serumov, na vsaj 1 od 2 izbranih sevov M. cynos je reagiralo 84 odstotkov (26/31) serumov in samo 

na sev M. molare je reagiralo 52 odstotkov (16/31) zbranih serumov. Ugotovili smo večji odstotek 

pozitivnih reakcij kot v omenjeni raziskavi (41). Predvidevamo lahko, da je velik odstotek psov, ki 

so pozitivno reagirali v testu DIBA, najverjetneje posledica navzkrižne reakcije med različnimi 

mikoplazmami in da gre najverjetneje za proteine z ohranjenim zaporedjem, kar povzroči 

navzkrižno vezavo protiteles iz serumov. Obstaja možnost, da so se psi, ki so bili vključeni v našo 

raziskavo in pri katerih smo zaznali reakcije v testu DIBA ne samo na dva seva M. canis, ampak 

tudi na preostale tri izbrane seve, v preteklosti že okužili z mikoplazmami in razvili protitelesa.  

Rycroft in sodelavci (40) poročajo o seroloških dokazih okužbe z M. cynos pri nalezljivi okužbi 

dihal pri psih. Odvzeli so parne serume ter dokazali protitelesa proti tipskemu sevu M. cynos z 

metodo po Westernu. Imunodominantni antigen v velikosti 45 kDa je bil jasno izražen na 

membrani PVDF. Ko so primerjali vrednost povečanja protiteles na eni strani s psi, ki so imeli 

znake okužbe dihal, in na drugi strani s tistimi, ki niso zboleli, je bila razlika značilna. Ugotovitev 

kaže, da je pojavnost protiteles proti M. cynos verjetnejša pri psih, ki kažejo klinične znake bolezni. 

Pri treh psih, ki niso zboleli, so prvi dan zaznali protitelesa proti M. cynos, kar kaže na možnost 

pretekle izpostavljenosti temu povzročitelju.  

Z namenom potrditve prisotnosti protiteles v serumih, ki specifično reagirajo s proteini pasjih 

mikoplazem, smo uporabili metodo po Westernu. Testirali smo vseh 7 serumov pacientov iz 

skupine z obolenji sečil in spolovil, vseh 14 serumov pacientov iz skupine s plodnostnimi 

motnjami, 3 serume (samec iz skupine z obolenji sečil in spolovil ter samec in samica iz skupine s 
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plodnostnimi motnjami), dobljene po terapiji, ter 9 serumov iz kontrolne skupine. Najbolj je 

izstopala reakcija s proteinoma v velikosti 55 kDa in približno 40 kDa, ki je bila prisotna pri vseh 

testiranih serumih iz skupine psov z obolenji sečil in spolovil in pri psih iz skupine s plodnostnimi 

motnjami (81). Identifikacija imunogenih proteinov nam lahko posreduje nove podatke o 

mehanizmih patogenega delovanja bakterije znotraj gostitelja, hkrati pa omogoča uvedbo nove 

metodologije za potrjevanje aktivne okužbe bodisi v serološki bodisi v molekularni diagnostiki. 

Berčič in sodelavci (92) opisujejo deset predhodno neidentificiranih glavnih proteinov M. synoviae, 

ki sodelujejo pri presnovi in predelavi beljakovin, ter tri domnevne lipoproteine. Med drugim 

opisujejo približno 43 kDa velik protein, identificiran kot elongacijski faktor EF-Tu, ki sodeluje 

pri translaciji proteinov s katalizo vezave aminoacil-tRNA na ribosom, ter dva površinska proteina 

v velikosti 55 kDa (tig sprožilni dejavnik in encim piruvat kinaza), ki sodelujeta pri presnovi 

sladkorjev in spadata med imunogena proteina M. synoviae. Invazivnost mikoplazem je 

posredovana s površinskimi adhezini in njihovimi pomožnimi proteini, kapsularnimi polisaharidi, 

invazivnimi encimi in biofilmom (22). Vsi dejavniki skupaj omogočajo njihovo vzpostavitev, 

razmnoževanje in širjenje in vivo (22). Adhezija je začetni in bistveni korak za kasnejšo 

kolonizacijo in okužbo, izguba adhezijske aktivnosti pa zmanjša patogenost večini mikoplazem 

(18). Tudi Robinson in sodelavci (93) opisujejo približno 40 kDa velik površinski protein iz 

prašičjega respiratornega patogena M. hyopneumoniae. Ta površinsko dostopna aminopeptidaza 

deluje skupaj z endoproteazami ter tvori aminokisline in peptide in s tem celici omogoči dostop do 

potrebnih hranil in omogoči celično proliferacijo. Bao in sodelavci (94) opisujejo približno 53 kDa 

velik površinski protein enolaza M. synoviae, ki je aviarni patogen in lahko povzroči okužbe 

dihalnih poti in artritis. Ugotovili so, da ima enolaza M. synoviae pomembno vlogo pri presnovi in 

bi lahko vplivala na okužbo in imunost. 

Za vzpostavitev okužbe in podaljšano kolonizacijo so pomembni še drugi imunogeni proteini. 

Sialidaza/nevraminidaza je encim, ki s katalizo hidrolize sialičnih kislin sodeluje pri razgradnji 

zunajceličnega matriksa in s tem mikroorganizmu omogoča širjenje in vstop v celice. Na primer, 

več pasjih mikoplazem, kot so M. canis, M. cynos in M. molare, izloča sialidazo, strogo celično 

povezano aktivnost sialidaze pa izločajo M. alligatoris, M. synoviae in M. gallisepticum (29, 33, 

95, 96). Številne mikoplazme, med njimi tudi M. canis, lahko presnavljajo glicerol kot vir za 

sintezo ATP in končno proizvodnjo vodikovega peroksida kot virulenčnega dejavnika (97, 98). Z 
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izražanjem proteinov M, ki vežejo imunoglobuline (angl. mycoplasma immunoglobulin binding – 

MIB), so mikoplazme razvile tudi mehanizme, usmerjene v neposredno ciljanje in inaktivacijo ali 

uničenje gostiteljevih protiteles (99). Okužba z mikoplazmami lahko povzroči širok razpon 

kliničnih izidov, odvisno od vrste, okuženega posameznika in pojava drugih sočasnih okužb (10, 

100). Večina mikoplazem ne izloča toksinov in zdi se, da je patogenost v veliki meri posledica 

vnetne reakcije gostitelja in celičnih poškodb, povezanih s proizvodnjo reaktivnih kisikovih zvrsti. 

Ko okužbo z mikoplazmo potrdimo, je ta najverjetneje že postala kronična kljub na videz 

normalnemu imunskemu odzivu, v katerega so vključeni tako celično posredovani kot humoralni 

mehanizmi. Odziv protiteles na okužbe z mikoplazmo sledi tipičnemu poteku: specifične IgM 

odkrijemo v prvem tednu okužbe, čemur sledi proizvodnja visokih titrov specifičnih IgG in IgA. 

Čeprav je v mnogih primerih imunski sistem sposoben nadzorovati okužbo, se lahko mikoplazme 

v koloniziranih tkivih ohranijo. To opažanje nakazuje, da je lokalni imunski odziv pomembnejši 

za razvoj imunosti in premagovanje okužbe kot sistemski odziv, zlasti z lokalno proizvodnjo 

visokih titrov protiteles v sluznicah (99, 101). Pomembna je sposobnost mikoplazem, da uspešno 

preprečijo humoralni imunski odziv svojega gostitelja, saj lahko te bakterije okužijo nedavno 

cepljene posameznike in vztrajajo tudi v prisotnosti visokih titrov specifičnih protiteles (99). 

Številne mikoplazme imajo izraženih več različnih mest/pozicij na genu, ki kodira različice glavnih 

in imunodominantnih lipoproteinov in so sposobne preklapljati izražanje med temi pozicijami. Tak 

potek je bil opisan in vitro, pa tudi in vivo med naravno okužbo. Katero mesto bo mikoplazma v 

določenem trenutku izbrala, se zdi naključno in protitelesa, ki ciljajo na spremenljive površinske 

beljakovine, nimajo vpliva na zaviranje rasti mikoplazem (102, 103). Poleg razgradnje protiteles s 

proteolizo mikoplazme lahko tudi preprečijo prepoznavanje protiteles s strani drugih beljakovin in 

tako blokirajo s protitelesi posredovane efektorske funkcuije. Pri mikoplazmah  so odrili celične 

procese, ki temeljijo na proteinih, ki vežejo imunoglobuline (angl. immunoglobulin binding 

proteins – IBP). IBP najdemo pri več bakterijskih patogenih (99, 104). Zdi se, da so prefinjene 

strategije, ki jih uporabljajo mikoplazme za neposredno ciljanje na protitelesa, ključne sestavine 

njihovih interakcij z gostiteljem. Tako protein M kot MIB ponujata mikoplazmam možnost 

preprečevanja vezave antigena, kritičnega procesa imunskega sistema (99). Dejansko je prva plast 

obrambe gostitelja imunska izključitev v sluznici, proces, ki temelji na raznolikem naboru naravnih 

protiteles polireaktivnega sekretornega imunoglobulina A (sIgA). Te imunoglobuline z nizko do 
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srednjo afiniteto najdemo pri večini vretenčarjev in se nenehno proizvajajo tudi brez imunizacije. 

Lahko se vežejo na množico tujih antigenov in jih ujamejo v sluznici. Ta mehanizem morajo 

mikoplazme obiti, da dosežejo površino epitelijskih celic, jo kolonizirajo in na njej ostanejo (99, 

105). Razgradnja protiteles bi lahko bila pomemben dejavnik pri vzpostavitvi multikompleksne 

patogeneze bolezni, ki je pogosto povezana z mikoplazmami. Trenutno ni znano, ali so okužbe z 

mikoplazmo posledica kolonizacije drugih patogenov ali so sočasne. Leta 2016 so Hirayasu in 

sodelavci poročali, da je M. hyorhinis uspelo odcepiti VH domeno nespecifičnih IgM, IgA in IgG, 

verjetno prek MIB-MIP, pri čemer se je do 50 odstotkov protiteles, prisotnih v gojišču, razgradilo 

(106). Na podlagi teh podatkov bi lahko domnevali, da kolonizacija mikoplazme učinkovito izčrpa 

nabor protiteles v sluznici in ustvari de facto lokalno imunsko pomanjkljivost, kar olajša okužbo z 

drugimi patogeni (99).  

Za zdravljenje potrjene okužbe z M. canis se je odločil le lastnik kastriranega samca. Glede na 

priporočila je bil terapevtik (13) izbora antibiotik iz skupine fluoriranih kinolonov (enrofloksacin 

v odmerku 10 mg/kg tm na dan, 7 dni). Po zaključenem zdravljenju je bil prepucialni bris negativen 

na M. canis z metodo PCR, urinski sediment pa je bil negativen na prisotnost bakterij. Žal se za 

zdravljenje nista odločila lastnika preostalih dveh pozitivnih psov, zato učinkovitosti zdravljenja 

nismo mogli preveriti.  

V dostopni literaturi nismo zasledili, da bi psom z obolenji sečil in spolovil ali ponavljajočimi se 

vnetji sečil poleg preiskave urina okužbo z M. canis dokazovali tudi v brisih sluznic ob hkratnem 

spremljanju hematoloških in biokemijskih parametrov v krvi ter metagenomsko analizo. Žal pa 

nam v klinično raziskavo ni uspelo vključiti večjega števila pacientov, kar predstavlja eno od večjih 

pomanjkljivosti raziskave. 
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6 ZAKLJUČKI 

 

• Psi z obolenji sečil in spolovil ter sočasno okužbo z M. canis nimajo izrazitejših kliničnih 

znakov primarne bolezni in niso slabše odzivni na zdravljenje s priporočenimi terapevtiki.  

• Okužba z M. canis je pogostejša pri psih s plodnostnimi motnjami (6/14, 43 %) v primerjavi 

s kontrolno skupino (6/31, 19 %).  

• Ni nujno, da okužba z M. canis povzroči tudi spremembe v spermiogramu in da ima 

negativen vpliv na kakovost semena in posledično neuspešno parjenje in obrejitev samice.  

• M. canis izzove humoralni imunski odziv, saj smo z metodo DIBA dokazali prisotnost 

specifičnih protiteles pri 56 odstotkih (31/55) na oba izbrana seva M. canis.  

• Z metodo detekcije po Westernu smo dokazali, da so protitelesa, prisotna v testiranih 

serumih, najbolj reagirala s proteini v velikosti 55 kDa in približno 40 kDa tako v skupini 

psov z obolenji sečil in spolovil kot v skupini psov s plodnostnimi motnjami.  

• Za dokončno oceno občutljivosti in specifičnosti testa DIBA ter njegovo uporabo v 

rutinskih presejalnih testih bi bilo treba metodo dodatno validirati. 

• Imunskega odziva gostitelja na kroničnost okužbe z M. canis nam ni uspelo preveriti, saj 

smo serološke reaktorje ugotovili v vseh skupinah, vključno s kontrolno skupino.  

• Vsi trije zdravljeni psi so se na terapijo uspešno odzvali.  
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7 POVZETEK 

Namen doktorske naloge je bil razjasniti pomembnost okužbe z M. canis pri psih z obolenji sečil 

in spolovil in pri psih s plodnostnimi motnjami ter oblikovati protokol rutinske diagnostike 

mikoplazem. V klinično študijo smo vključili 52 psov, od tega 7 psov z znaki obolenj sečil in 

spolovil, 14 psov s plodnostnimi motnjami in 31 zdravih psov.  Pri vseh vključenih pacientih smo 

poleg rutinskega kliničnega pregleda opravili tudi ultrazvočni pregled sečil in spolovil, odvzeli kri 

za hematološke in izbrane biokemijske parametre ter opravili analizo urina. Odstopanj pri 

kliničnem pregledu, hematoloških in biokemijskih parametrih ter analizi urina, ki bi nakazovala, 

da je pacient okužen z M. canis, nismo ugotovili. Prav tako pri ultrazvočnem pregledu nismo 

ugotovili razlik med pacienti, ki so bili z metodo PCR pozitivni na M. canis., ali tistimi, ki so bili 

negativni. Pozitivnih pacientov na M. canis je bilo v kontrolni skupini 6 od 31 (19 %), kar je manj, 

kot navajajo dosedanje raziskave. V skupini psov s plodnostnimi motnjami je bilo na M. canis  

pozitivnih 6 od 14 (43 %) pacientov, kar pa je primerljivo z rezultati predhodnih raziskavav. V 

skupini psov z obolenji sečil in spolovil so bili na M. canis pozitivni 3 od 7 psov (43 %). Zaradi 

majhnega števila vključenih živali v posameznih skupinah deleži pozitivnih pacientov ne 

predstavljajo reprezentativnega vzorca za populacijo psov z omenjenimi obolenji. Kljub temu pa 

rezultati nakazujejo, da je pri pacientih s ponavljajočimi okužbami sečil smiselno izključiti tudi 

okužbe z mikoplazmami, še posebej z M. canis. 

Povzročitelja smo dokazovali z metodo PCR v vaginalnih in prepucialnih brisih psov. Postopek je 

enostaven in neinvaziven, specifična metoda PCR za dokazovanje posameznega povzročitelja v 

kliničnih vzorcih pa je primerna, hitra in zanesljiva. Pacienta, ki je na podlagi molekularnega izvida 

pozitiven na M. canis, začnemo zdraviti nemudoma, kar je velika prednost v primerjavi z 

gojiščnimi preiskavami, ki so dolgotrajne. Z metodo PCR smo pregledali tudi semensko tekočino 

in ugotovili skladnost rezultatov s prepucialnimi brisi. V rutinski protokol pregleda pred 

odvzemom semena, umetno paritvijo ali pripustom z namenom dokazati, ali gre za okužbo z 

M. canis, bi bilo smiselno uvesti pregled prepucialnih brisov z molekularno metodo PCR. 

Z namenom ugotavljanja pojavnosti M. canis v kliničnih vzorcih smo poleg metode PCR opravili 

tudi analizo metagenoma vaginalnih in prepucialnih brisov. Z določitvijo deleža posameznih vrst 

mikoplazem v preiskovanih vzorcih smo želeli podrobneje spoznati potencialno vlogo mikoplazem 

na izražanje kliničnih znakov. Omenjenih analiz v dosedanjih raziskavah v povezavi s klinično 
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diagnostiko nismo zasledili. Uporaba metagenomskih/metataksomskih analiz omogoča 

enstavnejše določanje mikrobne združbe kot tudi določanje genov za rezistenco oz. virulentnost v 

primerjavi s standardnimi metodami, kot je izolacija mikrooganizmov ali uporaba specifičnih 

molekularnih metod. Žal pa so te preiskave še vedno veliko dražje od klasičnih metod in velikokrat 

neizvedljive zaradi neustrezne kvalitete vzorcev.  

Prisotnost specifičnih protiteles smo ugotavljali z metodo DIBA in rezultate potrdili z metodo po 

Westernu. Metoda DIBA je primerna metoda, predvsem za hitro presejalno testiranje potencilanih 

nosilcev okužbe z različnimi vrstami mikoplazem. Z metodo po Westernu smo zaznali več reakcij 

protiteles iz izbranih serumov s specifičnimi proteini v velikosti 15–130 kDa. Izstopala je reakcija 

s proteinoma v velikosti 55 kDa in približno 40 kDa, ki je bila prisotna pri vseh testiranih serumih 

iz skupine psov z obolenji sečil in spolovil in pri psih iz skupine s plodnostnimi motnjami. Z 

namenom optimizacije metode po Westernu bi bilo smiselno določiti identiteto pogostih 

imunogenih proteinov (npr. omenjeni protein 55 kDa) z N-terminalnim sekvenciranjem in jih 

nadalje uporabljati za dokazovanje prisotnosti specifičnih protiteles, ki so nastala med okužbo z 

M. canis. Žal nam v raziskavo ni uspelo vključiti dovolj pacientov, ki bi jih lahko spremljali tudi 

po zdravljenju. Potrebne so še nadaljnje raziskave serokonverzije in gibanja titra specifičnih 

protiteles od začetka okužbe, ki bi nam dale natančno sliko o poteku okužbe na ravni imunskega 

odgovora. 

Okužbe z mikoplazmami so nedvomno podcenjena in pogosto spregledana težava v klinični 

diagnostiki obolenj sečil in spolovil pri psih. Trenutni postopki ugotavljanja okužbe z M. canis niso 

zadovoljivi in enoznačni, zato bodo potrebne dodatne raziskave, da bi utemeljili uvedbo specifičnih 

diagnostičnih postopkov za potrjevanje te pogosto latentne okužbe s subkliničnimi znaki. V 

veterinarski stroki in pri lastnikih psov pa je potrebno nadaljnje ozaveščanje o tej problematiki, 

predvsem pri lastnikih tistih psov, ki so v paritvenih postopkih, vztrajati pri zdravljenju z namenom 

preprečevanja širjenja okužbe na paritvene partnerje in potomce, saj so pogosto psi brez kliničnih 

znakov obolenj. 
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8 SUMMARY 

The purpose of this dissertation was to investigate the role that M. canis infection plays in dogs 

with urogenital diseases and in dogs with fertility disorders, and to design a protocol for routine 

diagnosis of mycoplasmas. The clinical study included 52 dogs, including 7 dogs with urogenital 

disease symptoms, 14 dogs with fertility disorders, and 31 healthy dogs. All dogs in the study 

underwent routine clinical examination, ultrasonography of the urogenital tract, blood examination 

for haematological and biochemical analysis and urinalysis. Based on the clinical examination, 

hematologic and biochemical results and urinalysis, we found no significant markers distinguishing 

between dogs with M. canis infection and dogs without this infection. Ultrasonography showed no 

differences between patients that tested positive for M. canis and those that were negative. Of 31 

healthy dogs, 6 tested positive for M. canis (19 %), which is less than other studies have shown. 

Of the dogs with fertility problems, 6 out of 14 (43 %) tested positive for M. canis, which is 

comparable to other research findings. Among the dogs with urogenital disorders, 3 out of 7 (43 %) 

tested positive for M. canis. Because of the small sample size of the different groups, the 

percentages of dogs that tested positive for M. canis do not necessarily correspond to the 

percentages for the entire population. However, the results indicate that it is reasonable to rule out 

mycoplasma infections, particularly M. canis, in dogs with recurrent urinary tract infections.  

In our study, M. canis infections were detected by the PCR method on vaginal and preputial swabs. 

It is a simple and non-invasive procedure, while the specific PCR method is a suitable, rapid and 

reliable method to confirm the pathogen in clinical samples. Based on a positive molecular test 

result for M. canis, canine patients can be treated immediately, which is advantageous compared 

to the time-consuming bacterial culture test. Semen was also tested using the PCR method to 

confirm consistency with preputial swab results. It would be useful to include PCR testing of 

preputial swabs in routine examination protocols prior to semen collection, artificial insemination, 

or mating to confirm M. canis infection.  

With the aim of further investigating the presence of M. canis in clinical samples, metagenomic 

analysis of vaginal and preputial swabs was performed in addition to the PCR method. In this way, 

we were able to specify the proportion of different mycoplasma species in the samples examined 

to gain better insight into how the different mycoplasma species influence the clinical picture. To 

our knowledge, none of these methods have been used in clinical diagnostic research. The use of 
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metagenomic/metataxomic analyses facilitates the determination of the microbial community as 

well as the determination of genes for resistance or virulence compared to classical methods such 

as isolation of microorganisms or the use of specific molecular methods. Unfortunately, these 

analyses are still much more expensive than the classical methods and often not feasible due to the 

insufficient quality of the samples. 

The presence of antibodies was tested by the DIBA method, while the results were confirmed by 

the Western Blot method. The DIBA method is a suitable method, especially for rapid screening 

testing of potential carriers of infection with different types of mycoplasmas. Several reactions 

between antibodies from selected sera and specific proteins in the size range of 15-130 kDa were 

detected by the Western Blot method. The  reactions with proteins of sizes 55 kDa and 

approximately 40 kDa stood out, which were detected in all sera tested from dogs with urogenital 

diseases and fertility disorders. To optimize the Western Blot method, we propose to determine the 

identity of common immunogenic proteins (e.g., the 55 kDa protein) by N-terminal sequencing and 

further use them to detect the presence of specific antibodies produced during M. canis infection. 

Unfortunately, we were unable to enroll more patients in our study who could be followed up after 

treatment. Further studies of seroconversion and specific antibody titers from the onset of infection 

are needed to give us an accurate picture of the course of infection at the immune response level. 

Mycoplasma infections are undoubtedly an underappreciated and often overlooked problem in the 

clinical diagnosis of urogenital diseases in dogs. Current procedures for detecting M. canis 

infections are unsatisfactory and may yield equivocal results. Further research is needed as a basis 

for establishing specific diagnostic procedures to confirm this often latent infection with subclinical 

signs. We need to raise awareness of this problem in the veterinary community and among dog 

owners, especially owners of dogs in mating procedures, to insist on treatment to prevent 

transmission to mating partners and offspring, as the dogs often do not show clinical signs. 
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11 PRILOGE 

Priloga 1 Pasme psov, vključenih v raziskavo 
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Priloga 2 Zbirne tabele hematoloških parametrov  

I. Skupina z obolenji sečil in spolovil 

 

Legenda: 

WBC – levkociti, RBC – eritrociti, HGB – hemoglobin, HCT – hematokrit, MCV – povprečni volumen eritocita, 

MCHC – povprečna koncentracija hemoglobina v eritrocitu, RDW – razdelitev eritrocitov po volumnu, PCT – 

trombokrit, NEU – nevtrofilci, LYMP – limfociti, MONO – monociti, EOS – eozinofilci, BASO – bazofilci, LUC – 

nedefinirane celice 

2a- rezultati po zdravljenju 

 

II. Skupina s plodnostnimi motnjami 

 

Legenda: 

WBC – levkociti, RBC – eritrociti, HGB – hemoglobin, HCT – hematokrit, MCV – povprečni volumen eritocita, 

MCHC – povprečna koncentracija hemoglobina v eritrocitu, RDW – razdelitev eritrocitov po volumnu, PCT – 

trombokrit, NEU – nevtrofilci, LYMP – limfociti, MONO – monociti, EOS – eozinofilci, BASO – bazofilci, LUC – 

nedefinirane celice 

12a in 13 a-rezultati po zdravljenju 
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1 7,74 6,72 164 0,47 70,1 24,4 348 362 25,3 12,5 18,7 154 15,4 0,24 58,4 27,1 4,1 9,6 0,5 0,3 4,53 2,09 0,32 0,74 0,04 0,02

2 7,25 6,39 146 0,42 66 22,8 345 357 23,6 11,6 17,1 327 12,9 0,42 62,6 24,5 7 5,5 0,2 0,2 4,54 1,77 0,51 0,4 0,02 0,01

2a 6,68 7,49 182 0,5 67 24,4 364 354 23,7 12,3 17,3 327 9,5 0,31 18,6 38,9 5,6 6,2 0,2 0,4 3,25 2,6 0,37 0,42 0,02 0,03

3 12,07 8,21 156 0,45 55,1 19 346 344 19 12,7 24,9 108 12,7 0,14 68,4 14,2 7,3 9,7 0,2 0,3 8,26 1,72 0,88 1,17 0,02 0,04

4 11,43 7,66 186 0,53 68,8 24,3 352 360 24,8 14,2 18,4 313 11,8 0,37 75,4 17,8 3,4 2,9 0,3 0,2 8,61 2,03 0,39 0,33 0,04 0,02
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8 13,77 7,97 185 0,53 66,6 23,2 348 343 22,8 12,6 17,6 262 8,6 0,23 68,4 20,7 4,5 6,2 0,2 0,1 9,41 2,84 0,62 0,85 0,03 0,01

9 12,8 7,63 185 0,54 70,6 24,3 344 326 23 11,5 15,6 163 14,2 0,23 65,1 23,2 4,5 6,9 0,2 0,1 7,93 2,82 0,55 0,84 0,02 0,02

10 6,8 8,55 195 0,57 66,9 22,8 340 348 23,2 12,5 18,3 159 13,7 0,22 54,3 32,1 6,4 6,6 0,3 0,3 3,69 2,18 0,44 0,45 0,02 0,02

11 7,28 7,98 184 0,55 69 23 333 354 24,4 11,8 15,7 264 10,4 0,27 50,4 24,6 4,8 19,7 0,2 0,2 3,67 1,79 0,35 1,44 0,02 0,01

12 10,75 7,2 170 0,47 65,9 23,5 357 369 24,3 13,7 18,8 286 9 0,26 64 27,5 3,3 4,9 0,1 0,1 6,88 2,96 0,36 0,53 0,01 0,01

12a 11,65 7,36 175 0,49 66,3 23,9 360 367 24,3 13 18,5 283 8,8 0,25 64,4 28 3,3 3,8 0,2 0,2 7,51 3,26 0,39 0,45 0,02 0,03

13 14,09 6,45 154 0,44 68,8 23,8 346 366 25,2 12,9 16,9 219 10,3 0,23 64,3 27,1 3,7 4,6 0,1 0,2 9,05 3,82 0,52 0,65 0,01 0,03

13a 14,55 7 172 0,48 68,4 24,6 360 362 24,7 12,8 17,5 241 10,1 0,24 63,2 29 3,5 4,2 0,2 0,1 9,19 4,21 0,5 0,6 0,03 0,01

14 6,12 8,44 193 0,55 65 22,9 352 365 23,7 12,7 20,1 198 8,8 0,17 63,9 25,9 3,9 6 0,3 0,1 3,91 1,59 0,24 0,36 0,02 0,01

15 9,4 7,6 178 0,49 64 23,4 365 371 23,8 14,5 21,4 292 9,4 0,28 60,1 29 3,6 6,9 0,2 0,1 5,65 2,72 0,34 0,65 0,02 0,01

16 12,17 6,57 148 0,42 63,2 22,5 356 371 23,4 13 18,2 101 14,7 0,15 62,6 24,7 6 6,2 0,1 0,3 7,62 3,01 0,74 0,75 0,02 0,03

17 10,11 7,13 165 0,47 65,3 23,1 354 356 23,2 13,5 20,5 412 11,9 0,49 73,3 15,6 6,1 3,8 0,5 0,7 7,41 1,58 0,62 0,39 0,05 0,02

18 10,49 2,4 57 0,17 71,3 23,9 335 356 25,3 14 20,2 180 13,9 0,25 71,9 18,4 6,6 2,7 0,2 0,3 7,54 1,93 0,69 0,28 0,02 0,03

19 10,85 8,03 185 0,53 65,8 23,1 351 361 23,7 13,1 18,6 297 11,6 0,35 74,1 19,1 5,3 1,1 0,1 0,1 8,04 2,07 0,58 0,12 0,01 0,01

20 15,71 7,29 168 0,46 63,8 23,1 362 355 22,6 13,7 20,5 400 13,8 0,55 77,4 14,1 4,8 3,3 0,1 0,1 12,7 2,22 0,76 0,52 0,02 0,02

21 8,24 6,52 160 0,46 70,8 24,5 347 347 24,5 12,3 17,2 326 10,2 0,33 77,6 14,5 4,8 2,9 0,2 0,1 6,39 1,2 0,39 0,23 0,02 0,01

hematoloske preiskave
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III. Kontrolna skupina 

 

Legenda: 

WBC – levkociti, RBC – eritrociti, HGB – hemoglobin, HCT – hematokrit, MCV – povprečni volumen eritocita, 

MCHC – povprečna koncentracija hemoglobina v eritrocitu, RDW – razdelitev eritrocitov po volumnu, PCT – 

trombokrit, NEU – nevtrofilci, LYMP – limfociti, MONO – monociti, EOS – eozinofilci, BASO – bazofilci, LUC – 

nedefinirane celice 
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22 7,82 6,84 163 0,5 72,2 23,8 328 322 23,4 14,4 16,7 147 16,5 0,24 70,3 17,1 5,7 6,4 0,2 0,3 5,5 1,34 0,45 0,5 0,02 0,03

23 9,61 7,25 175 0,52 72,1 24,1 334 328 23,6 11,6 14,7 290 9,2 0,27 50,2 31,9 3,6 13,8 0,3 0,1 4,83 3,06 0,35 1,32 0,03 0,01

24 8,11 6,32 148 0,45 70,4 23,4 332 321 22,6 11,8 15,3 289 9,2 0,27 67,4 24,1 4,3 3,9 0,2 0,2 5,47 1,95 0,35 0,31 0,01 0,01

25 9,65 7,11 161 0,46 64,3 22,7 352 340 21,8 11,4 17,2 275 13,1 0,36 56 31,4 6 6,3 0,1 0,3 5,4 3,03 0,57 0,61 0,01 0,03

26 7,21 7,71 163 0,48 62,7 21,2 338 326 20,4 13,6 17,8 293 11 0,32 54,3 32,1 7,4 5,1 0,7 0,4 3,92 2,32 0,53 0,37 0,05 0,03

27 14,4 8,21 181 0,54 65,8 22,1 336 325 21,3 12,9 17,3 234 9,6 0,22 69,7 21,6 3,9 4,1 0,5 0,3 10,04 3,11 0,56 0,58 0,07 0,04

28 14,35 6,48 142 0,42 65 21,9 337 323 21 12,2 17,9 481 9,3 0,45 45,2 24,6 3,3 25,9 0,2 0,9 6,49 3,53 0,47 3,71 0,02 0,13

29 15,6 7,7 174 0,5 65,4 22,7 346 335 21,8 11,8 16,7 311 9,8 0,31 46,7 30 4 18,8 0,3 0,3 7,28 4,69 0,62 2,93 0,04 0,04

30 18,5 5,82 132 0,38 64,7 22,7 352 358 23,1 12,1 20,5 253 11,4 0,29 78,4 9,3 7,8 4,4 0 0,1 14,5 1,73 1,45 0,81 0 0,01

31 6,49 6,64 151 0,43 65,1 22,7 350 353 22,9 13,6 23,5 202 11,6 0,23 62,2 30,5 2,9 3,6 0,6 0,2 4,04 1,98 0,19 0,23 0,04 0,01

32 9,41 7,5 180 0,55 72,9 23,9 328 357 26 12,8 18,3 396 12,7 0,5 66,4 24,4 4,2 3,7 0,8 0,5 6,25 2,3 0,39 0,35 0,07 0,04

33 9,09 7,52 163 0,5 66,1 21,7 328 344 22,7 13,2 17 303 7,9 0,24 52,7 39,5 3,1 4,5 0,2 0,1 4,79 3,59 0,28 0,41 0,02 0,01

34 7,3 8,45 198 0,58 68,4 23,4 343 362 24,7 12,5 18 168 12 0,2 71,1 22 3,5 2,7 0,6 0,2 5,19 1,61 0,26 0,2 0,04 0,01

35 6,87 7,4 171 0,5 67,3 23,1 344 357 24 11,9 16,6 301 8,7 0,26 67,1 28,1 1,7 2,8 0,3 0,2 4,61 1,93 0,12 0,19 0,02 0,01

36 11,04 7,82 190 0,55 70,9 24,3 343 356 25,2 12,3 17,2 194 11 0,21 58,5 29,8 2,8 8,4 0,2 0,2 6,46 3,3 0,31 0,93 0,02 0,02

37 11,32 7,3 171 0,5 68,3 23,5 344 362 24,7 12 17,3 186 10,2 0,19 55,9 30,9 6 6,7 0,3 0,3 6,32 3,49 0,68 0,76 0,03 0,03

38 20,95 6,5 161 0,41 63,2 24,8 393 350 22,1 13,9 18,3 400 10,3 0,41 62,9 24,5 7,1 4,8 0,3 0,3 13,18 5,13 1,49 1,01 0,07 0,07

39 9,15 5,6 128 0,38 68,2 22,9 336 350 23,8 13,5 23,6 402 12,8 0,52 69,7 18,1 4,8 7,1 0,1 0,1 6,37 1,66 0,44 0,65 0,01 0,01

40 7,4 6,2 150 0,44 70,2 24,1 344 356 24,9 13,1 16,8 216 10,3 0,22 55,4 32,2 5,2 6,5 0,4 0,3 4,1 2,39 0,38 0,48 0,03 0,02

41 8,21 6,74 155 0,44 65,4 22,9 351 368 24,1 12,5 18,3 176 11 0,19 71,2 18,6 8,7 0,2 0,2 1 5,84 1,53 0,72 0,02 0,02 0,09

42 10,95 7,97 179 0,51 64,6 22,5 348 362 23,4 12,9 19,3 446 8,8 0,39 73,3 16,9 5,1 4 0,4 0,2 8,02 1,85 0,56 0,44 0,05 0,03

43 4,86 6,65 157 0,44 66,8 23,7 354 365 24,4 12,5 19,9 188 9,8 0,18 55,6 34 2,1 7,8 0,3 0,1 2,7 1,65 0,1 0,38 0,02 0,01

44 6,49 8,49 200 0,57 66,9 23,5 352 367 24,5 12,7 17,8 295 12 0,35 45,7 42,7 4,7 6,5 0,2 0,1 2,97 2,77 0,31 0,42 0,01 0,01

45 6,94 6,77 167 0,48 70,9 24,7 348 354 25,1 12,5 16,9 195 9,9 0,19 60,2 31 3,5 4,7 0,2 0,4 4,18 2,15 0,24 0,32 0,02 0,03

46 7,71 6,84 164 0,46 67,5 24 355 360 24,3 12,4 17,4 260 10,2 0,3 65,1 25,8 4,6 4,2 0,2 0,1 5,02 1,99 0,36 0,33 0,02 0

47 13,93 6,78 162 0,47 68,8 24 348 355 24,4 12,8 19,9 236 9,2 0,22 59,5 33,7 4,5 1,6 0,4 0,3 8,29 4,69 0,63 0,22 0,06 0,04

48 9 7,41 178 0,51 68,6 24 349 360 24,7 12,4 16 460 7,5 0,35 65,5 22,9 5,1 6 0,2 0,2 5,9 2,06 0,46 0,54 0,02 0,01

49 12,84 8,59 202 0,58 67,7 23,6 348 370 25 12,9 18,2 499 10,1 0,5 62,6 20,4 3,7 12,6 0,5 0,1 8,04 2,62 0,48 1,62 0,07 0,02

50 12,71 5,62 138 0,38 67 24,6 367 361 24,2 12,4 20,4 538 9,3 0,5 67,2 22 4,9 5,4 0,1 0,3 8,54 2,8 0,62 0,69 0,01 0,04

51 10,87 7,77 183 0,51 65,9 23,5 357 365 24 12,9 18,1 446 10,7 0,48 64,2 14,9 4 16,7 0,2 0,2 6,98 1,62 0,44 1,81 0,02 0,02

52 5,8 7,31 188 0,55 74,8 25,7 343 361 26,9 12,6 18 182 10,4 0,19 71 18,2 4,5 6,1 0,3 0 4,11 1,05 0,26 0,35 0,02 0
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Priloga 3 Zbirne tabele biokemijskih parametrov  

I. Skupina z obolenji sečil in spolovil 

 

Legenda: 2a – rezultati po zdravljenju 

 

II. Skupina s plodnostnimi motnjami 

 

Legenda: 12a in 13 a – rezultati po zdravljenju 

 

št 

pacienta

sečnina

(mmol/L)

kreatinin

(µmol/L)

skupni 

proteini 

(g/L)

globulini

(g/L)

1 8,85 123,57 53,17 35,44

2 6,26 11,34 56,45 42,31

2a 7,73 99,81 56,557 38,005

3 2,21 40,03 57,72 42,34

4 8,04 87,35 53,08 41,32

5 3,98 71,29 39,455 35,53

6 9,1 123,4 53,84 41,15

7 8,53 89,92 51,64 34,38

št 

pacienta

sečnina

(mmol/L)

kreatinin

(µmol/L)

skupni 

proteini 

(g/L)

globulini

(g/L)

8 6,6 67,5 54,95 37,46

9 9,2 101,85 57,57 41,59

10 5,65 78,74

11 5,33 63,43 55,12 41,36

12 5,74 102,31 57,65 36,95

12a 5,7 106,1 52,372 40,565

13 7,21 137 58,04 37,5

13a 7,43 117,7 50,068 42,364

14 12,23 89 54,33 40,56

15 14,73 85 56,99 41,16

16 5,88 98 56,66 32,62

17 4,81 92,2 56,33 42,25

18 3,06 61,42 31,53 24,02

19 6,49 109,06 57,69 41,56

20 5,96 150,1 56,48 42,47

21 4,32 80,03 48,33 38,26
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III. Kontrolna skupina 

 

  

št 

pacienta

sečnina

(mmol/L)

kreatinin

(µmol/L)

skupni 

proteini 

(g/L)

globulini

(g/L)

22 6,36 96,47 55,02 39,14

23 10,63 101,12 53,87 41,49

24 6,64 129,75 55,9 36,67

25 5,91 86,61 52,23 38,97

26 3,08 65,35 55,49 40,98

27 5,03 79,22 58,74 42,72

28 4,52 87,2 55,89 41,28

29 7,16 113,76 56,81 41,98

30 22,7 312,8 56,73 41,57

31 7,27 116,1 54,4 39,3

32 6,04 87,06 56,13 40,8

33 8,67 87,44 58,03 42,9

34 7,86 81,46 58,29 42,07

35 6,9 59,64 53,8 39,87

36 5,87 11,3 53,49 42,16

37 8,36 66,14 53,08 42,12

38 6,02 63,83 54,08 40,8

39 5,33 57,57 57,5 41,58

40 6,56 89,94 50,58 36,87

41 3,32 62,87 54,73 41,1

42 3,36 66,86 48,85 33,15

43 6,06 99,91 53,79 39,1

44 5,26 109,38 51,65 40,27

45 5,05 81,39 50,24 41,77

46 4,71 57,61 46,88 43,48

47 10,3 87 54,09 41,51

48 11,56 77 56,79 37,72

49 4,13 70,5 54,85 40,49

50 9,47 84,8 50,65 38,48

51 8,95 76,13 57,12 42,2

52 6,68 95,68
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Priloga 4 Zbirne tabele rezultatov urinskega pregleda  

I. Skupina z obolenji sečil in spolovil 

 

Legenda: 

GLU – glukoza, BIL – bilirubin, KET – ketoni, SG – specifična teža, BLD – kri, PRO – proteini, UBG – urobilinogen, 

NIT – nitriti, LEV – levkociti, ERI – eritrociti, CIL – cilindri, EP C – epitelne celice, KRIS – kristali, MS KAP – 

maščobne kapljice, BAKT – bakterije, BAKT K – kokoidne bakterije, BAKT P – paličaste bakterije, BAKT K/P – 

kokoidne in paličaste bakterije 

2a – rezultati po zdravljenju 

 

II. Skupina s plodnostnimi motnjami 

 

Legenda: 

GLU – glukoza, BIL – bilirubin, KET – ketoni, SG – specifična teža, BLD – kri, PRO – proteini, UBG – urobilinogen, 

NIT – nitriti, LEV – levkociti, ERI – eritrociti, CIL – cilindri, EP C – epitelne celice, KRIS – kristali, MS KAP – 

maščobne kapljice, BAKT – bakterije, BAKT K – kokoidne bakterije, BAKT P – paličaste bakterije, BAKT K/P – 

kokoidne in paličaste bakterije 

12a in 13a – rezultati po zdravljenju 

 

št 

pacienta GLU BIL KET SG BLD pH

PRO

[g/L]

UBG

[mmol/L] NIT LEV ERI LEV CIL EP C KRIS

MS 

KAP BAKT

1 NEG NEG NEG 1,03 TRACE 7 >3.0 3,2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG STRUV MALO BAKT K

2 NEG SMALL NEG 1,02 TRACE 7,5 1 3,2 NEG NEG 5-8 POSAM NEG POSAM NEG NEG BAKT

2a NEG SMALL NEG 1,026 TRACE 6,5 NEG 3,2 NEG NEG POSAM POSAM NEG POSAM NEG NEG NEG

3 NEG NEG NEG 1,014 TRACE 8,5 1 3,2 POS 15 MASA MASA NEG POSAM POSAM POS BAKT K/P

4 NEG SMALL NEG 1,03 TRACE 6,5 1 3,2 NEG NEG DO 15 DO 10 POSAM POSAM POSAM NEG BAKT K

5 NEG SMALL NEG 1,032 NEG 9 3 3,2 NEG NEG POSAM 15-25 NEG POSAM STRUVIT NEG BAKT

6 NEG NEG NEG 1,05 TRACE 9 3 3,2 NEG NEG MASA MASA NEG ŠTEVILNE STRUVIT POSAM BAKT P

7 5,5 LARGE NEG 1,054 TRACE 7 0,3 3,2 NEG TRACE MASA POS NEG POSAM POSAM NEG BAKT K

urinski sedimentsemikvantitativen pregled

št 

pacienta GLU BIL KET SG BLD pH

PRO

[g/L]

UBG

[mmol/L] NIT LEV ERI LEV CIL EP C KRIS

MS 

KAP BAKT

8 NEG SMALL NEG 1,03 NEG 6 1 3,2 NEG NEG NEG DO 4 DO 3 DO 3 CA OKSALPOSAMBAKT

9 NEG SMALL NEG 1,036 TRACE 7,5 3 3,2 NEG NEG MASA MASA NEG POSAM POSAM POSAMBAKT P

10 NEG SMALL NEG 1,03 NEG 6 0,3 3,2 NEG NEG NEG DO 15 DO 1 DO 4 NEG NEG NEG

11 NEG NEG NEG 1,034 NEG 5,5 NEG 3,2 NEG NEG DO 7 DO 1 NEG DO 2 POSAM POSAMNEG

12 NEG SMALL NEG 1,05 NEG 9 1 3,2 NEG NEG POSAMNEG NEG POSAM POSAM POSAMNEG

12a NEG SMALL NEG 1,04 NEG 8 NEG 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG POSAM POSAM NEG NEG

13 NEG SMALL NEG 1,046 NEG 7,5 0,3 3,2 NEG NEG POSAMDO 2 POSAMPOSAM NEG NEG BAKT

13a NEG SMALL NEG 1,052 NEG 7,5 NEG 3,2 NEG NEG POSAMNEG NEG POSAM NEG NEG BAKT

14 NEG NEG NEG 1,062 NEG 7 0,3 3,2 NEG NEG NEG POS NEG POSAM NEG POSAMNEG

15 NEG NEG NEG 1,07 NEG 7 0,3 3,2 NEG NEG NEG NEG NEG POSAM POSAM NEG NEG

16 NEG SMALL NEG 1,054 TRACE 6 1 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG POSAM NEG POSAMNEG

17 NEG SMALL NEG 1,044 TRACE 7 1 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG ŠTEVILNENEG NEG BAKT

18 NEG NEG NEG 1,016 NEG 7 NEG 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG POSAM POSAM VELIKOBAKT P

19 NEG SMALL NEG 1,046 NEG 9 3 16 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POSAMNEG

20 NEG NEG NEG 1,032 NEG 9 3 3,2 NEG NEG NEG POSAMNEG POSAM POSAM POSAMBAKT

21 NEG SMALL NEG 1,08 NEG 9 1 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG POSAM STRUVITIPOSAMNEG

semikvantitativen pregled urinski sediment
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III. Kontrolna skupina 

 

Legenda: 

GLU – glukoza, BIL – bilirubin, KET – ketoni, SG – specifična teža, BLD – kri, PRO – proteini, UBG – urobilinogen, 

NIT – nitriti, LEV – levkociti, ERI – eritrociti, CIL – cilindri, EP C – epitelne celice, KRIS – kristali, MS KAP – 

maščobne kapljice, BAKT – bakterije, BAKT K – kokoidne bakterije, BAKT P – paličaste bakterije, BAKT K/P – 

kokoidne in paličaste bakterije 

  

št 

pacienta GLU BIL KET SG BLD pH

PRO

[g/L]

UBG

[mmol/L] NIT LEV ERI LEV CIL EP C KRIS

MS 

KAP BAKT

22 NEG NEG TRACE 1,025 TRACE 6 >3.0 3,2 NEG NEG 1 NEG NEG 2 NEG NEG NEG

23 NEG SMALL NEG 1,025 NEG 6 0,3 16 NEG NEG NEG NEG DO 1 DO1 NEG POSAMNEG

24 NEG NEG NEG 1,015 NEG 7,5 TRACE 3,2 NEG NEG DO1 DO1 DO1 DO1 AM SOLI POSAMBAKT

25 NEG NEG NEG 1,01 NEG 8 TRACE 3,2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG STRUV POSAMNEG

26 NEG NEG TRACE 1,025 TRACE 7 1 3,2 NEG NEG DO 7 DO 15 DO 1 DO 3 STRUV POSAMBAKT K

27 NEG NEG NEG 1,02 TRACE 7 1 3,2 NEG NEG DO10 DO7 DO1 DO 3 AM SOLI POSAMBAKT K

28 NEG NEG NEG 1,02 NEG 6,5 1 3,2 NEG NEG DO 5 DO 8 DO 3 DO 4 NEG POSAMBAKT K

29 NEG NEG NEG 1,015 NEG 7 0,3 3,2 NEG NEG DO 2 DO 4 DO 2 DO 3 STRUV NEG BAKT K

30 NEG NEG NEG 1,008 TRACE 7 0,3 3,2 NEG NEG MASA DO 5 NEG POSAM NEG NEG NEG

31 NEG NEG NEG 1,05 TRACE 5,5 TRACE 3,2 NEG NEG 15-20 POSAMPOSAMPOSAM NEG POSAMBAKT

32 NEG NEG NEG 1,01 TRACE 7 NEG 3,2 NEG NEG DO 2 DO 2 DO1 DO 1 NEG POSAMNEG

33 NEG NEG NEG 1,036 NEG 8,5 NEG 3,2 NEG NEG POSAM1-5 NEG POSAM POSAM POSAMNEG

34 NEG NEG NEG 1,06 NEG 9 1 3,2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG STRUV POSAMBAKT

35 NEG NEG NEG 1,05 NEG 7,5 0,3 3,2 NEG NEG NEG POSAMNEG POSAM STRUV POSAMNEG

36 NEG LARGE NEG 1,06 NEG 7 1 3,2 NEG NEG POSAM10-20 POSAMPOSAM NEG NEG BAKT

37 NEG NEG NEG 1,054 NEG 9 1 3,2 NEG NEG POSAM5-10 NEG ŠTEVILNESTRUV POSAMBAKT

38 NEG NEG NEG 1,036 NEG 8,5 0,3 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMPOSAMPOSAM POSAM POSAMBAKT K

39 NEG NEG NEG 1,038 TRACE 7 3 3,2 NEG 15 5-8 20-30 NEG 5-10 NEG NEG BAKT

40 5,5 NEG NEG 1,07 NEG 7 1 3,2 NEG NEG POSAM20-30 POSAMPOSAM POSAM NEG BAKT

41 NEG NEG NEG 1,01 NEG 8 NEG 3,2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POSAMNEG

42 NEG NEG NEG 1,022 NEG 8,5 >3.0 3,2 NEG NEG NEG NEG POSAMPOSAM STRUV POSAMBAKT

43 NEG NEG NEG 1,015 NEG 7,5 NEG 3,2 NEG NEG DO2 DO 1 NEG DO 1 NEG POSAMBAKT K

44 NEG NEG NEG 1,008 NEG 7 NEG 3,2 NEG NEG POSAMPOSAMNEG POSAM POSAM NEG NEG

45 NEG NEG NEG 1,054 NEG 5,5 NEG 3,2 NEG NEG NEG NEG POSAMPOSAM NEG NEG NEG

46 NEG LARGE NEG 1,02 NEG 5,5 NEG 3,2 NEG NEG NEG POSAMNEG POSAM STRUV POSAMBAKT

47 NEG NEG TRACE 1,026 TRACE 6,5 1 3,2 NEG NEG MASA POSAMNEG POSAM POSAM NEG BAKT

48 NEG NEG NEG 1,025 TRACE 7 0,3 3,2 NEG NEG MASA NEG NEG POSAM POSAM POSAMNEG

49 NEG NEG NEG 1,046 NEG 6 1 3,2 NEG NEG NEG POSAMPOSAMMASA NEG NEG NEG

50 NEG NEG NEG 1,065 NEG 5,5 0,3 3,2 NEG NEG NEG POSAMNEG POSAM NEG NEG NEG

51 NEG NEG NEG 1,068 TRACE 7 3 3,2 NEG NEG MASA POSAMPOSAMŠTEVILNEPOSAM NEG NEG

52 NEG SMALL NEG 1,03 TRACE 6 NEG 3,2 NEG NEG MASA POSAMNEG POSAM NEG NEG BAKT

semikvantitativen pregled urinski sediment
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Priloga 5 Rezultati pregleda semena pri samcih iz kontrolne skupine 

I. Pregled semena po odvzemu  

 
MNS – morfološko normalni spermiji, MAS – morfološko abnormalni spermiji, mikoplazme – druge mikoplazme 

 

II. Integriteta celične membrane 

 
mikoplazme – druge mikoplazme, A – odstotek mrtvih spremijev, E – odstotek živih spremijev 

 

III. Računalniška analiza CASA 

 
G – gibljivost, PG – progresivna gibljivost, mikoplazme – druge mikoplazme 

 

IV. Primerjava rezultatov prepucialnih brisov in semenske tekočine z metodo PCR 

 
mikoplazme – druge mikoplazme 

 

barva vonj

semenčic/ 

ml

količina 

semena      

(v ml)

gibljivost 

semenčic   

(v %)

MNS 

(v  %)

MAS  

(v  %)

MNS      

(v %) po 

3 urah

MAS      

(v %) po 

3 urah

26 7 M. canis sivobela brez vonja 35,4 x 10
6

3,4 85 78 22 48 52

27 1 negativno sivobela brez vonja 67,3 x 10
6

5,2 90 84 16 64 36

28 10 mikoplazme sivobela brez vonja 41,5 x 10
6

2,5 90 51 49 42 58

29 2 M. canis sivobela brez vonja 37,4 x 10
6

6 90 76 24 79 21

pregled semena takoj po odvzemu

Št. 

pacienta

starost 

(v letih)

prepucialni bris 

PCR

mikroskopski pregled semena

ob 

odvzemu po 3 urah ob odvzemu po 3 urah

26 7 M. canis A52/E 48 A44/E 56 56 88

27 1 negativno A61/E 39 A 59/E 41 64 73

28 10 mikoplazme A 48/E 52 A 35/E 65 58 66

29 2 M. canis A73/E 27 A 67/E 33 51 82

HOS test  (v %) eozin/nigrozin test (v %)

prepucialni bris 

PCR

starost 

(v letih)

Št. 

pacienta

% G 0h-

1.meritev

% G 0h- 

2.meritev

% G 0h- 

povp .

% PG 0h- 

1. meritev

% PG 0h-

2. meritev

% PG 0h-

povp. 

% G 3h-

1. meritev

% G 3h-

2. meritev

% G 3h-

povp.

% PG 3h-

1. meritev

% PG 3h-

2. meritev

% PG 3h-

povp.

26 7 M. canis 19 43/39 41 8 20/14 17 24 29 27 7 10 9

27 1 negativno 87 81 84 60 55 58 89 89 89 45 44/49 46

28 10 mikoplazme 16 19 18 0 1 1 19 18 19 2 0 1

29 2 M. canis 93 92/92 92 72 64/62 63 92 89 91 70 66 68

CASA

Št. 

pacienta

starost 

(v letih)

prepucialni bris 

PCR

semenska tekočina

PCR

26 7 M. canis M. canis

27 1 negativno negativno

28 10 mikoplazme mikoplazme

29 2 M. canis M. canis

št. 

pacienta

starost 

v letih

prepucialni bris 

PCR
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Priloga 6 Združeni rezultati molekularnih preiskav 

I. Skupina z obolenji sečil in spolovil 

 

zeleno – rezultati po zdravljenju; rdeče – M. canis pozitivni 

 

II. Skupina s plodnostnimi motnjami 

 

zeleno – rezultati po zdravljenju; rdeče – M. canis pozitivni 
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1 Mešanec 9 Ž sterilizirana anestrus 14 24,87757683 neg neg

2 Mešanec 9 M kastriran kastrat 13,8 19,30335808 poz poz M.canis  (100 %)

2a Mešanec 9 M kastriran kastrat 13,8 neg neg

3 Mešanec 2 Ž sterilizirana anestrus 12,8 25,20830727 poz poz mešana sekvenca (80 % M.canis )

4 Francoski buldog 6 M intakten intakten 15,8 19,39615059 neg neg 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

5 Sibirski husky 1 Ž intaktna anestrus 13,8 20,74898148 poz neg M. cynos  (100 %)

6 Mešanec 5 Ž sterilizirana anestrus 44 20,85733604 neg neg 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

7 Španjel kavalir king charles 1 Ž intaktna anestrus 9,8 22,42572403 poz poz mešana sekvenca (U. gallorale  94 %)

osnovni podatki metagenomikaPCR
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8 Terier parson jack russell 6 M intakten intakten 4,7 18,17720222 poz neg mešana sekvenca, M.miroungigenitalium (94 %) 11,76 % 0,00 % 2,10 % 0,02 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

9 Bernski planšarski pes 4 M intakten intakten 36,2 18,54579353 neg neg

10 Nemški ovčar 6 Ž intaktna estrus 29,3 17,73189354 poz poz U. gallorale  (94 %)

11 Nemški ovčar 5 Ž intaktna diestrus 26,1 22,17442131 poz poz ni določena

12 Zlati prinašalec 4 Ž intaktna estrus 34,2 23,16855049 poz poz mešana sekvenca (M.canis  91 %)

12a Zlati prinašalec 4 F intaktna estrus 34,2 neg neg

13 Zlati prinašalec 5 M intakten intakten 36 23,43418884 poz poz M.canis  (99 %) 0,00 % 2,48 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

13a Zlati prinašalec 5 M intakten intakten 36 neg neg

14 Airedalski terier 8 Ž intaktna diestrus 28,3 27,09704781 neg neg

15 Airedalski terier 5 M intakten intakten 30,1 19,37378502 poz neg M. cynos  (100 %) 17,49 % 0,00 % 0,10 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

16 Nemški ovčar 4 Ž intaktna estrus 28,3 22,05 neg neg 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

17 Ameriški staffordshirski terier 3 Ž intaktna diestrus 20,1 20,81504059 poz poz mešana sekvenca (M edwardii  94 %, M. canis  92 %)

18 Argentinska doga 6 Ž intaktna estrus 30,2 31,15471458 poz neg mešana sekvenca (93 % U. gallorale ) 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

19 Bernski planšarski pes 2 Ž intaktna diestrus 38,3 21,25323105 neg neg

20 Bernski planšarski pes 3 Ž intaktna diestrus 40,2 23,67811394 poz poz mešana sekvenca (99 % M. canis )

21 Kratkodlaki weimaranec 3 Ž intaktna anestrus 24,9 25,0115757 poz neg U. gallorale (95 %)

osnovni podatki metagenomikaPCR
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III. Kontrolna skupina 

 

rdeče – M. canis pozitivni  
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22 Angleški špringer španjel 9 Ž intaktna estrus 17,4 20,95232964 neg neg

23 Mešanec 1 Ž intaktna diestrus 21 26,20441818 poz poz M.maculosum  (99 %) 0,09 % 10,77 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

24 Japonski čin 3 M intakten intakten 3,1 19,26061821 poz neg M. cynos  (100 %) 18,50 % 0,01 % 0,09 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

25 Mešanec 2 Ž sterilizirana anestrus 23,2 22,08649826 neg neg

26 Škotski terier 7 M intakten intakten 8,6 36,62234879 poz poz ni določena

27 Škotski terier 1 M intakten intakten 10,4 19,96762657 neg neg

28 Rotvajler 10 M intakten intakten 42,3 19,81171608 poz neg M. arginini  (97 %)

29 Rotvajler 2 M intakten intakten 45 20,30551147 poz poz mešana sekvenca (M.canis  78 %)

30 Doberman 4 M intakten intakten 39,5 21,52057457 poz neg M.arginini (97 %) 66,46 % 0,23 % 0,28 % 0,00 % 0,38 % 0,04 % 0,02 %

31 Mešanec 11 Ž sterilizirana anestrus 23,2 21,75629997 neg neg

32 Pritlikavi šnavcer 9 Ž sterilizirana anestrus 4,8 27,58471489 neg neg 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

33 Romanski vodni pes 4 Ž sterilizirana anestrus 11,5 24,69 neg neg

34 Mešanec 4 Ž sterilizirana anestrus 11 27,94542313 neg neg 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

35 Angleški koker španjel 11 Ž sterilizirana anestrus 15 24,97828484 neg neg

36 Ruski hrt 3 M intakten intakten 39,6 17,84298897 poz neg M. bovigenitalium  (95 %)

37 Mešanec 4 Ž sterilizirana anestrus 6,9 22,04177475 neg neg

38 Ameriški koker španjel 13 M kastriran kastrat 16,5 28,67339325 poz poz M. canis  (100 %)

39 Mešanec 10 M intakten intakten 28,7 25,76142883 neg neg

40 Ruski hrt 1 M intakten intakten 42,4 16,86975861 poz neg M.miroungigenitalium  (94 %)

41 Angleški špringer španjel 11 Ž sterilizirana anestrus 18,3 26,53050613 neg neg

42 Mešanec 11 M kastriran kastrat 14 27,44603348 neg neg

43 Nemška prepeličarka 7 Ž sterilizirana anestrus 20,2 24,98954773 neg neg

44 Mešanec 9 Ž sterilizirana anestrus 10 24,7880764 neg neg

45 Mešanec 8 M kastriran kastrat 14 27,41512108 poz neg mešana sekvenca (M.cynos  96 %)

46 Madžarski kratkodlaki ptičar 7 M kastriran kastrat 22 20,90690804 poz neg M.cynos  (100 %) 24,38 % 0,00 % 0,06 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

47 Zlati prinašalec 6 M intakten intakten 33 25,99987221 neg neg

48 Zlati prinašalec 4 Ž intaktna estrus 28,7 31,62733841 neg neg

49 Mešanec 13 Ž intaktna diestrus 14,7 22,25840378 poz poz ni določena 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

50 Maltežan 7 M intakten intakten 4,8 22,52536583 poz neg M. cynos  (100 %) 90,85 % 0,24 % 0,30 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

51 Kratkodlaki weimaranec 8 M intakten intakten 33 22,29886436 poz neg M.microti  (91 %)

52 Mali angleški hrt 6 M kastriran kastrat 13 28,28699112 poz poz M. canis  (99 %)

osnovni podatki metagenomika



S. Suhadolc Scholten: Vloga in pomen Mycoplasme canis ... plodnostnih motenj in urogenitalnih obolenj psov. 

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija 
108 

 

Priloga 7 Celotna analiza metagenoma, razdeljena po skupinah 

 

4 6 8 13 15 16 18 23 24 30 32 34 46 49 50

Ureaplasma canigenitalium 0,00% 0,00% 81,37% 0,00% 72,39% 0,00% 0,23% 0,00% 75,90% 32,47% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 17,49%

Mycoplasma cynos 0,00% 0,00% 11,76% 0,00% 17,49% 0,00% 0,00% 0,09% 18,50% 66,46% 0,00% 0,00% 24,38% 0,00% 90,85% 15,30%

Haemophilus haemoglobinophilus16,28% 0,00% 4,19% 0,00% 9,51% 68,77% 31,84% 0,44% 4,88% 0,00% 10,67% 0,00% 71,55% 0,07% 6,62% 14,99%

drugo 6,04% 11,05% 0,55% 11,93% 0,40% 2,61% 18,89% 19,51% 0,30% 0,11% 54,21% 27,72% 1,49% 6,40% 0,72% 10,80%

Streptococcus canis 71,58% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,64% 56,36% 0,00% 0,00% 5,56% 0,00% 0,25% 0,00% 1,07% 9,10%

Fusobacterium necrophorum 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 87,21% 0,00% 5,81%

Proteus mirabilis 0,00% 62,71% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,18%

Psychrobacter sp. SHUES1 0,00% 0,00% 0,00% 61,09% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,07%

Porphyromonas cangingivalis 0,00% 3,82% 0,00% 0,00% 0,00% 19,58% 11,37% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 19,75% 0,00% 0,05% 0,00% 3,64%

Bacteroides pyogenes 0,00% 7,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 24,34% 0,00% 0,00% 0,00% 4,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,40%

Staphylococcus pseudintermedius 0,00% 6,40% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 21,33% 0,00% 0,00% 0,00% 1,85%

Bacteroides fragilis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,73% 0,00% 0,00% 0,00% 21,87% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 1,64%

Mycoplasma canis 0,00% 0,00% 0,00% 2,48% 0,00% 0,00% 0,00% 10,77% 0,01% 0,23% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,24% 0,92%

Facklamia ignava 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 11,93% 0,00% 0,00% 0,00% 0,80%

Pasteurella dagmatis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 8,24% 0,00% 0,00% 0,00% 0,55%

Porphyromonas gingivicanis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 5,08% 0,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,04% 0,00% 0,09% 0,00% 0,44%

Vagococcus lutrae 0,00% 6,38% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,43%

Escherichia coli 0,06% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,61% 3,83% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,37%

Enterococcus faecalis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,44% 0,00% 0,00% 0,00% 0,30%

Psychrobacter sp. G 0,00% 0,00% 0,00% 4,19% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,28%

Psychrobacter cryohalolentis 0,00% 0,00% 0,00% 4,18% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,28%

Psychrobacter sp. 1501(2011) 0,00% 0,00% 0,00% 3,80% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,25%

Mycoplasma opalescens 0,00% 0,00% 2,10% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,09% 0,28% 0,00% 0,00% 0,06% 0,00% 0,30% 0,20%

Histophilus somni 0,36% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,27% 0,49% 0,00% 0,08% 0,00% 0,00% 0,00% 1,35% 0,00% 0,15% 0,19%

Psychrobacter alimentarius 0,00% 0,00% 0,00% 2,77% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18%

Streptococcus equi 1,20% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,31% 0,48% 0,00% 0,00% 0,45% 0,00% 0,00% 0,29% 0,00% 0,18%

Streptococcus dysgalactiae 1,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,31% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,12% 0,00% 0,17%

Weissella confusa 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,23% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,15%

Pseudomonas fragi 0,00% 0,00% 0,00% 2,09% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,14%

Streptococcus pyogenes 0,84% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,14% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13%

Streptococcus urinalis 1,32% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,54% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,12%

[Haemophilus] felis 0,18% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,36% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,45% 0,00% 0,72% 0,00% 0,00% 0,12%

Porphyromonas gingivalis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,26% 1,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,31% 0,00% 0,11%

Porphyromonas gulae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,80% 0,68% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,16% 0,00% 0,11%

Porphyromonas crevioricanis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,69% 0,20% 0,00% 0,14% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,55% 0,00% 0,10%

Porphyromonas circumdentaria 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,09% 0,18% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,19% 0,00% 0,10%

Conchiformibius steedae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07%

Enterobacter cloacae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07%

Psychrobacter glacincola 0,00% 0,00% 0,00% 0,98% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07%

Psychrobacter sp. P11F6 0,00% 0,00% 0,00% 0,92% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,06%

Fusobacterium gonidiaformans 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,81% 0,00% 0,05%

Corynebacterium auriscanis 0,00% 0,78% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05%

Fusobacterium sp. HMSC073F01 0,00% 0,32% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05%

Streptococcus castoreus 0,36% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,41% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05%

Fusobacterium varium 0,00% 0,37% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,38% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05%

Streptococcus didelphis 0,52% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,04%

Enterococcus canis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,63% 0,00% 0,00% 0,00% 0,04%

Staphylococcus equorum 0,00% 0,00% 0,00% 0,62% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,04%

Fusobacterium russii 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,39% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18% 0,00% 0,03% 0,00% 0,04%

Pasteurella multocida 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18% 0,15% 0,07% 0,00% 0,00% 0,04%

Glaesserella parasuis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,46% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03%

Trueperella bernardiae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,44% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03%

Trueperella sp. HMSC08B05 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03%

Haemophilus parainfluenzae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,06% 0,00% 0,00% 0,00%

[Haemophilus] ducreyi 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,01%

Streptococcus agalactiae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,54% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,04%

Nostoc linckia 0,04% 0,14% 0,01% 0,01% 0,03% 0,08% 0,00% 0,01% 0,01% 0,00% 0,03% 0,05% 0,01% 0,00% 0,04% 0,03%

Streptococcus intermedius 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,27% 0,00% 0,02%

Streptococcus caballi 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,26% 0,00% 0,02%

Prevotella intermedia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,12% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,25% 0,00% 0,02%

Peptoniphilus indolicus 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,27% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,19% 0,00% 0,03%

Lactobacillus gasseri 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00%

Moraxella atlantae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00%

Corynebacterium sp. HMSC28B08 0,00% 0,22% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01%

Mycoplasma fermentans 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Actinobacillus suis 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00%

Mycoplasma spumans 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,38% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03%

Mycoplasma arginini 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Mycoplasma canadense 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Aerococcus christensenii 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Priloga 8 Združeni rezultati PCR, DIBA in metagenomike 

I. Skupina z obolenji sečil in spolovil 

 

zeleno – rezultati po zdravljenju; mikoplazme – druge mikoplazme 

 

II. Skupina s plodnostnimi motnjami 

 

zeleno – rezultati po zdravljenju; mikoplazme – druge mikoplazme 
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1 Mešanec 9 Ž sterilizirana anestrus 14 negativno + + - - -

2 Mešanec 9 M kastriran kastrat 13,8 M. canis + - - - -

2a Mešanec 9 M kastriran kastrat 13,8 negativno + - + - -

3 Mešanec 2 Ž sterilizirana anestrus 12,8 M. canis + + - - -

4 Francoski buldog 6 M intakten intakten 15,8 negativno + + + + + 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

5 Sibirski husky 1 Ž intaktna anestrus 13,8 mikoplazme + + - + -

6 Mešanec 5 Ž sterilizirana anestrus 44 negativno + + + - - 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

7 Španjel kavalir king charles 1 Ž intaktna anestrus 9,8 M. canis + - - - -
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8 Terier parson jack russell 6 M intakten intakten 4,7 mikoplazme + - + + - 11,76 % 0,00 % 2,10 % 0,02 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

9 Bernski planšarski pes 4 M intakten intakten 36,2 negativno + + + + +

10 Nemški ovčar 6 Ž intaktna estrus 29,3 M. canis + - - - -

11 Nemški ovčar 5 Ž intaktna diestrus 26,1 M. canis + - - - -

12 Zlati prinašalec 4 Ž intaktna estrus 34,2 M. canis + - - - -

12a Zlati prinašalec 4 F intaktna estrus 34,2 negativno + - + - -

13 Zlati prinašalec 5 M intakten intakten 36 M. canis + - + + - 0,00 % 2,48 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

13a Zlati prinašalec 5 M intakten intakten 36 negativno + + + - -

14 Airedalski terier 8 Ž intaktna diestrus 28,3 negativno + + - - -

15 Airedalski terier 5 M intakten intakten 30,1 mikoplazme + + + + + 17,49 % 0,00 % 0,10 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

16 Nemški ovčar 4 Ž intaktna estrus 28,3 negativno + + + + + 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

17 Ameriški staffordshirski terier 3 Ž intaktna diestrus 20,1 M. canis + - - - -

18 Argentinska doga 6 Ž intaktna estrus 30,2 mikoplazme + + + - - 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

19 Bernski planšarski pes 2 Ž intaktna diestrus 38,3 negativno + + + - +

20 Bernski planšarski pes 3 Ž intaktna diestrus 40,2 M. canis + - + - -

21 Kratkodlaki weimaranec 3 Ž intaktna anestrus 24,9 mikoplazme + + + - +

osnovni podatki DIBA metagenomika
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III. Kontrolna skupina 

 

 mikoplazme – druge mikoplazme 
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22 Angleški špringer španjel 9 Ž intaktna estrus 17,4 negativno - - - - -

23 Mešanec 1 Ž intaktna diestrus 21 M. canis + - - - - 0,09 % 10,77 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

24 Japonski čin 3 M intakten intakten 3,1 mikoplazme + + + + + 18,50 % 0,01 % 0,09 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

25 Mešanec 2 Ž sterilizirana anestrus 23,2 negativno + + - - +

26 Škotski terier 7 M intakten intakten 8,6 M. canis + - + - -

27 Škotski terier 1 M intakten intakten 10,4 negativno + + + + +

28 Rotvajler 10 M intakten intakten 42,3 mikoplazme + + + - -

29 Rotvajler 2 M intakten intakten 45 M. canis + + + + -

30 Doberman 4 M intakten intakten 39,5 mikoplazme + - + - - 66,46 % 0,23 % 0,28 % 0,00 % 0,38 % 0,04 % 0,02 %

31 Mešanec 11 Ž sterilizirana anestrus 23,2 negativno + + + - -

32 Pritlikavi šnavcer 9 Ž sterilizirana anestrus 4,8 negativno + - + + + 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

33 Romanski vodni pes 4 Ž sterilizirana anestrus 11,5 negativno + + + + +

34 Mešanec 4 Ž sterilizirana anestrus 11 negativno + + + + - 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

35 Angleški koker španjel 11 Ž sterilizirana anestrus 15 negativno - + - + -

36 Ruski hrt 3 M intakten intakten 39,6 mikoplazme + + + + -

37 Mešanec 4 Ž sterilizirana anestrus 6,9 negativno + + + - +

38 Ameriški koker španjel 13 M kastriran kastrat 16,5 M. canis + + + + -

39 Mešanec 10 M intakten intakten 28,7 negativno + + + + +

40 Ruski hrt 1 M intakten intakten 42,4 mikoplazme + + + + +

41 Angleški špringer španjel 11 Ž sterilizirana anestrus 18,3 negativno + + - - +

42 Mešanec 11 M kastriran kastrat 14 negativno + + + - +

43 Nemška prepeličarka 7 Ž sterilizirana anestrus 20,2 negativno + + + + +

44 Mešanec 9 Ž sterilizirana anestrus 10 negativno + - - - -

45 Mešanec 8 M kastriran kastrat 14 mikoplazme + + + + +

46 Madžarski kratkodlaki ptičar 7 M kastriran kastrat 22 mikoplazme + + + + + 24,38 % 0,00 % 0,06 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

47 Zlati prinašalec 6 M intakten intakten 33 negativno + + + - -

48 Zlati prinašalec 4 Ž intaktna estrus 28,7 negativno + + - - -

49 Mešanec 13 Ž intaktna diestrus 14,7 M. canis + + + + + 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

50 Maltežan 7 M intakten intakten 4,8 mikoplazme + + + - + 90,85 % 0,24 % 0,30 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

51 Kratkodlaki weimaranec 8 M intakten intakten 33 mikoplazme + + + + +

52 Mali angleški hrt 6 M kastriran kastrat 13 M. canis + - - - -

osnovni podatki DIBA metagenomika
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Priloga 9 Mnenje Komisije za dobrobit živali VF 
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Priloga 10 Soglasje lastnika živali za sodelovanje v klinični študiji 
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Priloga 11 Časovnica pregledov 
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Priloga 12 Klinični pregled – samice 
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Priloga 13 Klinični pregled – samci 
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Priloga 14 Pregled oploditvene sposobnosti 
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Priloga 15 Nastavitve spermoanalizatorja za pasje seme 

 

 

  

PARAMETER NASTAVITEV 

Število okvirjev na sekundo 60 Hz 

Število okvirjev 30 

Min. kontrast 80 

Minimalna velikost celic 5 piksel 

Velikost celic 5 piksel 

Intenziteta celic 70 

Progresivne semenčice - VAP 40 µm/s 

Progresivne semenčice - STR 75 % 

Počasne celice – meja VAP 9,9 µm/s 

Počasne celice – meja VSL 20,0 µm/s 

Intenziteta  2176 

Vrsta kamrice Makler 

Globina kamrice 10µm/s 

Število preiskovanih polj 3 

Izbira polja avtomatska 
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Priloga 16 Članek: Association of Mycoplasma canis with fertility disorders in dogs: a case 

study supported by clinical examination. 
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