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SAZETAK

EPIDEMIOLOSKO ZNACENJE LISICE (VULPES VULPES L. U SIRENJU
VEKTORSKI PRENOSIVIH ZOONOZA NA PODRUCJU SJEVERNE HRVATSKE

Divlje zivotinje vrlo ¢esto mogu biti rezervoari za vektorski prenosive zoonotske bolesti, koje
su u svijetu u porastu, a jo$ uvijek nedovoljno istraZzene. Cilj rada je utvrditi proSirenosti i rizi¢ne
¢imbenike za vektorski prenosive uzroc¢nike bakterijskih (Lajmska borelioza, anaplazmoza,
erlihioza) i parazitskih (dirofilarioza) oboljenja u populaciji lisica, na podrucju sjeverne i
srednje Hrvatske. Pregledano je 179 uzoraka Kkrvi lisica sa 127 podrucja ukljuéujuci 9 zupanija.
Brzim dijagnostickim SNAP® 4Dx® Plus testom koji se koristi za detekciju Dirofilaria immitis
cirkulirajuéeg antigena, te Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum i Ehrlichia canis
/ Ehrlichia ewingii protutijela, pozitivno je bilo 16,76 % (CI 95 % 11,29 — 22,23 %) lisica. S
obzirom na pojedinog uzro¢nika, ustanovljeno je 6,70 %, (CI 95 % 3,20 — 10,19 %) pozitivnih
uzoraka na cirkuliraju¢i antigen D. immitis i 10,05 % (CI 95 % 5,8 — 14,25 %) na protutijela za
A. phagocytophilum / A. platys. Protutijela za B. burgdorferi i E. canis / E. ewingii nisu
ustanovljena. Analizom prostorne distribucije pozitivnih lisica ustanovljene su znacajne razlike
prema geografskim podrucjima (zZupanija). Najveci postotak pozitivnih lisica bio je u
Karlovackoj Zupaniji (38,45 %, CI 95 % 19,75 — 57,15%), a najmanji u Varazdinskoj (7,70%,
Cl1 95 % -6,79 — 22,19 %) (P < 0,05). Razlike po spolu i dobi nisu ustanovljene. Standardnom
PCR metodom za osam SNAP® 4Dx® Plus testom pozitivnih i osam negativnih uzoraka lisica
na cirkuliraju¢i antigen D. immitis, nije utvrdena prisutnost D. immitis. PCR metodom nije
utvrdena niti D. repens i A. reconditum kao ni prisutnost moguce koinfekcije. Od ukupno devet
uzoraka lisica koje su bile SNAP® 4Dx® Plus testom pozitivne na protutijela A.
phagocytophilum / A. platys, u Cetiri uzorka postupkom ugnijezdenog i semiugnijezdenog PCR-
a potrvrden je 16S rRNA i GroEL genom A. phagocytophilum. Analizom odsjecaka koja je
provedena metodom susjednog sparivanja uz primjenu modela Kimura-2-parametra,
ustanovljena je sli¢nost izolata 16S rRNA-29 s ljudskim izolatom iz Poljske, izolata 16S rRNA-
70 s izolatom divlje svinje iz Slovenije, te izolata 16S rRNA-105 s izolatom psa iz Slovenije,
dok je izolat 16S rRNA-93bio identiCan s izolatom psa iz Madarske. Ovo istrazivanje je prvo
istrazivanje vektorski prenosivih zoonoza u populaciji crvene lisice u Hrvatskoj koje je
pokazalo da populacija crvene lisice nije slobodna od anaplazmoze i dirofilarioze te da treba
uzeti u obzir njenu ulogu u odrzavanju i Sirenju ovih bolesti na nekim podru¢jima u Hrvatskoj,

koju je potrebno dalje istraziti.
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EXTENDED ABSTRACT

THE EPIDEMIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF FOX (VULPES VULPES L.) IN THE
SPREAD OF VECTOR TRANSMISSIBLE ZOONOSES IN NORTHERN CROATIA

INTRODUCTION

Zoonoses are infectious diseases common to humans and certain animal species that are
naturally transmitted from animals to humans and vice versa. Today, more than 200 zoonoses
are known to require different epidemiological approaches in disease detection and control. A
large number of zoonoses are transmitted indirectly through intermediaries - vectors, most often
ticks or mosquitoes. For a large number of vector-borne zoonoses, there is no systematic data
on the prevalence in wildlife that are often reservoirs of these zoonoses, so such species pose a
higher risk due to the possibility of more frequent contact with domestic animals and humans.

From an epidemiological point of view, it is important to know which and to what extent
the causative agents of zoonoses are carried by wild animals, that can be transmitted by vectors
to domestic animals or humans. One of the wild species of canids that represents a reservoir of
vector-borne diseases is the Red Fox (Vulpes vulpes L.), which is present in large numbers in
rural and suburban areas.

The Red Fox (Vulpes vulpes L.) is one of the adaptable species of animals whose
numbers are increasing in human proximity, and increasing the risk of transmitting the disease
to domestic animals and humans. It is known from the available literature that foxes can be
reservoirs of various zoonoses that pose a public health problem because they can be transmitted
not only to domestic animals, including pets, (especially dogs) but also to humans, which have
not yet been studied in Croatia. This group of diseases includes anaplasmosis, Lyme borreliosis,

ehrlichiosis and heartworm disease.

MATERIAL AND METHODS

This research was conducted on 179 shot carcasses of red fox (Vulpes vulpes L.) from
the area of 9 counties, including 127 habitats (hunting grounds), foxes were of both sexes and
aged from several months to seven years. Blood and an ear were sampled from each fox. From

the collected blood samples, testing was performed by SNAP® 4Dx® Plus Test, polymerase



chain reaction (PCR) for amplification of the target part of DNA Dirofilaria immitis, nested
and seminested polymerase chain reaction (nested PCR) for amplification of regions within the
16S rRNA and GroEL section of the Anaplasma phagocytophilum genome. From the collected
ear samples, nested PCR method was performed for amplification the target part of Borrelia
burgdorferi DNA.

Molecular studies were performed in order to compare with the results of the SNAP test.
Genomic DNA isolation was performed using the commercial kit ReliaPrep ™ Blood gDNA
Miniprep System (Promega, USA). To determine the nucleotide sequences of the target gene
5.8S-1TS2-28S rDNA, two primers were used: DIDR-F1 and DIDR-R1 for the PCR reaction
of D. immitis amplification (Sigma Aldrich, USA).

For the PCR amplification reaction of D. immitis from samples that were positive on the
SNAP® 4Dx® Plus Test, a commercial GoTaq® Green Master Mix kit (Promega, USA) was
used, which contains all the necessary optimized reagents.

Specific primers (Sigma Aldrich, USA) were used to amplification of regions within the
16S rRNA and GroEL section of the A. phagocytophilum genome. For both methods, the nested
PCR in which the region within the 16S rRNA section of the genome A. phagocytophilum and
the seminested PCR in which the region within the GroEL section of the genome A.
phagocytophilum was amplified, two sets of primers were used.

In the nested PCR reaction for amplification of regions within the 16S rRNA and GroEL
section of the A. phagocytophilum genome a commercial ALLInTM Red Taq Mastermix, 2x
kit (highQu) was used. Two pairs of primers were used to amplify of regions within the 16S
rRNA section of the A. phagocytophilum genome; ge3a/g10r and ge9f/g2. Two pairs of primers
were used to amplify regions within the GroEL section of the A. phagocytophilum genome;
EphplgroEL(569) F/EphplgroEL(1193)R and EphplgroE(569)F/EphplgroEL(1142)R. The
obtained PCR reaction products were checked by electrophoresis in 1,5% agarose gel. After
electrophoresis for 1 hours at room temperature at 90 V and 9 mA, the obtained results were
visualized using a UV transilluminator (Vilber Lourmat, Torcy, France). The purified PCR
products were sent for sequencing to Macrogen Inc. (Amsterdam, The Netherlands). To
determine the nucleotide sequence, the resulting chromatograms were analyzed using
Sequencher 5.4.6 (http://www.genecodes.com, Genes Codes Corporation). The following
programs and software packages were used in the computer analysis of the obtained sequences:
ClustalX, version 1.83 (THOMPSON et al., 1997), for multiple sequence alignment in order to
find changes/mutations in the studied nucleotide sequences, and to prepare data for

phylogenetic analysis; BioEdit, version 7.0.5.3 (HALL, 1999), for editing aligned sequences;



MEGA, version 5.0. (TAMURA et al., 2011), for phylogenetic and molecular evolutionary
analyzes using different methods and procedures and BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), to
search databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

The commercial NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Germany) was used for PCR to amplify the target part of DNA B. burgdorferi. Evidence of the
presence of B. burgdorferi by nested PCR is carried out in two parts using two different pairs
of primers in two separate reactions. In an external PCR reaction, a specific DNA fragment
encoding the OspA protein of B. burgdorferi is amplified. The obtained PCR product serves as
a mold for the internal PCR reaction in which a small part of the PCR products of the external
PCR reaction is multiplied, thus increasing the sensitivity and specificity of the PCR method
itself. Twenty randomly selected ear samples were screened using the nested PCR method.

Statistical analysis included descriptive statistics, frequency distribution, significance
tests, and nonparametric tests: the Mann-Whitney test when two groups were tested and the
Kruskal-Wallis analysis for multiple analysis. For binary and categorical variables, statistically
significant differences in seroprevalence between groups were estimated using hi-square
statistics for more than the two groups included and Fisher’s exact test for two-way comparisons
only. All seroprevalence of the sample was estimated for the whole population by calculating
the standard error (SE) and the 95% confidence interval (C1 95%). To assess the strength of the
association between infection and risk factors, including geographical location (counties),
breed, age and sex, the prevalence ratio (PR) was calculated as well as the Odds ratio (OR) and
the corresponding 95% confidence intervals. Logistic regression analysis was performed to
provide valid estimates of interconnection strength between groups. Significance among the
groups was taken at the 5% level (p <0.05) for the two-way test. All statistical and
epidemiological analyzes were performed using the software STATISTICA 12 and

WinEpiscope ver. 2.

RESULTS

The rapid diagnostic SNAP® 4Dx® Plus test used to detect Dirofilaria immitis antigen,
Borrelia burgdorferi antibody, Anaplasma phagocytophilum antibody and Ehrlichia canis /
Ehrlichia ewingii, was positive in 30 or 16.76% (CI 95% 11.29) fox. The highest percentage of
positive foxes obtained by the SNAP test was found in Karlovac County (38.45%, Cl 95%
19.75 - 57.15%), and the lowest in Varazdin County (7.70%, CI 95% -6.79 - 22, 19%) (P <
0.05). Gender was found in 175 individuals, of which 108 or 59.78% were males and 67 or



37.43% were females, and in four individuals the sex was unknown. Of the 108 male animals
searched, a total of 12.96% (N = 14, Cl 95% 6.63 - 19.29%) were positive, and 22.39% of
female foxes were found (N = 15, C1 95% 12), 41 - 32.38%) positive. Regarding age, a positive
SNAP test was in 24 or 18.05% of foxes. The highest share of infected foxes was found in foxes
of younger age groups up to one year (20.00%, Cl 95% -0.24 - 40.24%) and at the age of 1-2
years (21.43%, Cl 95% 10), 69 - 32.18%), while a slightly lower percentage of foxes were
found in the age group of 2-3 (16.13%, CI 95% 3.18 - 29.08%) and 3-4 years (12, 50%, Cl 95%
-3.71 - 28.71%).

Depending on the individual causative agent, 12 or 6.70% (CI 95% 3.20 - 10.19%)
positive samples for Dirofilaria immitis antigen were found in 18 or 10.05% (C1 95% 5.8 - 14)
of the individual test was positive for antibodies to Anaplasma phagocytophilum / A. platys,
indicating a 1.63-fold higher exposure of foxes to anaplasma compared to heartworm, but this
difference was not statistically significant (P = 0.2526, y2 = 1,309). For other vector-borne
diseases tested by this test, namely Borrelia burgdorferi and Ehrlichia canis/Ehrlichia ewingii
antibodies were not detected. In Zagreb County, a statistically significantly lower number of
positive foxes for D. immitis antigen was found (1.89%, CI 95% -1.78 - 5.56%) compared to
other counties (P <0.05). However, in most counties this percentage was equal and ranged from
10.53% (CI 95% -3.27 - 24.33%) (Medimurje County) to 15.39% (CI 95% 1.52 - 29, 06%)
(Karlovac County) (P> 0.05). D. immitis was not found in Varazdin and Bjelovar-Bilogora
counties. Antibodies to A. phagocytophilum have not been established in Krapina-Zagorje
County and the City of Zagreb. In other counties, the proportion of antibodies was found to be
from 4.55% (CI 95% -4.16 - 13.76%) (Pozega-Slavonia) to 23.08% (Cl 05% 6.88 -39.28%)
Karlovac County. According to the age structure of the studied fox population in relation to the
positive test result according to the causative agent, the prevalence was not statistically
significant (P> 0.05). A positive result for antigen on D. immitis was found only in foxes of
younger age groups at the age of 1-2 years (14.29%, CI 95%, 6.34 -25.50%) and 2-3 years
3.23%, CI 95%, 2.99 -9.45%) (P> 0.05). Positive result for antibodies to A. phagocytophilum /
A. Platys are also in the highest percentage found in younger foxes up to four years of age.

In order to test age as a risk factor, the animals were divided into three age groups: (1) young
juveniles up to 1 year or until puberty, (2) then as young adults from 1 to 3 years and (3) at
population of older adult foxes aged 3 to 7 years. The results of a regression analysis showing
the possible correlation of the obtained prevalence of A. phagocytophilum / A. platys and D.

immitis with potential risk factors. The results show that there are differences in the exposure



of foxes to risk factors such as geographical areas, but sex and age has not established a
statistically significant association.

A standard PCR method to display the target gene 5.8S-1TS2-28S rDNA filaria was
performed on eight fox samples that were positive and eight fox samples that were negative for
D. immitis antigen using the SNAP® 4Dx® Plus Test. Analysis of PCR products amplified
from the target DNA of foxes that were positive for D. immitis antigenic SNAP® 4Dx® Plus
test indicates that none of the eight samples were positive, which means that in none of the eight
samples was the amplification of the investigated fragment for D .immitis. Also, the presence
of D. repens and A. reconditum was not determined by standard PCR method. as well as the
presence of possible coinfection. Molecular analysis confirmed that samples that were negative
using the SNAP® 4Dx® Plus test were also negative using the standard PCR method.

The PCR method for the display of the 16S rRNA and GroEL section of the A.
phagocytophilum genome was performed on nine fox samples that were positiv for A.
phagocytophilum antibodies using the SNAP® 4Dx® Plus test. Analysis of PCR products
amplified from DNA foxes that were been SNAP® 4Dx® Plus test positives for A.
phagocytophilum antibodies, four of the nine samples showed a positive result, which means
that in four of the nine samples was the amplification of the studied fragment for A.
phagocytophilum.

One of the significant vector-borne diseases in domestic and wild animals is Borrelia
burgdorferi. The rapid SNAP® 4Dx® Plus diagnostic test found no antibodies to this
bacterium. In order to verify the negative results of the rapid diagnostic test, and to further
assess the possible infection of wild foxes with this bacterium, a sample of all foxes was
collected to prove the presence of Borrelia burgdorferi using the nested PCR method. The
presence of Borrelia burgdorferi was not detected in any of the twenty randomly selected ear

samples.

DISCUSSION

Conducting an epidemiological study of the prevalence of vector-borne diseases in foxes
that can be detected by rapid screening SNAP® 4Dx® Plus Test used for detection of
Dirofilaria immitis antigen, Borrelia burgdorferi antibody, Anaplasma phagocytophilum /
Anaplasma platys and Ehrlichia canis /Ehrlichia ewingii In Croatia, a total of 16.76% of
positive foxes were found, of which 10.05% of foxes tested positive for antibodies to

Anaplasma phagocytophilum / Anaplasma platys, and 6.70% of foxes were positive for



Dirofilaria immitis antigen. This means that of the total positive foxes (N = 30), the ratio of
anaplasma-positive to heartworm-positive was 6:4, in 1.63 times higher exposure of foxes to
anaplasma compared to heartworm, but this difference was not statistically significant (P =
0.2526, x2 = 1.309). Although this paper does not prove a direct connection between the fox as
a reservoir of anaplasmosis and heartworm for dogs, it cannot be ruled out, especially that in
areas of northwestern Croatia, mutual contact is possible, foxes with dogs and other domestic
animals, because habitats (hunting grounds) positive foxes, are areas near the settlement or are
even within the populated area itself.

However, comparing the differences in the number of positive foxes by pathogen in
individual counties, the found number of positive foxes for antibodies to Anaplasma spp.
Species between counties was not significant (P > 0.05), while only statistically significantly
lower prevalence of D. immitis was found in Zagreb County (1.89%) compared to other counties
(P <0.05). The differences obtained can be explained by the different density of foxes in a
habitat.

With regard to gender, although 1.73 times more total positive female foxes were found
compared to male foxes, this difference was not statistically significant. Epidemiological
analysis also revealed a slightly higher general exposure to the causative agents of vector-borne
diseases in female animals. The prevalence of D. immitis was equal in male and female animals,
but a slightly higher exposure of female animals compared to males was also found, but this
difference was also not statistically significant (P = 0.1746). Approximately the same exposure
was found for anaplasma, although 2.3 times more were positive for A. phagocytophilum / A.
platys antibodies in female animals than in males (P = 0.0673).

Comparing the general prevalence as well as the prevalence by pathogens according to
age structure, it is evident that the largest number of positive foxes was up to four years of age.
The general prevalence ranged from 12.50% in individuals 3-4 years to 21.43% in foxes aged
1-2 years. It should also be noted that the largest number of foxes examined was at the age of
1-2 years (N = 31). Testing of the differences in proportions did not reveal a significant
difference (P> 0.05). D. immitis was 4,23 times more established at the age of 1-2 years
compared to foxes at the age of 2-3 years (3,23%) but this difference was not statistically
significant (P = 0.1068). Unlike D. immitis, antibodies to A. phagocytophilum / A. platys are
established in all age groups up to four years and between the ages of five and six. The lowest
number of serologically positive foxes was found at the age of one to two years 4.14%, and the

highest in juvenile foxes up to one year 20.00%.



Comparing the results obtained by rapid screening SNAP®4Dx® Plus test with the
results of applied molecular methods, standard PCR and nested PCR method it is clear that
SNAP®4Dx® Plus is highly specific because all negative results obtained by screening were
confirmed as negative by molecular methods, which indicates a specificity of 100%. The
positive results of antibodies to A. phagocytophilum and A. platys indicate an infection of the
fox that resulted in the development of antibodies, although by the nested PCR method it was
found in the circulation in only four positive animals out of a total of nine. This can be explained
by the fact that the SNAP®4Dx® Plus test detects antibodies and is therefore useful at a later
stage of infection when PCR, due to low bacteremia or after the causative agent is no longer
detectable in the blood and may give negative results, which is confirmed by other authors.
According to their research, SNAP®4Dx® Plus test shows high sensitivity for detection of D.
immitis antigen by 94.1%. Compared to the autopsy findings in dogs, also confirmed the high
sensitivity of the test for D. immits from 94.26% to 99.18%, while the specificity was lower
and ranged from 83.45% to 98.75 %.

Negative PCR results of positive foxes by screening test for D. immitis can be explained
by insufficient sample to detect the required DNA fragments in the blood and thus a small
number of microfilariae. Some authors also confirm that by applying the standard PCR method,
false-negative PCR test results can be obtained because they confirmed the presence of the
causative agent of DNA by applying more sensitive nested PCR in the same samples.

This research represents a contribution to the research of vectors of communicable
diseases of wild animals in Croatia and the results confirm the circulation of vector-borne
diseases in the fox population in the researched areas. Detecting the prevalence of the disease,
as well as understanding the risk factors, allow surveillance planning and are an essential
prerequisite for the implementation of control programs. Therefore, these results can contribute
to a better understanding of the researched diseases in Croatia and can help in the
implementation of further epidemiological research and surveillance, as well as the control

program, depending on the prevalence rate and risk factors.

KEY WORDS: Red Fox (Vulpes vulpes L.), zoonoses, SNAP® 4Dx® Plus Test,
standard PCR, nested PCR, seminested PCR, Dirofilaria immitis, Borrelia burgdorferi,

Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii,
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1. UvOD

Zoonoze su zarazne bolesti zajedni¢ke ljudima i pojedinim Zzivotinjskim vrstama koje
se prenose izravno ili neizravno sa zivotinja na ljude. Danas je poznato vise od 200 zoonoza s
razli¢itim klini¢kim znakovima koje zahtijevaju razli¢it epidemioloski pristup u otkrivanju,

pracenju, kontroli i suzbijanju.

Osim izravnog kontakta sa zivotinjom ili hranom zivotinjskog podrijetla, za prijenos
odredenog uzro¢nika zoonoza dovoljan je suzivot u istom staniStu jer se prenose i neizravno
putem posrednika — vektora, najéesce krpelja ili komaraca. Vektorski prenosive bolesti zadnjih
godina dobivaju sve vece znaCenje i predmet su istrazivanja sve veceg broja znanstvenika.
Promjenom ekoloskih ¢imbenika, kao Sto su klimatski uvjeti, dolazi do promjene dinamike,
gustoCe 1 geografske distribucije pojedinih vrsta vektora, Sto rezultira ¢eS¢om pojavom

vektorski prenosivih zoonoza u zivotinja i ljudi.

Zarazliku od velikog broja nevektorski prenosivih zoonoza, ¢iji je nadzor u vecoj mjeri
reguliran propisima i koje se redovito prate i prijavljuju Svjetskoj organizaciji za zdravlje
zivotinja (eng. World Organization for Animal Health, WOAH, osnovana kao Office
International des Epizooties, OIE) te Europskoj komisiji, za velik broj vektorski prenosivih
bolesti nema sustavnog nadzora, ali ni dovoljno podataka o njihovoj prosirenosti. To se osobito
odnosi na vektorski prenosive zoonoze u divljih Zivotinja, stoga je i uloga divljih Zivotinja u

odrZavanju i Sirenju vektorski prenosivih zoonoza nedovoljno poznata.

Divlji karnivori, a osobito crvena lisica (Vulpes vulpes L.), ¢esti su nositelji mnogim
vektorima koji se na njima hrane. Kako vektori nisu specifi¢ni za vrstu, odnosno rije¢ je o istim
kompetitivnim vektorima koji napadaju lisice, domace Zivotinje (stoku, kuéne ljubimce) i ljude,
moze se pretpostaviti da ucestalost infekcije uzroCnicima vektorski prenosivih bolesti u
populaciji lisica moZze utjecati na pojavu i Sirenje istih u populaciji drugih prijemcivih divljih 1
domacih zivotinja te ljudi na odredenom podrucju. Zbog svoje Siroke rasprostranjenosti 1 na¢ina
zivota prilagodenog suzivotu s ljudima, pa ¢ak i u urbanim podru¢jima, crvena lisica ima vaznu

ulogu u epidemiologiji vektorski prenosivih zoonoza.



Iako u Hrvatskoj postoji veéi broj radova koji se bave istrazivanjima vektorski
prenosivih zoonoza, oni su uglavnom usmjereni na istrazivanja domacih zivotinja, osobito pasa.

Istodobno, populacija divljih zivotinja, ukljucujuéi divlje kanide, jos je nedovoljno istraZzena.

U svijetu je zabiljeZzen sve veci porast prevalencije vektorski prenosivih zoonoza o
kojima se govori kao emergentnim bolestima koje imaju javnozdravstveni ucinak. Stoga
procjena zdravstvenog stanja crvene lisice, odnosno spoznaja o mogucoj infekciji lisice i
procjena njezine uloge u epidemiologiji vektorski prenosivih zoonoza te otkrivanje

potencijalnih rizi¢nih podrucja, predstavlja doprinos u podrucju javnog zdravstva.

Ovim se radom ponajprije zeli utvrditi pojavnost i rasprostranjenost dosad neistrazenih
vektorski prenosivih zoonoza u lisica u Hrvatskoj i procijeniti ulogu crvene lisice u odrzavanju
bolesti koje imaju zoonotski potencijal kao Sto su dirofilarioza, borelioza, erlihioza i

anaplazmoza.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Vektorski prenosive zoonoze i njihovo znacenje

Zoonoze su bolesti koje se prenose izravno ili neizravno sa zivotinja na ljude. Danas je
poznato vise od 200 zoonoza koje zahtijevaju razli€it epidemioloski pristup u otkrivanju i
kontroli bolesti. Primjena epidemioloskih postupaka u otkrivanju i kontroli zoonoza vazan je
koje se prirodnim nacinima §ire sa zivotinja na ljude ili s ljudi na zivotinje. Uzro¢nike zoonoza
nalazimo medu virusima, bakterijama, gljivicama i drugim bioloSkim tvarima te parazitima.
Uzroc¢nici zoonoza uglavnom se prenose hranom, ali veliki broj uzro¢nika zoonoza se moze
prenijeti kontaktom s divljim zivotinjama ili kuénim Iljubimcima (TORGERSON i
MACPHERSON, 2011.). Medutim, za prijenos nekih zoonoza potrebni su vektori pa su to

vektorski prenosive zoonoze.

Za velik broj zoonoza rezervoar su divlje Zivotinje, kod kojih ¢esto nisu vidljivi
simptomi. Neke od zoonotskih bolesti koje mogu prenositi divlje Zivotinje sustavno se nadziru,
pa je ulestalost infekcija nekim zoonotskim uzro¢nicima u divljih Zivotinja u Hrvatskoj
poznata. Medutim, za velik broj zoonoza nema sustavnih podataka o prevalenciji u divljih
zivotinja. One vrste divljih Zivotinja koje su ¢eS¢e u kontaktu s domacim Zivotinjama i/ili

covjekom, predstavljaju, naravno, veci rizik.

Vaznost zoonoza u javnom zdravstvu ocituje se u propisima koji reguliraju to podrucje.
Najvazniji su medu njima Zakon o veterinarstvu (Narodne novine broj 82/13, 148/13) i
Pravilnik o nacinu pracenja zoonoza i uzro¢nika zoonoza (Narodne novine broj 42/13). Osim
toga, Naredba o mjerama zaStite Zivotinja od zaraznih i1 nametni¢kih bolesti 1 njihovu
financiranju, svake se godine, ovisno o epidemioloskoj procjeni, donosi po¢etkom godine za
teku¢u godinu. Takoder, putem Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, prate se i objavljuju
podatci o kretanju vaZznijih zaraznih bolesti u ljudi, a rezultati objavljuju na kumulativnoj
godi$njoj razini u Hrvatskom zdravstveno-statistickom ljetopisu  (dostupno na
https://www.hzjz.hr/hrvatski-zdravstveno-statisticki-ljetopis/hrvatski-zdravstveno-statisticki-
ljetopis-za-2020-tablicni-podaci/). Kad je rije¢ o zoonozama koje se prenose vektorima, a koje

se obraduju u ovom radu (dirofilarioza, borelioza ili lajmska bolest, erlihioza i anaplazmoza),



samo za lajmsku boreliozu postoje sustavni podatci o pojavi te bolesti u ljudi, i to za razdoblje
od 2007. godine pa do danas. Broj prijavljenih sluc¢ajeva u ljudi kretao se u rasponu od 266
slucajeva u 2007. godini do 473 slucaja u 2019. godini, uz znatno veci broj oboljelih (820) u
2018. godini.

Crvena je lisica (Vulpes vulpes L.) rasprostranjena u cijeloj Hrvatskoj te je kao lovna
divlja¢ pod stalnim pracenjem lovoovlaStenika u gotovo 1000 (984) lovista u Hrvatskoj.
Clankom 3., todkama 9. i 10. Naredbe o mjerama zastite zdravlja Zivotinja od zaraznih bolesti
i njihovu financiranju u 2021. godini (Narodne novine broj 2/2021) od 8. sije¢nja 2021. godine,
propisano je da su lovoovlastenici duzni dostaviti veterinarskoj organizaciji odredeni broj
odstrijeljenih lisica ili ¢agljeva na laboratorijsko istrazivanje, a u svrhu kontrole imunosti
oralnog cijepljenja lisica. Broj uzoraka koje dostavlja svaki lovoovlaStenik za svako loviste
propisan je posebnom Uputom o propisanom broju uzoraka. Tijekom 2018. godine, u skladu s
preporukama Svjetske zdravstvene organizacije, u Hrvatskoj su provedena 3 programa vezana
za vaznije zoonoze koje se prenose vektorima: program utvrdivanja prevalencije Francisella
tularensis u Republici Hrvatskoj, program praéenja proSirenosti Krpeljnog encefalitisa u
Republici Hrvatskoj u 2018. godini, program utvrdivanja proSirenosti lajmske borelioze u
Republici Hrvatskoj u 2018. godini, a koja je 1 jedna od cetiriju vektorski prenosivih zoonoza

koje istrazujemo u ovom radu.

2.1.1. Anaplasma phagocytophilum i Anaplasma platys

Anaplasma phagocytophilum i Anaplasma platys bakterije su koje, uz jo$ pet vrsta (A.
bovis, A. centrale, A. marginale, A. ovis i A. odocoieili), ¢ine rod Anaplasma koji pripada
porodici Anaplasmataceae, redu Rickettsiales te razredu a-proteobakterija (DUMLER i sur.
2001.; TATE i sur. 2013.; LI i sur. 2015.; MADISON-ANTENUCCI i sur. 2020.). Anaplazme
su malene pleomorfne, gram-negativne bakterije, koje se, ovisno o vrsti, nalaze u krvnim
stanicama. Za anaplazmu je karakteristi¢na velika sposobnost prihvac¢anja na razli¢ite domace
i divlje zivotinje, ukljucujuéi i Covjeka. Vrsta A. phagocytophilum prvi je put u ljudi otkrivena
1994. godine. Smatralo se da je nova vrsta erlihije u neutrofilima zbog ¢ega je i dobila ime
Ehrlichia phagocytophilum, uzro¢nik humane granulocitne erlihioze (HGE). Bakterije su
nalikovale na vrstu Ehrlichia equi, vrstu koja je patogena za konja i za koju se znalo da ima
tropizam za neutrofile. Godine 2001. E. phagocytophilum sluzbeno je preimenovana u

Anaplasma phagocytophilum. Bolest je nazvana humana granulocitna anaplazmoza. To je, uz
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babeziozu, najc¢esca bolest koju prenose krpelji, a prouzrocuje velike ekonomske gubitke te je

golem javnozdravstveni problem (MADISON-ANTENUCCI i sur. 2020.).

A. phagocytophilum je uzro¢nik koji se prenosi krpeljima, a u kopitara, pasa i ljudi
parazitira u granulocitima i izaziva bolest humanu granulocitnu anaplazmozu. Uobicajeni put
prenosenja A. phagocytophilum je putem ugriza krpelja, a glavni je vektor u Europi krpelj vrste
Ixodes ricinus. EpidemioloSke studije u Europi ukazuju na povecan profesionalni rizik od
infekcije za radnike u Sumarstvu, lovce, veterinare 1 poljoprivrednike koji su Cesto izloZeni
krpeljima u endemskim podrué¢jima. Filogenetskom je analizom utvrdeno da unutar vrste A.
phagocytophilum postoji genetska raznolikost, i to na genima groEL, ankA i msp4. Osim toga,
utvrdeno je da je ta raznolikost u Europi veca nego u SAD-u, a sojevi odgovorni za infekciju
ljudi srodni su na oba kontinenta. Dokazano je da sojevi izdvojeni iz domacih Zivotinja poput
konja, pasa i macaka, te divljih Zivotinja poput jelena (Cervus elaphus), divljih svinja (Sus
scrofa) i crvene lisice (Vulpes vulpes L.) kao i sojevi nadeni u jezeva (Erinaceus spp.) imaju
zoonotsko obiljezje. Medutim, iako je sve ve¢i broj radova koji opisuju genetsku varijabilnost
vrste A. phagocytophilum, jos je nedovoljno podataka za razumijevanje geografske distribucije
i prijem¢ivosti domacina na pojedine sojeve, te je nedovoljno istraZena povezanost patogenosti
1 infektivnosti medu sojevima kad je rijec o razli¢itim vrstama domac¢ina (MATEI i sur. 2019.).

Humana granulocitna anaplazmoza dokazana je u 39 zemalja svijeta, ali i u Hrvatskoj.
Primarni su rezervoari glodavci, a prenosi ih krpelj 1. ricinus kojemu je staniSte Suma i ruralna
sredina (MATEI i sur. 2019.).

Anaplasma platys u pasa prouzrocuje cikli¢ku trombocitopeniju, a prenosi je krpelj
Rhipicephalus sanguineus. Bolest karakterizira petehijalno krvarenje sluznice usta i zubnog
mesa. Uglavnom se pojavljuje u subklinickom obliku, samo katkad popracena blago povisenom
temperaturom i hematohezijom pa vrijeme inkubacije nije poznato. U infekcija prouzroc¢enih
virulentnijim sojevima mogu se pojaviti razli¢iti nespecifi¢ni simptomi kao $to su upala srednje
ocne ovojnice, blijeda sluznica, petehijalna krvarenja koze i sluznice usne Supljine, visoka
temperatura, letargija, smanjen apetit i gubitak tjelesne mase (MADISON-ANTENUCCI i sur.
2020.).

Bolesti prouzro¢ene vrstama A. phagocytophilum i A. platys mogu katkad pro¢i u blagom
obliku, no mogu se pojaviti i akutni simptomi poput visoke tjelesne temperature, anoreksije,

proljeva i povrac¢anja. Nakon ugriza krpelja mikroorganizmi u obliku fagosoma ulaze u stanice
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nositelja, razmnozavaju se dvojnom diobom te stvaraju morule. Raspadanjem mrtve stanice
nositelja uzro¢nik se oslobada u periferni krvotok i invadira druge krvne stanice (granulocite ili
trombocite, ovisno o vrsti). Smatra se da je potrebno izmedu 36 i 48 sati nakon prihvacanja
krpelja da bakterija ude u organizam nositelja. Nakon raspada krvnih stanica kao $to su
neutrofili, bakterije putem periferne krvi odlaze u tkiva, primjerice u jetru, kostanu srz i slezenu.
Inkubacija traje od 7 do 14 dana nakon ugriza krpelja. Akutna faza moze pro¢i asimptomatski
ili se mogu pojaviti blagi simptomi koji mogu trajati jedan ili viSe dana, primjerice temperatura,
letargija, anoreksija, bolovi u misi¢ima, poliartritis i oteZzano kretanje. Katkad se pojavljuju i
povracanje i proljev, kasalj, ubrzano disanje te ataksija, gréevi i mentalna tupost. Subakutna ili
kroni¢na faza nije opisana. Dijagnostika anaplazmoze temelji se na anamnezi, epidemioloskim
podatcima 1 klinickoj slici, a provodi se s pomocu hematocitometrijskih, hematolosko-
biokemijskih analiza mikroskopske pretrage obojenog krvnog razmaza (morula u citoplazmi
neutrofilnog granulocita) te seroloskim i molekularnim metodama. Diferencijalno dijagnosticki
treba iskljuciti erlihiozu, boreliozu i babeziozu. Sumnju na anaplazmozu uputno je postaviti u
zivotinja koje pokazuju simptome opceg akutnog stanja kao Sto je visoka temperatura, i to ako
se nalaze u endemi¢nom podrucju lajmske bolesti koje je Cesto endemic¢no podrucje i za
anaplazmozu zbog prisustva istog vektora. Rano otkrivanje bolesti omogucava bolju prognozu

kad je rije¢ o njezinu razvoju (MATEI 1 sur. 2019.).

2.1.2. Dirofilaria immitis

Vrsta Dirofilaria immitis obli¢ je koji parazitira u veéeg broja Zivotinja, mesozdera
kanida i felida, kao i kod ¢ovjeka (MORCHON i sur. 2022.). D. immitis je obli¢ sa zoonotskim
potencijalom uzro¢nik psece kardiovaskularne (sr¢ane) dirofilarioze (psec¢i sréani crv), dok
Dirofilaria repens parazitira ispod koZze tj. u potkoznom i vezivnom tkivu gdje stvara ¢vorice,
a moze se naci i u podruéju oka, ispod o¢ne spojnice. U razvoju dirofilarija sudjeluju komarci
iz porodice Culicidae. Komarac unese mikrofilarije (L1) tijekom hranjenja na nositelju, koje
potom migriraju u Malpighijeve tubule gdje se presvlace u drugi (L2) i tre¢i (L3) larvalni stadij
kojeg inokulira Zenka komarca tijekom hranjenja. Razvoj u komarcu traje 10-14 dana ovisno o
temperaturi i vlazi zraka. Ubodom komarca, odnosno tijekom njegovog hranjenja, invazijska
larva bude inokulirana u potkozno tkivo konac¢nog nositelja gdje se razvija i presvlaci u larvu
cetvrtog (L4) i petog (L5) stupnja i migrira do pulmonalnih arterija, srca i plu¢a gdje postaje
adult, odnosno gdje spolno sazrije i oplodene Zenke D. immitis zapo€inju polagati mikrofilarije

(L1). Prepatentno razdoblje u pasa obi¢no je Sest do devet mjeseci. Adulti zive pet do sedam
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godina. Odrasla zenka D. immitis moze narasti do 31 cm, a D. repens do 17 cm. MuZjaci su
upola manji. Mikrofilarije u krvi dugacke su oko 300 mikrometara, (WIKERHAUSER i
BRGLEZ, 1996.), a u krvi se nalaze i do tri godine. D. immitis je potvrdena i u crvenih lisica u
Slovackoj (HURNIKOVA i sur. 2015.), Srbiji i Makedoniji (CIROVIC i sur. 2014.) te u Italiji
(MAGTI 1 sur. 2008.). Spomenuti autori upucuju na to da crvena lisica u prirodi sluzi kao
rezervoar za domace zivotinje i ljude. Usto, ukazuju i na potrebu daljnjih istrazivanja tih

uzrocnika, i to osobito u podrucjima gdje je lisica ¢eS¢e u kontaktu s Covjekom 1 psima.

Dirofilarioza, iako se javlja u ljudi zapravo slu¢ajno, znacajna je vektorski prenosiva
zoonoza koju uzrokuju i D. immitis i D. repens, no D. repens ima znacajniji zoonotski potencijal
i javnozdravstveni interes. Invadirani ljudi s D. immitis ¢esto ne pokazuju klinicke znakove i
stoga ostaje neprepoznata (RIEBENBAUER 1 sur. 2021.). U Japanu su, medu 24 slucaja
humane pluéne dirofilarioze, ¢ak u 83 % pacijenata nadeni samo povecani limfni ¢vorovi

(MIYOSHI i sur. 2006.).

Promjene kod invadiranih Zivotinja prouzrokuju odrasli nametnici D. immitis, a izazivaju
klinicke simptome ponajprije zbog smetnji u cirkulaciji. Moze do¢i do endokarditisa na sréanim
zaliscima, a uginuli nametnici mogu izazvati pluénu emboliju. Paraziti mogu izazvati
dugotrajan kasalj, iskasljavanje krvi 1 tresavicu. Bolest se manifestira klini¢kim simptomima
kardiovaskularne disfunkcije te nalazom odgovaraju¢ih mikrofilarija u krvi. Dirofilariozu se
dijagnosticira dokazom cirkulirajué¢eg antigena u krvi/plazmi/serumu koji potjece od odraslih
zenki, a mikrofilarije iz krvi nakon hemolize testom po Knottu, katkad filtracijskim testom ili

PCR-om (WIKERHAUSER i BRGLEZ, 1996.; PEKACZ i sur., 2022.).



2.1.3. Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi jest gram-negativna zavojita bakterija (spiroheta), uzro¢nik lajmske
borelioze ili lajmske bolesti. Rod Borrelia spp. sadrzava 42 vrste borelija koje su razvrstane u
tri skupine: 21 vrsta koja prouzrocuje groznicu koja je posljedica ugriza krpelja (engl. tickborne
relapsing fever group, TBRF), 20 vrsta koje prouzro¢uju lajmsku bolest ili boreliozu (engl.
Lyme-Borreliosis Group, LB) i jedna vrsta (B. turcica) koja prouzrocuje bolest u gmazova.
Lyme-Borreliosis (LB) skupina dijeli se nadalje u dvije skupine: Borrelia burgdorferi sensu
stricto (s. s.) koja je ponajprije uzro¢nik bolesti u ljudi te Borrelia burgdorferi sensu lato (s. I.).
koja lajmsku bolest prouzrocuje i u ljudi i u zivotinja. Rezervoari vrste Borrelia burgdorferi u
Europi ponajprije su europski jez (Erinaceus europaeus), voluharice i misevi (Clethrionomys
glareolus, Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicollis), ali mogu biti i domace (goveda, konji,
psi) i divlje Zivotinje, npr. crvena lisica (Vulpes vulpes L.) te sobovi (Rangifer tarandus). Sirenje

vrste B. burgdorferi vezano je za ciklus vektora iz roda Ixodes spp. (WOAH, 2021.).

Lajmska je bolest prvi put opisana u ljudi u mjestu Old Lyme (Connecticut, SAD) 1975.
godine kad je epidemioloskim istrazivanjima utvrdena visoka incidencija reumatoidnog artritisa
u djece koja su ujedno imala eriteme na mjestu uboda krpelja, a uzro¢nik je izdvojen i potvrden
1981. godine. Za dijagnostiku vrste B. burgdorferi rabe se postupci lan¢ane reakcije
polimerazom (polymerase chain reaction, PCR), primjenjuje se, takoder, imunofluorescencija
u tamnom polju, kao i izdvajanje bakterije na hranjivim podlogama (Barbour-Stoenner-Kelly,
BSK), a primjenjuje se i metoda bojenja po Giemsi te postupak impregniranja solima srebra.
Od seroloskih postupaka za dokaz protutijela primjenjuje se postupak indirektne
imunofluorescencije, ali i ELISA postupak te uporaba monoklonskih protutijela za
serotipizaciju i prepoznavanje OspA i OspC proteina ovojnice kao i C6 peptidni test za
identifikaciju protutijela B. burgdorferi u pasa (WOAH, 2021.). Vektor je krpelj Ixodes ricinus,
najzastupljeniji u Europi. Mogu je prenositi i krpelji roda Argas i Ornithodoros. Krpelji se mogu
inficirati ve¢ u larvalnom stadiju. Uzro¢nik cirkulira u prirodi izmedu krpelja Ixodes ricinus i
velikog broja rezervoara, tj. Zivotinja kao $to su glodavci, ptice 1 kuéni ljubimci, a infekcija
nastaje nakon ugriza krpelja koji je inficiran bakterijom B. burgdorferi. Smatra se endemskom
bolesti u sjeveroisto¢nim i nekim drugim podruc¢jima SAD-a. U Hrvatskoj se prirodna Zarista
nalaze uglavnom u kontinentalnom dijelu zemlje, osobito u podrucjima izmedu Save i Drave.
Bolest, dakako, ovisi o rasirenosti krpelja Ixodes spp. Podrué¢ja s visokom vlagom i gustom

vegetacijom pruzaju dobre uvjete za razvoj krpelja. Sezonska incidencija klinic¢ke slike vezana



za pojavu krpelja obi¢no je u ozujku i travnju te u rujnu. Nositelji i rezervoari bakterije najcesce
su sitni glodavci, jezevi, gusteri i ptice. Infekcije u sitnih glodavaca ne prouzrocuju klinicku
sliku ni patoloske promjene. Ptice selice mogu pridonijeti Sirenju infekcije. Bakterija se
zadrzava u crijevu krpelja odakle dospijeva u slinsku Zlijezdu i u prijemé&iva nositelja. Siri se
po nositelju i naseljava zglobove, mozak, zivce, o€i i srce te dovodi do multisistemske upale.
Bolest je uglavnom subklinicka, a klini¢ki je izrazena u inficiranih kanida kao vrudica, letargija,
artritis te bubrezni, sr€ani 1 ziv€ani poremecaji. Bolest se moze utvrditi i putem anamnestickih
podataka o izlozenosti 1 ubodu krpelja te nespecificnih klinickih znakova. Potvrduje se
izdvajanjem uzro¢nika i uzgojem iz pojedinih tkiva ili tekucina, krvi, cerebrospinalne tekucine,
sinovijalne tekucine, urina ili kolostruma. Katkad se uzro¢nik vidi mikroskopom na tamnom
vidnom polju. Seroloski se dokazuje neizravnom imunofluorescencijom, imunoenzimskim
testom 1 Western blot postupkom. Toc¢nije se bolest moze utvrditi u klini¢ki 1 subklinicki
zarazenih kanida, dokazom C6 ELISA tehnologijom. SNAP 4DxPlus test otkriva protutijela
koja se proizvode samo kao infekcija bakterijom B. burgdorferi. (MADISON-ANTENUCCI i
sur. 2020.).

U velikom dijelu Europe u zivotinja je endemi¢no prisutna, a u ljudi se ¢esto manifestira kao
neuroborelioza (KAISER 1998.; HENNINGSSON i sur. 2010.), a izvor infekcije jesu sentinel
zivotinje (DUNCAN 1 sur. 2004.). BATINAC 1 sur. 2007. godine svojim istraZivanjima

utvrduju povezanost infekcije bakterijom B. burgdorferi s etiologijom multiple skleroze.

2.1.4. Ehrlichia canis

Ehrlichia canis je kao i druge vrste erlihije (Ehrlichia equi, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris subsp. Eauclairensis) gram-negativni obligatno
intracelularni mikroorganizam iz roda Rickettsia (svrstan u zaseban rod 1932. godine), reda
Rickettsiales, porodice Anaplasmataceae. Vrsta E. canis primarno je patogena za pse i kanide
pa se ne smatra patogenom za ¢ovjeka i ne predstavlja za njega rizik. Jedina realna opasnost za
covjeka jest boravak u podrucju gdje ima krpelja koji prenose nekog uzrocnika humane
erlihioze. Bolest prouzroCena vrstom E. canis — monocitna erlihioza ili tropska pseca
pancitopenija — bolest je za koju je osobito karakteristiCan nalaz jake leukopenije i
trombocitopenije. Dokazana je u mnogim drzavama svijeta pa tako i u Hrvatskoj. Prenosi se
krpeljima vrste Rhipicephalus sanguineus u kojima se uzro¢nik razmnozava. Krpelj se zarazi
hraneci se krvlju psa koji je u akutnoj fazi bolesti. Nakon hranjenja Zenka krpelja izleze vise od

5000 jajaSaca. Uzro¢nik se prenosi transstadijski, transovarijalno, pa su krpelji inficirani u
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svakom od njih — u stadiju larve, nimfe i odrasle jedinke. Pretpostavka je da je u prosjeku
potrebno da krpelj uzima krv u trajanju od 24 do 48 sati kako bi prenio uzro¢nika na nositelja.
Krpelj se moze zaraziti samo u akutnoj fazi bolesti koja ne traje dulje od dva tjedna. ProSirenost
bolesti podudara se s rasprostranjenosti krpelja vrste Rhipicephalus sanguineus kao rezervoara.
Patogeneza se temelji na imunopatoloskim reakcijama i djelovanju endotoksina. Infekcija se
oCituje jakom invazijom parenhimatoznih organa s perivaskularnim nakupljanjem plazma-
stanica u plu¢ima, mozdanim ovojnicama, slezeni i bubrezima. Limfociti razaraju vlastite
monocite; rijec je o tipicnom nalazu jake leukopenije i trombocitopenije. Dokazano je da serum
inficiranih pasa sadrzava topljivi faktor koji ko¢i migraciju trombocita. U inficiranih Zivotinja
bolest se pojavljuje u akutnom, subakutnom i kroni¢cnom obliku. Akutna faza traje od 8 do 20
dana nakon ugriza, a simptomi su temperatura visa od 40 °C, letargija, anoreksija,
konjunktivitis, povecanje limfnih ¢vorova i splenomegalija. Vecina pasa prezivi akutni napad,
a nakon 2 — 4 tjedna bolest prelazi u subklinicki oblik. MoZe trajati mjesecima i godinama uz
promjene samo u krvnoj slici. U pasa sa zdravim imunoloskim sustavom uzro¢nik se eliminira
iz organizma, a u onih drugih prelazi u kronican oblik ¢iji su simptomi letargija, gubitak tjelesne
mase, upala Sarenice, artropatije, nefropatije, neuroloske smetnje, opsezna krvarenja sluznica,
seroza i koze, edemi i iscrpljenost. Dijagnoza se postavlja nalazom tamnoljubicasto obojenih
kokoidnih bakterija (morula) u citoplazmi monocita i limfocita, i to u krvnim razmazima
obojenim postupkom po Giemsi. ImunoloSka dijagnoza provodi se dokazom protutijela u
krvnom serumu oboljelih Zivotinja s pomocu indirektne imunofluorescencije, a metodom
lan¢ane reakcije polimerazom identificira se DNA specifi¢na za E. canis u bioloskom uzorku,
najcesce krvi. Za borbu protiv bolesti najbolje je kanide tretirati protiv krpelja prije sezone
njihove aktivnosti, proizvodima koji se dobro podnose, dugo traju i sadrzavaju ucinkovite
repelente protiv krpelja tijekom cijelog razdoblja njihove aktivnosti (MADISON-
ANTENUCCI i sur. 2020.).

2.2. Epidemiolosko znacenje lisice (Vulpes vulpes L.) u prijenosu zoonoza

Crvena lisica (Vulpes vulpes L.) svrstana je u razred sisavaca (Mammalia), podrazred
pravih sisavaca (Theria, Eutheria), kohortu grabezljivaca (Ferungulata), nadred zvijeri
(Ferae), red mesozdera (Carnivora), porodicu pasa (Canidae) te rod lisica (ANDRASIC,
1984.). Osim lisice u red mesozdera ili karnivora svrstavaju se 1 vuk i ¢agalj. Lisica je u Europi
najraSireniji divlji predstavnik porodice pasa i1 najviSe geografski raSiren pripadnik reda
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mesozdera. Lisica je u prosjeku duzine oko 80 cm, visine do 50 cm te ima do 40 cm dugacak
kitnjast rep. Teska je od 6 do 10 kg. Pari se jedanput na godinu, naj¢escée u sijecnju ili veljaci.
Nosi izmedu 50 i1 52 dana, a okoti od tri do osam (12) Stenaca. Ima Sest sisa, mladi su slijepi
otprilike 12 — 14 dana. Hrani se u najve¢oj mjeri sitnim glodavcima, manje sitnom divljaci,
lanadi, peradi. Cesto se hrani i pronadenim strvinama, jajima, a u odredeno doba godine i
voc¢em, biljem i biljnim plodovima. Provodi izvjesnu sanitarnu preventivnu mjeru u staniStima
jer se ¢esto hrani ranjenom, zakrZljalom ili uginulom divljaéi. Zivi pojedina¢no, osim u vrijeme
parenja i dok vodi mlade, kad u podzemnim nastambama (jamama) brigu o mladima vodi Zenka,
a muzjak donosi hranu. Jedini prirodni neprijatelj lisice je vuk.

Zivotinja je sumraka, a aktivna je cijelu noé. U Hrvatskoj su lisice Zakonom o lovstvu
(NN 99/2018, 32/2019, 32/2020) odredene kao divlja¢. Za nju nema lovostaja osim za Zenku
koja je visoko breda i koja vodi mlade. Radi zastite divljih Zivotinja i bioloske raznolikosti, ni
lisica se ne smije izlu€ivati iz lovista ispod broja kojim je odreden bioloski minimum — jedna

lisica na tisucu hektara lovne povrsine.

Slika 2.1. Crvena lisica (Vulpes vulpes L.)

(Izvor: http://www.zec-porec.hr/uploads/pics/crvena_lisica.jpg

Osim $to je najbrojnija, lisica je i najées¢i prijenosnik raznih bolesti. Sirenje ljudskih
naselja 1 povecane rekreativne aktivnosti, kao i povecanje brojnosti lisica, potencijalno
povecavaju mogucnost kontakata s domacim zivotinjama i1 ¢ovjekom, a time 1 rizik od Sirenja
odredenih uzro¢nika bolesti. Poznato je da je lisica u Europi, pa tako 1 u Hrvatskoj, najveci

rezervoar i prijenosnik virusa bjesnoce, a ima vaznost i za Aujeszkijevu bolest, parazitoze —
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invazije trakavicama, trihineloze, toksokaroze, ankilostomoze, krenozomoze (juvenilne lisice)
te Sugu. Medutim, povremena istrazivanja ukazuju na lisicu kao na potencijalni izvor i rezervoar
i nekih drugih uzro¢nika zoonoza kao §to je leptospiroza koja predstavlja velik javnozdravstveni
problem (LEVETT, 2011.). MILAS i sur. (2006.) pregledom 59 uzoraka seruma crvene lisice
s podrudja sjeverozapadne Hrvatske tijekom 2000. godine na protutijela za 12 serovara bakterije
Leptospira spp. utvrdili su 34 (57,6 %) seroloski pozitivne lisice te su istaknuli potrebu za
daljnjim istrazivanjima leptospiroze u lisica. Osim toga, istaknuli su i vaznost utvrdivanja
njezine uloge u ocuvanju prirodnih zarista. SLAVICA i sur. (2011.) utvrdili su postojanje 33,8
% (N = 358) seroloski pozitivnih lisica na podru¢ju kontinentalne Hrvatske ukljucujuéi 37
lovnih podrucja. Ta istrazivanja ukazuju na prisutnost leptospira u populaciji lisica u Hrvatskoj
i na potrebu sustavnog istrazivanja te bolesti u populaciji lisica. Usto, potrebno je napraviti i

procjenu u kojoj je mjeri upravo ta bolest rizi¢an ¢cimbenik u ruralnim i suburbanim podru¢jima.

Vazna zoonoza koja je posljednjih godina potvrdena u crvene lisica jest i tuberkuloza.
MILLAN 1 sur. (2008.) uocili su u odraslih lisica povecane limfne ¢vorove i tuberkulozne
granulome u pluéima te potvrdili prisutnost mikobakterija kompleksa Mycobacterium
tuberculosis kao i Mycobacterium bovis. To je prvo izvjes¢e o generaliziranoj tuberkulozi u

obitelji divljih kanida, a §to upuéuje na veliko znaéenje lisice i u mogucem prijenosu te zoonoze.

Uloga lisice razmatrana je u Sirenju emergentnih i re-emergentnih zaraznih
bolesti (EBANI i sur., 2022.), ali i vektorski prenosivih bolesti iako do danas nije u potpunosti
razjaSnjena znacajnost lisice kao rezervoara vektorski prenosivih bolesti. lako su molekularne
i imunoloske metode pridonijele poboljSanju otkrivanja tih bolesti u domacih, tako i divljih
zivotinja, ukljucujuci 1 lisice, one ostaju i dalje nedovoljno istraZene, Sto oteZava procjenu
opsega problema, tim vise §to su prevalencija i incidencija tih bolesti u korelaciji s promjenom
populacije vektora, a koja opet ovisi i 0 klimatskim promjenama (MADISON-ANTENUCCI i
sur. 2020.). No, zbog njene velike rasprostranjenosti, prilagodbe i prijemljivost na veliki broj
uzrocnika bolesti, koristi se kao sentinel vrsta, koja moze upozoriti na promjene u ekosustavu,
bilo da se radi o klimatskim promjenama, onecisc¢enju okoli$a ili pojavi nekih uzro¢nika bolesti,
posebno ako se radi 0 emergentnim i re-emergentnim bolestima. Stoga upravo kontrola lisica u
nekom ekosustavu, moZe doprinijeti kontroli bolesti odnosno sprije¢avanju Sirenja i
iskorijenjivanju bolesti u nekom ekosustavu. Stoga se njezina uloga kao potencijalnog
rezervoara vektorski prenosivih bolesti razmatra 1 sa stajaliSta javnog zdravstva 1 u kontekstu

strategije Jedno zdravlje (MADISON-ANTENUCCI i sur. 2020.; GARCES i PIRES, 2021.).
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2.2.1. Znacenje lisice kao rezervoara i prenositeljice anaplazmoze i erlihioze

Crvena je lisica (Vulpes vulpes L.) prepoznata kao potencijalni rezervoar navedenih
zoonoza na domace Zivotinje, osobito pse, ali i ljude. Bakterije Anaplasma platys i Ehrlichia
canis te protozoa Leishmania infantum prvi su put dokazane u populaciji crvene lisice u
Portugalu. Umjerena prevalencija vrste A. platys potvrduje nam ¢injenicu da crvena lisica ima
odredenu ulogu u epidemiologiji infekcija kao rezervoar bakterija za domace pse (CARDOSO
i sur. 2015.). DUMITRACHE 1 sur. (2015.) ukazuju na vaznost crvene lisice kao rezervoara
vrsta Anaplasma phagocytophilum i Borellia burgdorferi te isticu njezinu vaznost u podruc¢ju
javnog zdravstva. Prvi je put provedeno utvrdivanje prisutnosti vrste Anaplasma
phagocytophilum u crvene lisice i rakunskog psa u pokrajini Brandenburg u Njemackoj. PCR
testiranjem A. phagocytophilum potvrdena je u 10 od 122 (8,2 %) crvene lisice i u 3 od 13 (23
%) rakunskog psa (HARTWIG i sur. 2014.).

HODZIC i sur. (2015.) utvrdili su, takoder, da crvena lisica predstavlja potencijalnu
opasnost za neke zoonotske uzro¢nike kao $to su Babesia spp., Hepatozoon canis, Anaplasma
spp., Bartonella spp., Ehrlichia canis, Rickettsia spp., i to za domace pse i ¢ovjeka u Bosni i

Hercegovini.

HORNOK 1 sur. (2013.) proveli su istrazivanje utvrdivanja prisutnosti bakterija
Ehrlichia canis i Rickettsia massiliae u krpeljima porodice Ixodes na divljim kanidima juzne

Madarske gdje je utvrdeno da crvena lisica igra glavnu ulogu u prijenosu psece erlihioze.

TOLNALI i sur. (2015.) istrazivali su rasprostranjenost vrste A. phagocytophilum u
populaciji lisica u Madarskoj te utvrdili prevalenciju od 12,5 %, a SRETER i sur. (2004.) prvi
su put uocili vrstu A. phagocytophilum za koju su utvrdili da je najvazniji patogen koji prenose

krpelji u Madarskoj i isto¢noj Europi s domacih i divljih Zivotinja na ljude.

MAIA i sur. (2015.) istrazivali su bakterije i protozoe kao uzro¢nike vektorski
prenosivih bolesti u krvi domacih pasa i pasa lutalica u Portugalu te utvrdili, medu ostalim,
prisutnost Anaplasma spp. i Ehrlichia spp. u 1,9 % lisica. ALMEIDA i sur. (2013.) utvrdili su
prisutnost Ehrlichia spp. u 10,3 % lisica u Brazilu. Takoder, u Italiji je u 16,6 % lisica utvrdena
prisutnost E. canis (EBANI i sur. 2011.). KALINOVA i sur. (2009.) opisali su erlihiozu i

anaplazmozu kao zoonoze u ljudi koje su utvrdene seroloskim testiranjem, dokazivanjem
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protutijela, imunofluorescencijom (IFA), PCR metodom te mikroskopskom pretragom bojenim
po Giemsi.

LOFTIS i sur. (2006.) u Egiptu su utvrdili prisutnost vrsta Anaplasma spp. i Ehrlichia
spp. u krpelja roda Ixodes skinutih s domacih i divljih zivotinja, a FISHMAN i sur. (2004.)
utvrdili su protutijela za E. canis IFA metodom u 36,0 % te ELISA metodom u 24,0 %
pretrazenih lisica. GROEN 1 sur. (2002.) dokazali su pretragom krvnog seruma febrilnih
pacijenata PCR metodom erlihiozu u ljudi koji su bili u kontaktu s divljim Zivotinjama u
razdoblju od 1992. do 1999. godine u Nizozemskoj. ALEXANDER i sur. (1994.) dokazali su
seroloskim metodama E. canis u 2,0 % Sakala. Seroloskim je metodama dokazana erlihioza u

Svicarskoj u 2,80 % lisica (PUSTERIA i sur. 1999.).

JAHVARI i sur. (2014.) takoder su u Nizozemskoj proveli istrazivanje cirkulacije A.
phagocytophilum u europskom ekosustavu na 6000 krpelja iz roda Ixodes, skinutih s divljih i

domacih zivotinja, pri ¢emu su PCR metodom utvrdili DNA uzro¢nika na svim uzorcima.

VICHOVA i sur. (2014.) istrazivali su krpelje zarazene vrstom A. phagocytophilum i
njihove rezervoare u Slovackoj, a utvrdena je prisutnost u 8,16 % ovaca te 10,75 % glodavaca.
U Italiji je provedeno istrazivanje prisustva vrsta Anaplasma spp. i Ehrlichia canis na 110 buha
skinutih sa 13 lisica gdje je utvrdena prevalencija vrste Anaplasma spp. od 25,0 % te Ehrlichia
canis od 31,0 % (TORINA i sur. 2013.).

KARBOWIAK 1 sur. (2009.) u Poljskoj su na 111 lisica utvrdili 2,7 % zarazenih
bakterijom A. phagocytophilum. GABRIEL i sur. (2009.) u sjeverozapadnoj su Kaliforniji
proveli istrazivanje infekcije sive lisice bakterijom A. phagocytophilum te utvrdili na uzorku od
70 lisica da njih 36 (51,0 %) ima protutijela za A. phagocytophilum, a PCR metodom utvrdeno
je da je Sest lisica ili njih 9,0 % pozitivno. Takoder, HULINSKA 1 sur. (2004.) od 419
pregledanih Zivotinja utvrdili su A. phagocytophilum PCR metodom u 37 Zivotinja, u 15,0 %
domacih zivotinja te 6,0 % divljih. CABELLO i sur. (2013.) i DUSCHER i sur. (2014.)
pretragom krvi PCR metodom nisu dokazali prisutnost Anaplasma spp. i Ehrlichia spp u
pretrazenih lisica. MASCAREL 1 sur. (2015.) u Kanadi iste uzro¢nike nasli su u samo dvije od

28 pregledanih lisica.
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Rezultati molekularnih analiza koje su provedene u Rumunjskoj (DUMITRACHE i sur.
2015.) na ukupno 353 uzorka tkiva lisica pokazala su da ih je samo devet bilo pozitivno na
uzro¢nike iz porodice Anaplasmataceae. Primjenom specifi¢nih pocetnica za umnozavanje
vrsta A. phagocytophilum i A. platys, devet uzoraka (2,5 %) bilo je pozitivho na A.
phagocytophilum. Svi uzorci bili su negativni na A. platys. lako su u zemljama na podrucju
Europe istrazivanja pojavnosti i prevalencije za obje vrste uzro¢nika u lisica vrlo rijetka, postoje
podatci u nekim zemljama o njihovoj prevalenciji. U studijama koje su provedene u Austriji
(DUSCHER i sur. 2014.) te Bosni i Hercegovini (HODZIC i sur. 2015.) primjenom
molekularnih metoda nije utvrdena nijedna pozitivna lisica. U istrazivanju koje je provela
HARTWIG sa svojim suradnicima (2014.) po prvi je put utvrdena prisutnost uzro¢nika A.
phagocytophilum u pluénom tkivu lisica i rakunskih pasa. Osim u tkivu plu¢a moguce je
uzrocnika utvrditi 1 u drugim tkivima 1 organima ovisno o procesima autolize koji u vecoj ili
manjoj mjeri imaju utjecaj na degradaciju DNA uzroc¢nika. Isti autor upotrebljava real-time

PCR kako bi utvrdio prisutnost vrste A. phagocytophilum u 10 od ukupno 122 proucavane lisice.

2.2.2. Znacenje lisice kao rezervoara i prenositeljice borelioze

Pozitivnu korelaciju seroprevalencije borelioze u pasa i pojave borelioze u ¢ovjeka
utvrdili su i JOHNSON i sur. (2004.). ISOGAI i sur. (1994.) izdvojili su spirohete B.
burgdorferi i B. afzelii iz uzoraka rana na kozi, iz mozga, srca, bubrega i jetre crvene lisice na
podrucju grada Sapporo u Japanu. FEDOROVA i sur. (2014.) izdvojili su 167 krpelja skinutih
sa zivotinja iz okolice San Francisca s uzro¢nikom B. burgdorferi od ukupno 218 pregledanih
krpelja. Koinfekciju sive vjeverice i drugih glodavaca bakterijama B. burgdorferi i A.
phagocytophilum istrazivali su NIETO i sur. (2010.) te dobili pozitivne PCR i seroloske nalaze
u 16 jedinki na B. burgdorferi te u 11 jedinki na A. phagocytophilum. BORETT]I i sur. (2009.)
proveli su PCR metodom molekularno istrazivanje infekcije pasa, ljudi i lisica bakterijom
Rickettsia helvetica te krpelja iz roda Ixodes. Proucavali su 884 psa, 58 lisica, 214 ljudi i 2073
krpelja te je utvrdeno 17 krpelja pozitivnih na R. helvetica, dok u krvi ispitanika nije utvrdena
prisutnost rikecije. Navodi se da je opisano PCR testiranje vazan alat u dijagnostici 1 za
proucavanje te bolesti. U Spanjolskoj su ESTRADA-PENA i sur. (1995.) utvrdili prevalenciju
vrste B. burgdorferi u razdoblju od dvije godine u dvjema ekoloski razli¢itim pokrajinama na
krpeljima. Takoder, utvrdili su prevalenciju vrste B. burgdorferi u endemi¢nom podruéju na

51,0 % nimfa i 14,0 % adulta, a u slobodnim podru¢jima na 28,0 % nimfa te 30,0 % adulta.
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HEIDRICH i sur. (1999.) pretrazuju kozu crvene lisice na prisutnost vrste B. burgdorferi s
pomoc¢u PCR metode gdje utvrduju 7,0 % inficiranih te uzgajaju bakterije na tryptose agaru

gdje utvrduju nepokretne spirohete u 26,0 % uzoraka.

MASUZAWA i sur. (1996.) usporeduju OspA serotip za B. burgdorferi sensu lato
klasificiranim sa 16 monokloniranih protutijela s krpelja, ljudi i divljih zivotinja, te zakljucuju
da nisu mogli utvrditi prisutnost B. burgdorferi u Japanu, da je izolirana B. afzelii usko
povezana s onom koja je utvrdena u Europi te da je B. garinii izolirana u Japanu vrlo raznolika
i naizgled razli¢ita od one izolirane u Europi. DOBY i sur. (1991.) utvrduju prisutnost spiroheta
B. burgdorferi u divljih mesozdera pretrazujuéi seroloskom izolacijom serum u 372 lisice, Cetiri
rakunska psa i dva risa. Znatna seropozitivnost bila je izrazena u starih lisica obaju spolova, i
to u 42,86 % slucajeva, a u mladih lisica u 12,77 % sluc¢ajeva. DOBY 1 sur. (1992.) istrazuju
utjecaj upotrebe cirkuliraju¢eg antigena dobivenog od raznih linija vrste B. burgdorferi u
dijagnozi lajmske borelioze u zivotinja pasivnom hemaglutinacijom krvi i seruma na uzorku od
723 Zivotinje te utvrduju 189 seropozitivnih ili njih 26,14 %. Dvije godine poslije DOBY i sur.
(1994.) utvrdili su inficiranost krpelja skinutih sa 74 jelena, 54 divlje svinje, tri lisice te 1400
ektoparazita primjenjujuci indirektnu imunofluorescenciju (IMF) te je utvrdeno 3,7 %
pozitivnih uzoraka u vrste 1. ricinus, u roda Dermacentor bilo ih je 2,3 %, u roda Haemaphysalis
bio je jedan pozitivan, a u vrste I. hexagonus dva pozitivna uzorka. WODECKA i sur. (2022.)
ukazali su na povezanost crvene lisice u odrzavanju Borrelia burgdorferi sensu lato infekcije u
srediSnjoj Poljskoj. Ukupno je 1583 krpelja uklonjeno s uSiju 120 zarazenih Zivotinja. Od
ukupno 943 krpelja u 32,4% potvrden je DNA borelije 1 identificirano je 10 vrsta iz kompleksa
B. burgdorferi sensu lato. Borrelia garinii i B. afzelii ¢inile su 70% svih infekcija. Ostalih osam
vrsta ukljucivalo je B. americana, B. bissettiae, B. burgdorferi sensu stricto, B. californiensis,
B. carolinensis, B. lanei, B. spielmanii i B. valaisiana. Analiza tkiva 243 lisice pokazala je da
je 23,5% lisica zarazeno bakterijom B. burgdorferi sensu lato. Borrelia garinii otkrivena je u
91% zarazenih zivotinja, ukljucujué¢i 31% mijesanih infekcija s B. afzelii, drugom
najrasirenijom vrstom, a slijedi je B. spielmanii. Prevladavanje B. garinii u PCR-pozitivnih
Zivotinja i zarazenih li¢inki krpelja (38,1%) sugerira da su ove spirohete i B. afzelii prvenstveno

povezane s lisicama.

MANNELLI i sur. (1993.) utvrdili su visoki stupanj infestiranosti manjih sisavaca
(rakuni, oposumi, lisice) krpeljom Ixodes spp., odnosno raznim razvojnim stadijima krpelja

Ixodes spp. SCHOFFEL i sur. (1991.) u Njemackoj, to¢nije u okolici Berlina, istrazivali su
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invadiranost crvenih lisice i ustanovili da od sto pretrazenih lisica (47 Zenskih i 53 muskih
jedinki) niti jedna jedinka nije bila slobodna od parazita. Od ektoparazita dokazane su tri vrste
krpelja iz roda Ixodes, sedam vrsta buha i po jedna vrsta usi i grinje. Takoder je kod 15 %
pregledanih lisica ELISA testom utvrdena protutijela za bakteriju B. burgdorferi. MENCKE
(2013.) je istrazivao ektoparazite, buhe, muhe i krpelje kao prenositelje vektorski prenosivih
bolesti pasa (CVBD) i macaka (FVBD). Fokus je bio na trima tako prenosivim uzro¢nicima,
rikecijama, borelijama i psecoj liSmaniozi u Europi, te na pitanju o tome kako veterinarska
medicina moZze odgovoriti na izazove CVBD-a i uspostaviti kontrolu te bolesti. Zakljucak je da
se prevencija CVBD-a temelji na kontroli ektoparazita pravodobnim nadzorom te lijeCenjem,

ne samo radi zastite zdravlja zivotinja nego i radi zastite zdravlja ljudi.

2.2.3. Znacenje lisice kao rezervoara dirofilarioze

HERNANDEZ-CAMACHO i sur. (2015.) utvrdili su mikrofilarije u uzorku krvi sive
lisice na podru¢ju Meksika, no daljnjom pretragom nisu pronasli adultne oblike D. immitis te
su zakljuéili da je jedinka bila u pogetnoj fazi infekcije. PENEZIC i sur. (2014.) istrazivali su
prevalenciju adulta D. immitis u divljih mesozdera te utvrdili prevalenciju u vuka (1,43 %),
lisice (1,55 %), Sakala (7,32 %) i divlje macke (7,69 %). D. immitis kao najc¢es¢i parazit u pasa,
lisica i Sakala u Madarskoj potvrden je istrazivanjem. MESHGI 1 sur. (2009.) proucavali su 37
lisica 1 79 Sakala u Iranu na helminte i ektoparazite te su, medu ostalim, utvrdili i prisutnost
vrste D. immitis. MORGAN i sur. (2008.) navode kako su proveli istrazivanje prisustva
nematoda u lisica u Velikoj Britaniji, ali nisu pronasli D. immitis. SEGOVIA i sur. (2004.)
istrazivali su helminte crvenih lisica na Pirinejskom poluotoku i utvrdili da je D. immitis u tom

slucaju satelitska vrsta.

CROOKS 1 sur. (2001.) i ROEMER 1 sur. (2000.) proveli su istrazivanje na oto¢nim
lisicama 1 utvrdili prostorne i vremenske varijacije cirkulirajuéeg antigena i seroprevalenciju
psece dirofilarioze u oto¢nih lisica, 1 to tako da je 78,0 % lisica pozitivno na cirkulirajuci antigen
D. immitis te da je cirkulirajuci antigen utvrden u Cetiri od Sest populacija lisica na osam otoka.
GORTAZAR 1 sur. (1998.) provode istrazivanje utvrdivanja povezanosti stanista i razlicitosti
kad je rije¢ o invaziji helmintima u crvene lisice. Takoder, utvrduju da je D. immitis vrlo
prevalentna u podruc¢ju ocjeditih tala uz vece rijeke u istrazivanom podrucju. MILLER i sur.
(1998.) nisu mogli utvrditi u istrazivanom uzorku prisustvo mikrofilarija D. immitis. MARKS

i sur. (1998.) utvrdili su invaziju D. immitis u crvenih lisica u urbanom dijelu grada Melbournea.
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Krv uzeta na uzorku od 125 lisica filtrirana je te provjerena antigenskim ELISA testom.
Utvrdeno je 6,4 % pozitivnih, a u Sest lisica je filtracijskim testom utvrdeno prisustvo
mikrofilarija. U Francuskoj je istrazivana vaznost invazije pasa vrstom D. repens; utvrdena je
invadiranost od 20 % u populaciji vojnih pasa. Nije jasno dokazana patoloSka manifestacija
odraslim dirofilarijama. Prevalencija se temeljila na utvrdivanju mikrofilarija u krvotoku i
histokemijskom bojenju za identifikaciju (CHAUVE, 1997.). GORTAZAR i sur. (1994.)
utvrduju ¢imbenike koji utje¢u na prevalenciju vrste D. immitis u crvenih lisica. Od 433
pregledanih lisica tijekom razudbe u njih 46 ili 11,0 % utvrden je adultni parazit. Veca
prevalencija utvrdena je u lisica koje nastanjuju priobalni dio Spanjolske. Razlika po spolu,
tezini 1 gojnom stanju nije bila utvrdena. U Sjedinjenim Americkim Drzavama istrazuju
prisutnost vrste D. immitis u 293 kojota i 155 lisica te utvrduju da 19 kojota ili njih 7,0 % ima
1-100 D. immitis, a pet crvenih lisica ili njih 6,0 % ima 1-7 D. immitis (WIXSOM i sur. 1991.).

Rezultati molekularnih analiza koje su provedene u Vojvodini (POTKONJAK i sur.
2020.) na uzorcima krvi 59 pasa lutalica, 94 lisice 1 32 Caglja, utvrdeno je 27,1 % pozitivnih
pasa, 8,5 % pozitivnih lisica i 6,3 % pozitivnih ¢agljeva. U svih pozitivnih pasa (27,1 %) real-
time PCR-om utvdena je D. immitis dok je od ukupno osam pozitivnih lisica (8,5 %) D. immiti
utvrdena u pet, a D. repens u tri lisice. U oba pozitivna ¢aglja (6,3 %) potvrdena je D. immitis.
Ovi rezultati ukazuju na mogucu interakciju infekcije D. immitis izmedu populacije pasa i
populacije divljih kanida, dok je utvrdeno da D. repens cirkulira uglavhom u populacijama
divljih kanida. CIROVIC i sur. (2014.) prvi put iznose podatke o prisutnosti D. repens u jednoj
od 36 lisica na podruéju sjeverozapadnog dijela Republike Srbije, a iste te godine PENEZIC i
sur. (2014.) izvjeStavaju o prevalenciji vrste D. immitis od 1,6 % u lisicai 7,3 % u ¢agljeva. Od
ostalih zemalja na podruc¢ju Europe prevalencija vrste D. immitis u lisica utvrdena je u samo
njih nekoliko. U Madarskoj je ona iznosila 3,7 % u lisica i 7,4 % u Cagljeva (TOLNAI i sur.
2014.). Molekularnim istrazivanjem koje je provedeno u Rumunjskoj, D. immitis je utvrdena u
0,3 % lisica i 7,6 % ¢agljeva, a D. repens je utvrdena u 0,7 % lisica i 3 % ¢agljeva (IONICA i
sur. 2017.). Neka od provedenih istrazivanja (MORCHON i sur. 2012.) ukazuju na to da divlji
kanidi imaju vaznu ulogu kao rezervoari uzro¢nika i na taj su nacin vazan Cimbenik u
odrzavanju i Sirenju bolesti. Postoje 1 opre¢na misljenja kad je rije¢ o pojedinim istrazivanjima,
a govore o tome da upravo zbog prisutnosti malog broja odraslih obli¢a kao i malog broja
mikrofilarija u krvi lisica, one nisu dobri domacini za D. immitis (MARCONCINI i sur. 1996.).

Pojedini autori (SIMON i sur. 2012.) smatraju da je potrebno pazljivo procijeniti medusobno
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djelovanje divljih Zivotinja, kuénih ljubimaca i ljudi na urbanim i ruralnim podru¢jima kako bi

se §to bolje mogla utvrditi dinamika prijenosa bolesti.

Dirofilaria repens iako je u pravilu parazit mesozdera, moze se na¢i i u ljudi. AUER
(2004.) i AUER i SUSANI (2008.) ustanovili su u Austriji od 1981. do 2006. godine 13
slu¢ajeva supkutane dirofilarioze u ljudi. Istrazujuc¢i dirofilariozu u ljudi, CHAZAN i sur.
(2001.) utvrdili su potkoznom tkivu lopatice D. repens u jednog ¢ovjeka u Saudijskoj Arabiji,
za kojeg nisu ustanovili uzrok, jer osoba nije bila u endemskim podrucjima, a na podrucju

Arapskog poluotoka nije bio zabiljezen niti jedan slucaj ove dirofilarije.

2.3. Epidemioloski podatci o proSirenosti istrazivanih vektorski prenosivih
zoonoza u ostalih divljih Zivotinja

DUSCHER 1 sur. (2015.) istrazuju divlje Zivotinje kao rezervoar zoonoza. Medu
ostalim, zakljuCuju da jelen moze biti rezervoar za A. phagocytophilum, ali s nejasnim
potencijalom za infekciju ljudi. Opisana je tek moguénost infekcije Covjeka jelenjim filaridom
Onchocerca jakutensis, a iznimka bi mogla biti divlja svinja koja ima interakciju s lisicom
putem koje se moze uplesti u lanac ljudske prehrane, najées¢e zoonozom vezanom za vrste
Trichinella britovi i Alaria alata. HODZIC i sur. (2020.) istrazuju divlje mesoZzdere kao vazne
domacine krpelja I. ricinus kao i moguce rezervoare. Istrazivanje je provedeno na sivom vuku
za kojeg se malo zna u kojoj mjeri sudjeluje kao rezervoar bolesti koje se prenose putem krpelja.
Istrazivanje je provedeno molekularnim metodama (PCR) na 276 uzoraka slezene sivih vukova
prikupljenih u 11 saveznih drzava Njemacke. U 127 uzoraka ili 46,0 % utvrdena je prisutnost
vrste Hepatozoon canis, a dva uzorka ili 0,7 % bila su pozitivha na A. Phagocytophilum. Na
temelju te studije prvi je put istaknut potencijal populacije sivog vuka kao rezervoara bolesti.
Ulogu razli¢itih vrsta divljih mesozdera u ekoepidemiologiji A. phagocytophilum i odrzavanju
infekcije u sinantropskim okruzenjima u svojem radu potvrduju 1 MATEI 1 sur. (2021) koji su

izdvojili A. phagocytophilum iz Sest vrsta divljih mesozdera iz 17 podru¢ja Rumunjske.

AGUILAR-TIPACAMU i sur. (2020.) istrazuju prisutnost zoonotskih uzro¢nika
Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis i Rickettsia rickettsii, u
divljih glodavaca u podrucju srednjeg Meksika i stocarske proizvodnje gdje je mogu¢ dodir
domacih Zivotinja s divljim glodavcima. Ukupno je ulovljeno i pretrazeno 92 divlja glodavca

od koji su uzorkovani krv (serum) i organi (slezena, bubreg, srce i jetra). Imunofluorescentnim
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testom (IFAT) analizirani su serumi na prisustvo protutijela za A. phagocytophilum, B.
burgdorferi, E.canis i R. rickettsii. U svim uzorcima seruma ustanovljena su protutijela za A.
phagocytophilum i E. canis, koji su potom analizirani PCR postupkom u kojem je A.
phagocytophilum dokazana u 34 uzoraka, a E. canis u 59 uzoraka. RT-PCR postupkom
uzorkovanih organa nije naden genetski materijal odnosno virusna RNA za dokaz virusa iz
familija Bunyaviridae, Togaviridae i Flaviviridae. To je prvo takvo istrazivanje provedeno u
Meksiku 1 koje ukazuje na vaznost glodavaca u odrzavanju ovih infekcija na podrucju stocarske

proizvodnje u Meksiku.

SZEKERES i sur. (2019.) istrazivali su male i srednje sisavce pregazene u prometu kako
bi dobili uvid u uzro¢nike krpeljima prenosivih zaraza u gradskim stanistima. Testirane su
leSine ubijenih sisavaca na cestama u urbanim podru¢jima kao korisni izvori uzoraka tkiva i
parazita, a sve u svrhu istrazivanja doprinosa te vrste u epidemiologiji vektorskih bolesti.
Prikupljena su tkiva od 23 jeza i 12 ostalih sisavaca. Medu prikupljenim uzorcima utvrdeno je
17 uzoraka (74 %) zarazenih vrstom A. phagocytophilum, u Sest uzoraka (26 %) utvrdena je
prisutnost vrste B. burgdorferi, u 12 uzoraka (52 %) vrste R. helvetica, a u 15 uzoraka (65 %)
utvrdena je prisutnost vrste Rickettsia spp. Istrazivanje je pokazalo da su urbane vrste sisavaca
koje su pregazene na cesti izloZene viSestrukim patogenima koje prenose krpelji, ali buduce

studije moraju razjasniti imaju li oni, zapravo, ulogu u njihovu odrzavanju i Sirenju.

SALKELD 1 sur. (2008.) pokuSali su dokazati da je zapadna siva vjeverica rezervoar
lajmske borelioze, odnosno spirohete B. burgdorferi. Proucene su 222 vjeverice PCR metodom
te je utvrdena prevalencija od 30,0 % za B. burgdorferi, odnosno utvrdeno je 86,0 % inficiranih
krpelja. U Kanadi su MORSHED i sur. (2005.) proucavali kako ptice pjevice prenose krpelje
po Kanadi i izveli prvu izolaciju vrste B. burgdorferi iz krpelja Ixodes auritulus. Pritom su
otkrili rasprostranjenost na postoje¢im i novoutvrdenim krpeljima uzro¢nike u svim drZavama

Kanade.

Pregledom dostupne literature nadeni podatci seroprevalencije istraZivanih zoonoza u

divljih Zivotinja u svijetu prikazani su u tablici 2.1.
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Tablica 2.1. Seroprevalencija istrazivanih zoonoza u divljih Zivotinja u pojedinim zemljama

Zemlje Broj pregledanih Dirofilaria Borelia Erlihia Anaplasma Izvor
Zivotinja
Madarska lisice 125% TOLNAI i sur. (2015)
Madarska 534 jedinke 4,49 % TOLNAI i sur. (2014)
Italija 150 lisica 16,6 % EBANI i sur. (2011)
Italija 13/lisica, 31,0 % 25,0 % TORINA i sur. (2013)
110/buha
Italija 132 lisice 174 % MAGI i sur. (2008)
Svicarska 1550 divljih zivotinja 2,80 % PUSTERIA i sur. (1999)
Velika Britanija 546 lisica 7,3% MORGAN i sur. (2008)
Francuska 74/jelena, I. ricinus 3,7 % DOBY i sur. (1994)
54/divlje svinje, Dermacentor 2,3
3llisice, %,
1400/ektoparazita
Francuska 723 zivotinje 26,14 % DOBY i sur. (1992)
Francuska 372/lisice, 42,86 % DOBY sur. (1991)
4/rakunska psa,
2/risa
Njemacka 100/lisica, 15,0 % SCHOFFEL i sur.
47 muske, 53 zenke (1991)
Portugal 78 lisica 29% 145 % CARDOSQ i sur. (2015)
Poljska 111 lisica 2,7 % KARBOWIAK i sur.
(2009)
Rumunjska 353 lisice 1,42 % 2,55 % DUMITRACHE i sur.

(2015)
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Ceska 419 Zivotinja 8,83 % HULINSKA i sur.
(2004)
Slovacka 183 lisice 57,4 % HURNIKOVA i sur.
(2015)
Srbija, Makedonija | 71/vuk, 24% CIROVIC i sur. (2014)
48/lisica,
26/Sakala
Kanada 28 lisica 3,57 % 3,57 % MASCARELLI i sur.
(2015)
SAD —Kalifornija 52/vjeverice, 30,77 % 21,15 % NIETO i sur. (2010);
222/vjeverice 30 % SALKELD i sur. (2008)
SAD 70 sivih lisica 51,0 % GABRIEL i sur. (2009)
Brazil 58 lisica 10,3 % ALMEIDA i sur. (2013)
Kenija 76 Sakala 2,0 % ALEXANDER i sur.

(1994)
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2.4. EpidemioloSki podatci o proSirenosti istrazivanih vektorski prenosivih
zoonoza u domacih Zivotinja

ACOSTA-JAMETT i sur. (2020.) istrazuju prevalenciju i faktore rizika za protutijela A.
phagocytophilum u Cileu. Utvrdili su da krpelji koji prenose zarazne bolesti domac¢ih pasa na
ljude, postaju sve veci problem u svjetskoj veterinarskoj i humanoj medicini. U istrazivanje je
ukljuceno 1105 osoba i 905 pasa. Ukupna seroprevalencija u ljudi bila je 9,4 % (5,6 % sredis$nji
Cile, 13,7 % krajnji sjever), a u pasa 44,0 % (61,1 % sredi$nji Cile, 37,2 % sjeverni dio).
Zoonotski patogeni A. phagocytophilum i B. venatorum najées¢e su otkriveni u krpelja
pronadenih na psima u privatnom vlasnistvu koji bi se mogli rabiti kao markeri prisutnosti i
distribucije patogena (ZANET i sur. 2020.).

LANGENWALDER i sur. (2020.) istrazuju pojavu koinfekcije, reinfekcije i
superinfekcije sojevima Anaplasma phagocytophilum u stadu goveda na temelju tipa ankA gena
i tipizacije multilokusa te utvrduju da je interakcija kraljeznjaka kao domacina i patogenog
krpelja vjerojatno mnogo slozenija nego §to se ranije smatralo uzimajuci u obzir ¢estu pojavu
koinfekcije, ponovne infekcije i superinfekcije. Ta se slozena situacija ne moze jednostavno
simulirati u eksperimentalnoj infekciji te je vazno provesti terenske studije.

JIANG 1 sur. (2020.) provode studiju ¢iji je cilj procijeniti ucestalost zaraze vrstama
Anaplasma spp. medu domacim zivotinjama i divljim glodavcima u sjevernoj pokrajini
Xinjiang Uygur u Kini. Za potrebe studije upotrijebljen je DNA uzet iz krvi ovaca A. ovis te je
s pomoc¢u PCR metode utvrdena prisutnost DNA u 21 uzorku od 137 ovaca ili u njih 15,3 %, u
18 uzoraka od 79 ovaca iz drugog podrucja ili u njih 22,8 % te u 13 uzoraka od 71 ovce iz treceg
podrucja ili u njih 18,3 %. U sljede¢em koraku studije koristen je uzorak slezene te je utvrdeno
u 37 uzoraka od 356 ovaca ili u njih 10,4 % te u 21 uzorku od 134 ovce ili u njih 15,7 % iz
drugog podrucja. To je istrazivanje otkrilo visoku stopu zaraze vrstama A. phagocytophilum i
A. ovis, §to poti¢e na poduzimanje ucinkovitih mjera za spreCavanje i kontrolu infekcije

Zivotinja u istrazivanoj pokrajini Kine vrstama Anaplasma spp.

SCARAMOZZINO i sur. (2005.) prvi put izvjestavaju o prisutnosti vrste D. repens u
pasa u regiji Lazio, u 2,85 % uzoraka krvi domacih pasa 1 pasa iz uzgajivacnica. RIDYARD
(2005.) je istrazivao sréane i pluéne parazite u pasa i macaka te je utvrdio da D. immitis nije jo$

endemi¢na vrsta parazita U UK-u jer ovisi 0 urbanizaciji lisice kao prenositeljice. Kako
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anaplazmoza u pasa moze Cesto ostati neprepoznata, ona predstavlja velik javnozdravstveni
problem. Osim toga, u endemskim podrucjima protutijela se ne moraju pojaviti u svih
inficiranih pasa te se seroloSkom pretragom ne moraju uvijek naci svi inficirani psi (GRANICK
i sur. 2009.). U Europi je seroprevalencija pasa inficiranih bakterijom A. phagocytophilum
razlicita i krece se od 2,7 % u Francuskoj (PANTCHEYV i sur. 2009.), 4,68 % u Italiji (EBANI
I sur. 2014.), 5,2 % u Finskoj (VERA i sur. 2014.), 5,5 % u Rumunjskoj (MIRCEAN i sur.
2012.), 7,9 % u Madarskoj (FARKAS 1 sur. 2014.) te 15,5 % u Srbiji (POTKONJAK 1 sur.
2015.) pa ¢ak do 46 % u Bugarskoj (PANTCHEV i sur. 2015.) i 56,5 % u Austriji (KIRTZ i
sur. 2007.). U Njemackoj je inficiranost bakterijom A. phagocytophilum utvrdena u populaciji
zdravih pasa u rasponu od 19,4 % (BARTH i sur. 2012.) pa sve do 42 % (KOHN i sur. 2011.).

STILLMAN i sur. (2014.) proveli su studiju validacije komercijalno dostupnog klinickog
ELISA testa za otkrivanje protutijela za bakterije Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma
platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis i Ehrlichia ewingii i antigena Dirofilaria immitis
u pasa. Osjetljivost 1 specificnost klinickog ELISA testiranja bila je > 89 % za otkrivanje
protutijela za A. phagocytophilum (93,2 %, odnosno 99,2 %), A. platys (89,2 %, odnosno 99,2
%), B. burgdorferi (96,7 %, odnosno 98,8 %), E. canis (97,8 %, odnosno 92,3 %) i E. ewingii
(96,5 %, odnosno 93,9 %). Osjetljivost testa za otkrivanje D. immitis bila je 98,9 %, uz
specificnost od 99,3 %. Klinicki ELISA test utvrdio je izloZenost > 1 vektorskog patogena u
354 od 1195 uzoraka. Potvrdena je unakrsna reaktivnost cirkulirajuc¢eg antigena E. canis s
protutijelima anti E. chaffeensis. Rezultati terenskih evaluacija potvrdili su da se ELISA test u
klinici moze pouzdano rabiti u tipicnim klinickim uvjetima za identifikaciju pasa izloZzenih

patogenima Kkoji su od interesa.

TOLNALI i sur. (2014.) te GUARDONE i sur. (2013.) medu 712 pasa koje su proucavali,
u njih 30 utvrdili su postojanje vrste D. repens, a u njih 40 prisutnost vrste D. immitis. U Albaniji
na periferiji grada Tirane, XHAXHIU i sur. (2011.) istrazivali su koji je najces¢i uzrocnik
crijevne parazitoze u pasa te su patoanatomski utvrdili i prisutnost dvaju odraslih parazita D.
immitis u desnom ventrikulu jednog psa. Istrazivanje prevalencije vrste D. immitis s obzirom
na staniste, klasiénim molekularnim metodama proveli su u Kaliforniji MILLER 1 sur. (2011.)
na 519 uzoraka krvi pasa dobivsi prevalenciju od 3,47 %. U Grckoj su LEFKADITIS i sur.
(2010.) utvrdili na uzorku od 341 psa ili 17,9 % seropozitivnih pasa na specifi¢an cirkulirajuci
antigen, a Brazilu su FURTADO i sur. (2009.) na 188 pasa utvrdili prevalenciju u njih 32,45
%, a infekciju u 53,84 %.
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SEO i sur. (2019.) istrazivali su moguénost evoluiranja Anaplasma phagocytophilum u
geografskim 1 biotskim niSama kraljeznjaka i krpelja. U tu svrhu istrazivali su 23 vojna konja
na temelju klinicke slike, anamneze, fizikalnog pregleda, hematologije, kemije krvi i fekalnog
pregleda. Provedena je diferencijalna dijagnoza s pomoc¢u molekularnih analiza za uzro¢nike
razli¢itih febrilnih bolesti. Otkrili su da je jedan konj zarazen bakterijom Anaplasma bovis te

potvrdili to istrazivanje kao prvo klinicko izvjesce o infekciji vrstom A. bovis u konja.

JANZEN 1 sur. (2019.) proveli su retrospektivno istrazivanje i analizu 1030 rezultata
dijagnostickih testova granulocitne anaplazmoze u konja (EGA), dobivenih od Nacionalnog
veterinarskog instituta (SVA, Svedska). Rezultati su pokazali znatno poveéanje udjela
pozitivnih slucajeva EGA-a od 2002. do 2015. i1 velike razlike u sezonskoj raspodjeli slu¢ajeva
EGA-a u godini. Povezanost s konfiguracijom krajolika pokazuje pozitivan odnos A.
phagocytophilum i crnogori¢ne Sume, vodenih tijela i heterogenosti krajolika. Razvijena
metoda povezivanja biljnog pokrova s rizikom od bolesti moze se primijeniti na druge

vektorske bolesti 1 na druga podrucja istrazivanja.

2.5. Epidemioloski podatci o proSirenosti istrazivanih vektorski prenosivih
zoonoza u ljudi

DYKSTRA 1 sur. (2020.) u drzavi Washington istrazivali su bolesti prenosive krpeljima
na ljude u razdoblju od 2011. do 2016. godine. IstraZzivanje je provedeno na uzorku od 202
oboljele osobe u saveznoj drzavi Washington. Utvrdeno je 1,9 % oboljelih od A.
phagocytophilum i 34,0 % od lajmske borelioze. Istodobno je prikupljeno 977 uzoraka krpelja
na temelju kojih je utvrdena prevalencija vrste B. burgdorferi sensu stricto od 4,0 %, B.
burgdorferi sensu lato od 3,8 %, B. miyamotoi od 4,4 % krpelja, te je, takoder utvrdeno da su

neke bolesti prenosive krpeljima endemicne u drzavi Washington.

SOCOLOVSCHI i sur. (2009.) utvrdili su da se posljednjih godina prevalencija
bakterijskih bolesti koje se prenose krpeljima znatno povecala u europskim zemljama. Pojava i
ponovna pojava tih bolesti pripisuju se promjenama u okolisu 1 ljudskom ponasanju. Nekoliko
je bolesti prouzrocenih bakterijama, primarno izoliranim od krpelja, zatim smatranim

patogenima. Potrebno je uzeti u obzir bakterije pronadene u ¢lankonozaca koji se mogu hraniti

25



na ljudima, kao potencijalne ljudske patogene. Takoder, dali su pregled klinickih i
epidemioloskih podataka o bakterijskim bolestima koje se prenose krpeljima u europskim
zemljama, usredotoceni na epidemioloske 1 klinicke aspekte rikecioza koje se prenose
krpeljima. Usto, dali su i pregled ostalih bolesti koje se prenose krpeljima, s naglaskom na

njihovu pojavnost i ponovnu pojavnost.

MADISON-ANTENUCCI i sur. (2020.) utvrdili su da je klinicka slika infekcije u ljudi
bakterijama A. phagocytophilum i E. chaffeensis vrlo sli¢na. Naime, bolest je utvrdena tjedan-
dva nakon izlaganja u 75 % ljudi koji su prijavili ugriz krpelja. Zabiljezeno je samo deset
slu¢ajeva prijenosa vrste A. phagocytophilum transfuzijom, ukljucujuci i jedan smrtni slucaj.
Zabiljezen je 1 jedan slucaj prijenosa transplantacijom organa. Utvrdeno je da je stopa smrtnosti
relativno niska i za A. phagocytophilum iznosi 0,3 %, a za E. chaffeensis nesto je visa od 3 %.
Klini¢ki simptomi i laboratorijski rezultati za E. evingii vrlo su sli¢ni rezultatima dobivenim za
E. chaffeensis. Tijekom prvih tjedan-dva od zaraze, PCR u stvarnom vremenu najspecifi¢nija
je, najosjetljivija i najrasprostranjenija metoda za otkrivanje i identifikaciju vrsta E. chaffeensis,
A. phagocytophilum i E. ewingii. Nakon prvih tjedan-dva infekcija brzo opada, a vjerojatnost
otkrivanja smanjuje se, ograni¢avajuci vrijednost PCR-a (4). Osjetljivost PCR-a za otkrivanje
vrste E. chaffeensis iznosi od 60 do 80 %, a osjetljivost za otkrivanje vrste A. phagocytophilum
od 67 do 90 %, ovisno o broju dana od zaraze (9, 10, 17). MATEI i sur. (2019.) tvrde da
pozitivan rezultat PCR-a moze biti koristan, ali negativan rezultat ne iskljucuje dijagnozu, a

lijeCenje se ne smije uskratiti zbog negativnog rezultata PCR-a.

KODAMA i sur. (2005.) istrazuju klini¢ka obiljeZja B-stani¢nog limfoma, klasifikaciju i
prognozu u ljudi. U molekularnoj se analizi upotrebljava, medu ostalim, i DNA ljudskog herpes
virusa i vrste B. burgdorferi na temelju kojih klasificiraju bolesne osobe u nekoliko grupa,

prema klini¢ko-patoloSkim obiljeZjima 1 prognozama ishoda bolesti.

MADISON-ANTENUCCI i sur. (2020.) opisuju lajmsku boreliozu ¢iji je uzroénik
bakterija B. burgdorferi kao najucestalije zabiljezenu bolest koja se prenosi krpeljom u
Sjedinjenim Drzavama. Prema podatcima, u Sjedinjenim je Drzavama u 2010. godini zabiljezen
22 561 slucaj bolesti, a u 2015. godini ta se stopa bolesti povecala na 28 453 slucaja. Lajmska
borelioza se naj¢esce javlja kao osip (eritem) na mjestu uboda krpelja koji se u oko 70 do 80 %
ljudi javlja u prosjeku od sedam dana (raspon tri do 30 dana) nakon uboda krpelja, obi¢no prije

pojave vrucice. Prijenos bolesti odnosno uzro¢nika nakon prihvacanja, s krpelja na covjeka

26



obi¢no se dogada u razdoblju od 36 sati do 72 sata. Rani diseminirani stadij bolesti javlja se
obi¢no do tjedan dana od prvih znakova bolesti koji ukljucuju vruéicu, glavobolju, bolove u
misi¢ima (simptomi opéeg infekcijskog sindroma) te u rjedim slu¢ajevima moze dovesti do
neuroloSkih problema (periferalne neuropatije, meningitis). Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije (Word Health Organisation, WHO) u Europi najucestalija bolest koja
se prenosi krpeljima je upravo lajmska bolest. Od 1990. do 2010. godine najveca prosjecna
stopa incidencije zabiljezena je u Bjelorusiji, Belgiji, Hrvatskoj, Norveskoj, Rusiji, Srbiji (<
5/100.000), Bugarskoj, Finskoj, Madarskoj, Poljskoj i Slovackoj (< 16/100.000) te ceskoj,
Estoniji i Litvi (< 36/100.000) i Sloveniji (< 130/100.000) (ANONIMUS, 2020.).

NICHOLSON i sur. (1991.) istrazuju vrstu D. immitis kao uzroénika pojavljivanja
plué¢nih nodula u ljudi. Autor daje izvjestaj o utvrdenoj prisutnosti parazita u ljudi u MAYO
klinici koji, kako je utvrdeno, izaziva stvaranje tipi¢nih nodula u plu¢ima. Za dijagnozu je
provedena torakotomija u pacijenata. U SAD-u je najvise uzro¢nika utvrdeno u pasa, macaka,

lisica, vukova i1 kojota u populaciji u juznim, isto¢nim 1 jugoistocnim dijelovima zemlje.

2.6. Pregled istrazivanih vektorski prenosivih zoonoza u Hrvatskoj

Prema dostupnim podatcima, u Hrvatskoj su se istrazivanja seroprevalencije vektorski
prenosivih bolesti provodila uglavnom u domacih Zivotinja, i to ponajprije u pasa. JURKOVIC
1 sur. (2019.) proveli su istrazivanje SNAP®4Dx®Plus testom u pasa te su utvrdili najvecu
ukupnu seroprevalenciju od 6,1 %. Seroprevalencija prema uzro¢nicima bila je sljedeca:
Anaplasma spp od 4,5 %, D. immitis 0,6 %, E. canis u 0,6 % i B. burgdorferi 0,4 %. MRAOVIC
i sur. (2019.) istim su postupkom utvrdili da je na podruc¢ju Istre D. immitis prisutna u 11,94 %
pasa, a Anaplasma spp. u njih 3,73 %. Usto, utvrdili su neke rizi¢ne ¢imbenike povezane s
drzanjem pasa. MRLJAK 1 sur. (2017.) proucavali su 435 pasa s 13 razli¢itih lokacija u
Hrvatskoj te utvrdili seroprevalenciju A. phagocytophilum u njih 6,21 %, a D. immitis u njih
0,46 %. HUBER i sur. (2017.) PCR su postupkom utvrdili prisutnost vrste A. phagocytophilum

u populaciji zdravih pasa iz razli¢itih podrucja Hrvatske, i to u njih 0,3 %.

ZIVICNJAK i sur. (2006.) upuéuju na dirofilariozu kao vaznu zoonozu koja predstavlja
problem u veterinarskoj medicini i javhom zdravstvu. Mikrofilarije D. repens u pasa u

Hrvatskoj zastupljene su u njih ¢ak 15,5 %, a u jednom slucaju dokazana je i D. immitis.
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Mikrofilarije roda Dirofilaria nadene su i u klini¢ki zdravih pasa. JURIC i sur. (2007.) na
podrucju Istre otkrili su prisutnost D. immitis u 5,5 % i D. repens u 10,4 % pasa tartufara. O

nalazu mikrofilarija u supkutanom tkivu pasa izvjeéuju i DZAJA i sur. (2008.).

Prema istrazivanjima koja su proveli TURK i sur. (2000.; 2008.), vrsta B. burgdorferi
bila je zastupljena u 5 % uzoraka seruma pasa i 8,8 % pretrazenih puhova na podru¢ju Gorskog
kotara. Takoder, ukazali su na vaznost puhova kao rezervoara borelije. B. burgdorferi je

procijenjena u 6 (5%) uzoraka psecih seruma u titru u rasponu od 1:100 do 1:2000.

DUMIC i sur. (2020.) na temelju pregleda 118 krpelja prikupljenih s 18 divljih svinja
utvrdili su da je od svih nadenih krpelja, Dermacentor reticulatus utvrden u najvise divljih
svinja (91 %), a Ixodes ricinus (7 %) i Ixodes hexagonus (2 %) nadeni su u puno manjem
postotku. Najveci broj prikupljenih krpelja bio je u adultnom stadiju (njih 97 %), a samo ih je
3 % bilo u stadiju nimfe. Prosjecna stopa invadiranosti bila je sedam krpelja po jedinki. BECK
isur. (2010.) istrazivali su uzro¢nike u krpeljima Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus te su
utvrdili prisutnost B. burgdorferi u njih 85,7 %, a Anaplasma phagocytophilum u 21,4 %
pretrazenih krpelja. RIIPKEMA 1 sur. (1996.) su na podrucju sjeverne Hrvatske utvrdili B.
burgdorferi sensu lato u 45 % krpelja vrste I. ricinus.

JURKOVIC (2021.) istrazuje znadaj, vektorski potencijal i raznolikost krpelja na
podruc¢ju RH. Smatra se da su krpelji nakon komaraca najvazniji bioloski vektori uzrocnika
bolesti u svijetu. Istrazivanje je provedeno na 509 arhivskih prethodno morfoloski
determiniranih krpelja. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR) koriStena je kako bi se umnoZzio
ciljni odsjecak 16S rRNA gena. Sekvencioniranjem je dokazano Sest vrsta krpelja iz roda
Ixodes, dvije vrste roda Dermacentor, jedna vrsta unutar roda Rhipicephalus i jedna skupina sa
Cetiri razlicita genotipa, jedna vrsta roda Hyalomma i tri vrste unutar roda Haemaphysalis. U
18% krpelja su dokazane proteobakterije iz porodice Anaplasmataceae: Anaplasma capra, A.
phagocytophilum, Ehrlichia canis, Ehrlichia spp., ,,Candidatus Neoehrlichia lotoris“ i
endosimbionti Wolbachia spp. i Midichloria mitochondrii. Na podrucju kontinentalne Hrvatske

u genotipovima I. ricinus su dokazane Borrelia afzelii i B. valaisiana u 1,9% i 0,8% krpelja.

Prema PUPIC-BAKRAC i sur. (2020.), psi predstavljaju glavni rezervoar dirofilarija
1ako veliku ulogu u pojavi bolesti u ljudi imaju 1 vektori. Isti su autori opisali klini¢ke slucajeve

invadiranosti ljudi parazitom D. repens te naveli kao predilekcijska mjesta tog uzro¢nika

28



supkutana i okularna podrucja, a D. immitis isti¢u kao uzro¢nika pulmonalne dirofilarioze. Prve
sluajeve humane dirofilarioze uzrokovane s D. repens opisali su PUIZINA-IVIC i sur (2003.).
SVIBEN i sur (2013.) opisao je slu¢aj subkonjuktivalne D. repens u starije Zene. Prema PUPIC-
BAKRAC i sur. (2020.) D. immitis do danas nije detektiran kao uzro¢nik humane dirofilarioze
u Hrvatskoj. Pregledom pojavnosti humane dirofilarioze od 1996. godine, kad je prvi put
utvrdena, pa do 2020. godine, u 16 radova opisano je 30 sluc¢ajeva humane dirofilarioze od
kojih je u devet slucajeva bila poznata povezanost s domac¢im zivotinjama, ponajprije sa psima

1 mackama. Slucajevi dirofilarioze u ljudi potvrdeni su u Dalmaciji (10), centralnoj Hrvatskoj

(8), Slavoniji (8) i Istri (4) (SVIBEN i sur. 2003.).

TOPOLOVEC i sur. (2003.) utvrdili su u ljudi pozitivan titar protutijela na bakteriju
Borrelia burgdorferi u 15 seruma te su, takoder, pronasli da uzro¢nici humane monocitne i
granulocitne erlihioze cirkuliraju u isto¢nim dijelovima Hrvatske. Poznato je da se klinicki
oblici lajmske bolesti u Gorskom kotaru pojavljuju samo sporadi¢no, za razliku od
sjeverozapadne Hrvatske i susjednih podru¢ja Slovenije koja su dobro poznata endemska
podru¢ja lajmske borelioze. POLJAK 1 sur. (2000.) proveli su istrazivanje seroprevalencije
Borrelia burgdorferi sensu lato u rizi¢noj populaciji Sumarskih radnika u planinskom podrucju
Gorskog kotara 1 usporedili je s opom prevalencijom u stanovnika tog i primorskog podrucja.
Analizirani su 1 serumi uzeti od deset lovackih pasa iz Gorskog kotara. Protutijela IgG na B.
burgdorferi sensu lato pronadena su u 11 ispitanika (4,7 %) iz skupine Sumarskih radnika, u tri
(3 %) opée populacije i u pet (2,7 %) ispitanika iz primorskog podrugja. Cetiri od deset pasa
(40 %) imalo je 1gG protutijela za B. burgdorferi te su pokazali da Sumsko-planinsko podrucje
Gorskog kotara ima obiljezja podrucja niske rasprostranjenosti, za razliku od endemskih
susjednih podrugja. GOLUBIC i sur. (1998.) takoder su utvrdili prisustvo B. burgdorferi sensu
lato u sjeverozapadnoj Hrvatskoj. Distribucija lajmske borelioze po spolu i dobi u
sjeverozapadnoj Hrvatskoj pokazala je neSto vecu prevalenciju u Zena i u radno aktivnih ljudi
starosti od 20 do 50 godina. Najéesc¢e su pogodene osobe koje povremeno borave u prirodi, dok
su one s povecanim rizikom od ugriza krpelja znatno rjede obolijevale. Najc¢es¢a klinicka
manifestacija lajmske borelioze u tih osoba bio je eritema migrans 46 %, a bile su izrazene i
neuroloSke manifestacije s naglaskom na periferni neuritis koji je zabiljezen u 32 % slucajeva
na tom podrucju. Nadalje, B. burgdorferi bila je potvrdena u devet od 42 seruma srndac¢a i u tri
od devet seruma zeca. Pretrazeni serumi divljih svinja (n = 10), goveda (n = 103) i pasa (n =
13) bili su negativni na protutijela za B. burgdorferi. Testiranjem krpelja (n = 123) prikupljenih

s pet razli¢itih lokacija na podru¢ju sjeverozapadne Hrvatske B. burgdorferi sensu lato
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potvrdena je u 56 od 124 krpelja (45 %). Prema istraZivanjima ZIVANOVIC i sur. (1991.),
seroprevalencija borelioze u opéoj populaciji stanovnistva u sjeveroisto¢noj Hrvatskoj bila je
11,3 %, dok je medu pripadnicima rizi¢ne skupine koja je ukljucivala Sumske radnike, bila
gotovo dvostruko veca (25,5 % ), za razliku od vojske, koja je takoder smatrana jednom od

rizi¢nih skupina, gdje je nadeno samo 6 % pozitivnih vojnika.

Prema istrazivanjima MULIC i sur. (2011.), od bolesti koje se prenose krpeljima
lajmska borelioza endemicna je u cijeloj kontinentalnoj Hrvatskoj 1 u Hrvatskom primorju.
Bolest pokazuje izrazit sezonski karakter, $to je uvjetovano bioloskim ciklusom krpelja koji su
najaktivniji u proljece i ljeto. Od 1999. do kraja 2008. godine prijavljeno je ukupno 2890
oboljelih od lajmske borelioze, a u prosjeku se na godinu prijavi manje od 300 oboljelih od
lajmske borelioze s razli¢itim klini¢kim slikama, no dominira koZni oblik bolesti. U Zupanijama
sjeverne Hrvatske (Zagrebacka, Varazdinska, Medimurska, Krapinsko-zagorska, Koprivnicko-
krizevacka) i Gradu Zagrebu zabiljeZeno je 75,75 % slucajeva medu svim prijavljenim. U

promatranom razdoblju nije prijavljen nijedan slucaj erlihioze.

Prema podatcima Hrvatskog zavoda za zdravstvo (Hrvatski zdravstveno-statisitcki
ljetopis, 2019.), lajmska borelioza u ljudi od 2007. do 2019. godine kretala se u rasponu od 266

do 473 slucaja. Trend pojave slu¢ajeva humane borelioze prikazan je na slici 2.1.
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Grafikon 2.1. Slu¢ajevi humane borelioze od 2007. do 2019. (izvor: HZJZ)
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Lisice mogu biti nositelji mnogih uzro¢nika zoonoza. Za neke zoonoze one predstavljaju
glavni rezervoar, a time i vazan ¢imbenik u odrzavanju i Sirenju uzro¢nika na takvu podrucju i
stani$tu. Osobito je vazna uloga lisica kao rezervoara uzro¢nika zoonoza koje se prenose
vektorima. S obzirom na to da vektori nisu specifi¢ni za vrstu, odnosno da je rijec o istim
kompetitivnim vektorima koji se hrane na lisicama (divlje zivotinje), domacim Zivotinjama (psi,
macke) 1 ljudima, moze se pretpostaviti da ucestalost infekcije uzro¢nicima vektorski
prenosivih zoonoza u populaciji lisica moZe utjecati na pojavu i Sirenje istih u populaciji drugih
prijemcivih divljih i domacih zivotinja te ljudi na odredenom podrucju. Stoga je 1 pretpostavka
ovog istrazivanja da lisice mogu biti vazan rezervoar zoonoza koje se prenose vektorima,
osobito borelioze i dirofilarioze na podrucju sjeverne i zapadne Hrvatske gdje su ove bolesti i

potvrdene u ljudi.

Glavni je cilj ovog istrazivanja procijeniti ulogu lisica u odrzavanju i Sirenju uzroc¢nika
vektorski prenosivih zoonoza: lajmske borelioze, dirofilarioze, anaplazmoze i erlihioze. Kako
bi se taj cilj realizirao, u ovom je istrazivanju bilo potrebno napraviti sljedece korake:

1. procijeniti trenutaénu proSirenost (prevalenciju) odabranih vektorski prenosivih
uzro¢nika bakterijskih (lajmska borelioza, anaplazmoza, erlihioza) i parazitskih bolesti
(dirofilarioza) u populaciji lisica na podrucju sjeverne 1 zapadne Hrvatske.

2. procijeniti prostornu i vremensku distribuciju te povezanost pozitivnih nalaza prema
spolu i dobnoj kategoriji te geografskim subpodrucjima.

3. procijeniti u kojoj je mjeri populacija lisica rizican ¢imbenik na podrucju sjeverne i
zapadne Hrvatske.

4. evaluacija brzog dijagnostickog SNAP® 4Dx® Plus testa kao screening testa u

otkrivanju istrazivanih zoonoza u lisica.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Istrazivana populacija

Istrazivanje je provedeno na populaciji crvenih lisica (Vulpes vulpes L.) na podrucju
sjeverne i srediSnje Hrvatske koje su dostavljene u Hrvatski veterinarski institut u Zagrebu radi
kontrole imunosti oralnog cijepljenja na bjesnoc¢u, a na temelju Naredbe o mjerama zastite
zdravlja Zivotinja od zaraznih bolesti i njihovu financiranju u 2019. i 2020. godini. Prije
uzorkovanja sve su lisice bile pregledane na bjesnocu te su samo one s negativnim nalazom na
bjesnocu bile uzorkovane. Uzorkovano je ukupno 185 lisica tijekom 2019. 1 2020. godine iz 11
Zupanija, a samo je jedan manji broj lisica bio s podru¢ja isto¢ne Hrvatske (Brodsko-posavska
1 Viroviticko-podravska). S obzirom na to da su te Zupanije izvan okvira naslova ovog rada,
nisu uzete u daljnje analize. Istrazivanje je, dakle, provedeno na 179 odstrijeljenih trupova
crvene lisice (Vulpes vulpes L.) s podru¢ja devet Zupanija ukljucujuéi 127 stanista (lovista).
Lisice su bile obaju spolova i u dobi od nekoliko mjeseci pa do sedam godina. Broj pregledanih

lisica i broj ukljucenih staniSta po Zupanijama prikazan je u tablici 4.1. i na slici 4.1.

Svakoj se lisici uzorkovala krv 1 uska. Na temelju prikupljenih uzoraka krvi provedeno
je testiranje s pomocu SNAP® 4Dx® Plus testa, standardne PCR reakcije za umnozavanje
ciljnog dijela DNA vrste Dirofilaria immitis te ugnijezdene i semiugnijezdene PCR reakcije za
umnozavanje regija unutar 16S rRNA i GroEL odsjecka genoma Anaplasma phagocytophilum.
SNAP brzim dijagnostickim testom detektira se cirkulirajué¢i antigen D. immitis, a
molekularnim metodama DNA mikrofilarija L1. Od prikupljenih uzoraka uske provedeno je
testiranje ugnijezdenom PCR reakcijom za umnoZzavanje ciljnog dijela DNA vrste Borrelia

burgdorferi.
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Tablica 4.1. Broj ukljucenih stanista (lovista) i broj pregledanih uzoraka lisica po zupanijama

Zupanija Br(cl’g \Slizg)“a Broj uzoraka | Brojmuskih | Broj Zenskih
Zagrebacka 33 53 36 16
Krapinsko-zagorska 13 17 10 7
Sisacko-moslavacka 17 21 15 6
Karlovacka 18 26 13 13
Varazdinska 8 13 6 6
Bjelovarsko-bilogorska 4 4 1 3
Pozesko-slavonska 18 22 12 9
Medimurska 12 19 12 6
Grad Zagreb 4 4 3 1
Ukupno 127 179 108 67
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Slika 4.1. Pregled istrazivanih lokacija prema broju pretrazenih lisica

Uzorci krvi uzeti su tijekom razudbe iz grudne Supljine, uglavnom iz srca. Od jednog

dijela krvi, neposredno nakon razudbe, napravljen je SNAP® 4Dx® Plus test, a ostali je dio

uzorkovane krvi te tkiva uski smrznut i skladiSten radi postupka provedbe molekularne

dijagnostike primjenom standardne PCR 1 ugnijezdene PCR metode.
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4.2. SNAP® 4Dx® Plus test

Primjena screening postupaka poput SNAP®4Dx® Plus testa za otkrivanje Dirofilaria
immitis cirkuliraju¢eg antigena, Borrelia burgdorferi protutijela, Anaplasma phagocytophilum
/ Anaplasma platys protutijela i Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii protutijela, jednostavnija je,
brzo izvediva i financijski najprihvatljivija metoda kojom brzo mozemo doci do rezultata, stoga

je i prihvatljiva kao screening postupak u nadzoru tih bolesti u zivotinja.

U skladu s uputama proizvodaca rabila se puna krv s antikoagulansom. Neposredno prije
izvodenja testa sve njegove komponente koje se ¢uvaju u hladnjaku na + 4 °C, trebaju bez
zagrijavanja dosti¢i sobnu temperaturu (15 — 25 °C). Nakon zadovoljavanja uvjeta kad je rijec¢
0 temperaturi svih komponenti testa, priprema se sadrZaj koji je potrebno ukapati u testne
plocice: ukapaju se tri kapi uzorka u epruvetu, a zatim Cetiri kapi konjugata drze¢i pritom bocicu
konjugata vertikalno. Nakon §to se epruveta zacepi, izmije$a se njezin sadrzaj tako da ju se
okrene 3 — 5 puta. Pripremljeni sadrzaj ulijeva se zatim u bazenc¢i¢ testne plo¢ice koja mora biti
na horizontalnoj podlozi. Tijekom 30 — 60 sekundi uo¢ava se promjena boje aktivacijskog kruga
1 tad se aktivator snazno potisne prema dolje. Rezultati se ocitavaju za osam minuta nakon
vremena aktivacije. Bez obzira na to Sto se pozitivna kontrola moze pojaviti prije, rezultat se

moze oditati tek nakon osam minuta.

Rezultat je pozitivan ako se pojavila boja u toCkama koje su oznacene za pojedini
uzro¢nik. Negativan u slu¢aju kad se jedino na pozitivnoj kontrolnoj tocki razvila obojenost

(slika 4.2.).

Slika 4.2. Shema pozitivnog (lijevo) i negativnog (desno) rezultata SNAP® 4Dx® Plus testa.
Pozitivan test indicira prisutnost D. immitis cirkuliraju¢eg antigena, te protutijela za A.
phagocytophilum / A. platys, B. burgdorferi i E. canis / E. ewingii.
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4.3. Lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR)

Lancana reakcija polimerazom ili PCR metoda jest metoda kojom se eksponencijalno (u
velikom broju kopija) umnozava ciljni dio DNA u uvjetima in vitro. Dio dvolanéane DNA
umnozava se s pomocu specificne DNA polimeraze, tzv. Taq polimeraze koja katalizira sintezu

DNA, a dobiva se iz bakterije Thermus aquaticus. Shema PCR reakcije prikazana je na slici

4.3.
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Slika 4.3. Shema lancane reakcije polimerazom, PCR (Izvor: www.britannica.com)

4.3.1. Izdvajanje DNA

Genomska DNA izdvojena je iz smrznute krvi uporabom komercijalnog Kkita
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega, SAD). Uzorci smrznute krvi koji
sadrzavaju EDTA antikoagulans prethodno su odmrznuti na sobnoj temperaturi, a nakon toga
mijeSani su 10 minuta u mijesalici s rotacijom (Rock'n Roller, Labinco). Tijekom odmrzavanja
bilo je vidljivo da u velikom broju uzoraka nije rije¢ o uzorcima pune krvi, i to zato $to su
pojedini uzorci bili srednje do jako zgruSani, a pojedini su uzorci bili izrazito rijetki, gotovo
vodenasti. [z uzoraka koji su bili zgruSani, postupak izdvajanja DNA bio je otezan te je pojedine
korake bilo potrebno vise puta ponavljati. Postupak izdvajanja DNA dogada se u prostoriji u

kojoj je smjesten digestor i odgovaraju¢a oprema potrebna za rad (slika 4.4.).
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Slika 4.4. Prostorija za izdvajanje DNA, Laboratorij za molekularnu dijagnostiku
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju, Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Nakon provedenog postupka mijeSanja u svaku tubicu od 1,5 ml otpipetira se 20 pl
proteinaze K (PK) te doda 200 pl krvi i kratko promijesa. Nakon mijeSanja u istu tubicu dodaje
se 200 ul pufera za stani¢nu razgradnju (CLD) te se kratko promijesa vrtloznom mijesalicom
(Vortex, Genius 3, Ika) u trajanju od 10 sek. Taj je postupak vaZan radi postizanja Sto bolje
stani¢ne razgradnje (lize). Uzorci su inkubirani 10 min. na 56 °C u termobloku (Thermo Shaker
TS-100, Kisker). Nakon provedenog postupka inkubacije u uzorke krvi dodano je 250 ul pufera
za vezanje (BBA) 1 snazno mijesano 10 sekundi vrtloznom mijeSalicom. Taj je korak vaZan i
radi postizanja stani¢ne razgradnje te boljeg vezanja DNA na membranu. Ukupan volumen
otopine svakog uzoraka premjeSten je u Relia Prep ™ Binding Columnu (kolonu) koja je
prethodno stavljena u sabirnu tubicu. Uzorci se centrifugiraju u centrifugi (Mini Spin,
Eppendorf) jednu minutu na 14 000 rpm (okretaja u minuti). Nakon centrifugiranja potrebno je
provjeriti je li lizat potpuno prosao kroz kolonu. Ako je dio otopine zaostao u koloni, potrebno
je centrifugirati jo§ jednu minutu dok lizat potpuno ne prode kroz membranu. Sabirna se tubica
u kojoj se nalazi supernatant odbacuje, a kolona se prebacuje u novu sabirnu tubicu. Nakon toga
u kolonu je odpipetirano 500 ul otopine za ispiranje Column Wash Solution (CWD) te
centrifugirano tri minute na 14 000 rpm. Ako je lizat jo$ prisutan na vrhu membrane, potrebno
je centrifugirati jo§ jednu minutu dok sav lizat ne prode kroz membranu. Ispiranje kolone
ponovljeno je jos dva puta kako bi se uklonio preostali pufer. U zavrSnoj fazi kolonu je potrebno
premjestiti u Ciste 1 oznacene tubice od 1,5 ml u koje je odpipetirano 100 ul Nuclease-Free
Water (voda slobodna od nukleaza). Dobivenu otopinu (eluat) potrebno je centrifugirati jednu
minutu na 14 000 rpm i nakon toga odbaciti kolumnu. U zadnjem koraku izdvajanja DNA tubice

s otopljenom DNA pohranjene su na — 20°C.
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4.3.2. Lan¢ana reakcija polimerazom za umnoZavanje ciljnog dijela DNA vrste Dirofilaria

immitis

Za odredivanje nukleotidnih sljedova ciljnoga gena 5.8S-1TS2-28S rDNA nematoda,
(oblica) koji parazitiraju u lisica rabile su se pocetnice specifiéne za vrste parazita iz porodice
Onchocercidae (Spirurida), a to su Dirofilaria immitis i Dirofilaria repens koje pripadaju rodu
Dirofilaria te Acanthocheilonema reconditum koja pripada rodu Acanthocheilonema. Pocetnice
su sintetizirane u Sigma Aldrich, SAD. Za PCR reakciju umnoZzavanja D. immitis rabile su se
pocetnice DIDR-F1 i DIDR-R1 (RISHNIW i sur. 2006.).

Sljedovi su pocetnica sljedeci:
DIDR-F1 5'-AGT GCG AAT TGC AGA CGC ATT GAG-3'
DIDR-R1 5-AGC GGG TAATCA CGA CTG AGT TGA-3'

Pocetnice su prethodno otopljene u deioniziranoj vodi kako bi se dobila stock otopina u
koncentraciji od 100 uM koja je pohranjena na temperaturi od — 20 °C. Nakon toga pristupilo
se izradi ,,radne* otopine. Za svaku pocetnicu pojedinacno napravljena je koncentracija od 10
uM koja se upotrebljavala u PCR reakciji. Za pripremu pocetnica i PCR reakcijskih smjesa
koristimo se PCR kabinetom (slika 4.5.) koji je smjeSten u prostoriji u kojoj se nalazi i sva

ostala odgovarajuca oprema za rad.

Slika 4.5. Kabinet za pripremu PCR reakcije,
Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu
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Za PCR reakciju umnozavanja D. immitis iz uzoraka koji su bili pozitivni na SNAP®
4Dx® Plus testu, upotrebljavao se komercijalni kit GoTaq® Green Master Mix (Promega,

SAD) koji sadrzava sve potrebne optimizirane reagense: polimerazu, MgClz, ANTP-e i pufer.

PCR reakcija za umnozavanje ciljnog dijela DNA filarija sastoji se od smjese sljede¢ih
reagencija: GoTaq® G2 Green Master Mixa u koli¢ini od 25,0 pl, 10 pM nizvodne pocetnice
u koli¢ini 1.0 pl, 10uM uzvodne pocetnice u koli¢ini od 1.0 pl, 3 pl ciljne DNA 1 deionizirane
vode u koli¢ini od 20 pl. Za PCR reakciju uzoraka rabile su se tubice od 200 pl, a ukupni

volumen reakcijske smjese iznosio je 50 pl.

Izvodenje PCR reakcija omogucéeno je uporabom uredaja GenAmp System 9700 (Applied
Biosystems, SAD) (slika 4.6.).

Slika 4.6. Uredaj GenAmp System 9700 (Applied Biosystems, SAD).

Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu

S obzirom na to da uspjeSnost PCR reakcije ovisi o odredenim uvjetima u kojima se ona

izvodi, za svaku su reakciju optimizirani uvjeti umnozavanja ciljne DNA.

Za PCR reakciju umnozavanje fragmenata DNA mikrofilarija D. immitis primjenom
DIDR-F1 i DIDR-R1 pocetnica, PCR reakcija dogadala se u sljede¢im uvjetima: pocetna
aktivacija polimeraze na 95 °C u trajanju od dvije minute, a nakon toga uslijedila su 32 ciklusa
razdvajanja lanaca na 95 °C u trajanju od 30 sekundi, sparivanja pocetnica na 60 °C u trajanju

od 30 sekundi te produzivanja pocetnica na 72 °C u trajanju od 30 sekundi. Kona¢no
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produzivanje umnozenih sljedova DNA dogadalo se na 72 °C u trajanju od sedam minuta.
Temperatura se nakon postupka umnozavanja spusta na 4 °C, a PCR produkti pohranjuju na

temperaturu hladnjaka do provodenja elektroforeze.

4.3.3. Elektroforeza PCR produkata na agaroznom gelu

Dobiveni produkti PCR reakcije provjeravaju se elektroforezom u 2-postotnom
agaroznom gelu. Agarozni gel napravljen je tako da je u Erlenmeyerovu tikvicu u 100 ml pufera
dodano 2,0 g agaroze (SeaKem R LE Agarose, Lonza) i 100 ml 1 x TAE pufer (Promega, SAD).
To je zagrijano u mikrovalnoj pecnici do vrenja kako bi se agaroza otopila. Otopljenom
agaroznom gelu, koji je prethodno ohladen, dodano je 4 ul DNA boje (Diamond ™ Nucleic
Acid Day, Promega) i lagano promijeSano kruznim okretanjem tikvice. Agaroza se dodatno
ohladi na temperaturu izlijevanja (50 — 60 °C) na sobnoj temperaturi ili pod mlazom hladne
vode. Za to vrijeme potrebno je pripremiti kalup. U kalup je potrebno staviti grani¢nike i ¢esalj
te lagano izlijevati agarozu. Ostaviti neko vrijeme na sobnoj temperaturi da se gel polimerizira
(stvrdne). Nakon polimerizacije iz gela je uklonjen ceSalj, a gel je stavljen u kadicu za
elektroforezu (SCIE-PLAS, UK) koja sadrzava 1 x TAE pufer. PCR produkti nanose se u jazice
na gelu u koli¢ini od 8 ul. Osim produkata u jednu od jazica nanosi se biljeg za utvrdivanje
dvolan¢anih DNA molekula u veli¢ini od 100 do 1500 pb (BenchTop 100 bp DNA Ladder,
Promega) te u kolicini od 6 pl. (slika 4.7.).

Slika 4.7. Sustav za elektroforezu PCR produkata na agaroznom gelu (SCI PLAS, UK)
Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju, Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu
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Elektroforeza se provodi u svrhu provjere umnoZzavanja istrazivanog fragmenta te pojave
mogucih dodatnih ili nespecificnih fragmenata. Nakon elektroforeze u trajanju od tri sata na
sobnoj temperaturi pri naponu od 80 V i 8 mA pristupa se vizualizaciji dobivenih rezultata s
pomoc¢u UV transiluminatora s plavim svjetlom (Safe imager, Invitrogen). Gel na koji su
naneseni PCR produkti, fotografira se kamerom (Uvitec, UK), a slike se pohranjuju na CF
memorijsku Karticu (slika 4.8.).

Slika 4.8. UV transiluminator s plavim svjetlom (Safe imager, Invitrogen) i kamera (Uvitec,
UK) Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju, Veterinarski fakultet SveuciliSta u
Zagrebu

4.4. UmnoZavanje regija u 16S rRNA odsjecku genoma Anaplasma phagocytophilum

ugnijeZdenom lan¢anom reakcijom polimeraze

Za ugnijezdenu lanc¢anu reakciju polimeraze rabila su se dva para pocetnica (LIZ i sur.

2002.).

Vanjski par pocetnica:

ge3a 5'-CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC-3'
gelOr 5'-TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC-3'
Unutarnji par pocetnica:

ge9f 5'-AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT-3'
ge2 5'-GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG-3'

Pocetnice su sintetizirane u Sigma Aldrich, SAD.
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Izravni PCR obavljen je uporabom para pocetnica ge3a/ge10r (LIZ i sur. 2002.) s pomocu kojeg

se umnozi odsjecak veli¢ine 932 bp upotrebom komercijalnog kompleta ALLinTM Red Taq

Mastermix, 2 x kit (highQu). Reakcijskoj smjesi volumena 44 pL (tablica 4.2.) dodavalo se po

6 uL DNA.
Tablica 4.2. Sastav PCR reakcijske smjese volumena 50 ul
Sastojak Volumen
ALLInTM Red Tag Mastermix, 2 x 25 ul
sterilna voda oslobodena od nukleaza 17 nl
homologna pocetnica (10 pM) 1,0 ul
komplementarna pocetnica (10 uM) 1,0 ul

Reakcijski ciklusi PCR reakcije provodili su se u uredaju Gene Amp PCR System 9700

(Applied Biosystems, SAD) kako je navedeno u tablici 4.3.

Tablica 4.3. Reakcijski ciklusi PCR reakcije za umnozavanje regija unutar 16S rRNA

odsjecka genoma A. phagocytophilum

Naziv koraka Pocetna 40 ciklusa umnozavanja Zavr$no
denaturacija produzivanj
— — — e lanca
denaturacija | sparivanje produzivanj

pocetnica i | e lanca

kalupa

(annealing)
vrijeme /| 1'/95°C 15"/95°C 15" /60 °C 1'/72°C 51/72°C
temperatura

Budu¢i da umnozeni odsjeccei velicine 932 bp nisu vidljivi nakon elektroforetske analize

u 1,5-postotnom agaroznom gelu, rabili su se kao kalup za ugnijezdeni PCR uz par pocetnica

ge9f/ge2 (LIZ 1 sur. 2002.). Na taj se nacin umnoZzi odsjecak veli¢ine 546 bp upotrebom

komercijalnog kompleta ALLin Red Tag Mastermix, 2 x (highQu). Reakcijskoj smjesi

volumena 44 pL (tablica 1.) dodavalo se po 6 uL produkta izravnog PCR-a, a reakcijski ciklusi

provodili su se u istom uredaju prema obrascu navedenom u tablici 4.3.
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4.5 UmnoZavanje regija unutar GroEL odsjecka genoma Anaplasma phagocytophilum

semi-ugnijeZdenom lan¢anom reakcijom polimeraze

Za semiugnijezdenu lancanu reakciju polimeraze rabila su se dva para pocetnica (ALBERTT i

sur. 2005.).
Vanjski par pocetnica:

EphplgroEL(569)F 5'-ATGGTATGCAGTTTGATCGC-3'
EphplgroEL(1193)R 5-TCTACTCTGTCTTTGCGTTC-3'
Unutarnji par pocetnica:

EphplgroEL(569)F 5'-ATGGTATGCAGTTTGATCGC-3'
EphgroEL(1142)R 5-TTGAGTACAGCAACACCACCGGAA-3

Izravni PCR obavljen je uporabom para pocetnica EphplgroEL(569)F/
EphplgroEL(1193)R (ALBERTTI i sur. 2005.) s pomo¢u kojeg se umnozi odsjecak veli¢ine 750
bp upotrebom komercijalnog kompleta ALLInTM Red Tag Mastermix, 2 x kit (highQu).
Reakcijskoj smjesi volumena 44 uL (tablica 4.2.) dodavalo se po 6 uL DNA.

Reakcijski ciklusi PCR reakcije provodili su se u uredaju Gene Amp PCR System 9700
(Applied Biosystems, SAD), kako je navedeno u tablici 4.4.

Tablica 4.4. Reakcijski ciklusi PCR reakcije za umnoZzavanje regija unutar groEL odsjecka
genoma A. phagocytophilum

Naziv koraka | Pocetna 35 ciklusa umnozavanja Zavrsno
denaturacija produzivanje
lanca
sparivanje produzivanje | sparivanje
pocetnica i lanca pocetnica i
kalupa kalupa
(annealing) (annealing)
vrijeme / 1'/95°C 15"/95°C 15"/55°C 1'/72°C 10'/ 72 °C
temperatura
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Buduéi da umnozeni odsjecci veli¢ine 750 bp nisu vidljivi nakon elektroforetske analize
u 1,5-postotnom agaroznom gelu, rabili su se kao kalup za semiugnijezdeni PCR uz par
pocetnica EphplgroEL(569)F / EphgroEL(1142)R (ALBERTI i sur. 2005.). Na taj se nacin
umnozi odsjecak veli¢ine 573 bp upotrebom komercijalnog kompleta ALLin Red Taq
Mastermix, 2 x (highQu). Reakcijskoj smjesi volumena 44 pL (tablica 4.2.) dodavalo se po 6
uL produkta izravnog PCR-a, a reakcijski ciklusi provodili su se u istom uredaju prema obrascu

navedenom u tablici 4.4.

4.5.1. Elektroforeza umnoZenih odsjecaka u agaroznom gelu

Elektroforeza se izvodila u 1,5-postotnom agaroznom gelu veli¢ine 100 x 115 x 40 mm
(8irina x duljina x visina) priredenom u 1 x TAE puferu. Isti se pufer rabio i tijekom
elektroforeze. Rastopljenom se gelu prije izlijevanja u nosa¢ dodala odgovarajuéa koli¢ina
etidijeva bromida (0,4 ul etidijeva bromida u 40 ml gela). Elektroforeza se provodila tijekom
60 minuta pri sobnoj temperaturi uz primjenu inicijalnog napona od 70 V. Nakon $to su uzorci
krenuli iz jaZica napon se povecao na 90 V. U jazice se stavljalo 9 uLL PCR produkta koji
sadrzava obojeni pufer za elektroforezu (Red electrophoresis tracking dye sadrzan u kompletu
za PCR, ALLin Red Taq Mastermix). Obojeni pufer olakSava unoSenje uzoraka u jazice i
pracenje tijeka elektroforeze. Kao standard za odredivanje veli¢ine u parovima baza (bp) rabilo
se 5 ul markera (Take5 100bp DNA Ladder, highQu). Rezultati su ocitani s pomo¢u UV

transiluminatora (Vilber Lourmat, Torcy, Francuska).

4.5.2. Ekstrakcija DNA (PCR produkata) iz agaroznog gela i njezino procis¢avanje

U slucajevima u kojih se kao rezultat ugnijezdene PCR reakcije uz prethodnu reverznu
transkripciju pojavilo nespecifiécno umnozavanje, odnosno gdje se nakon agarozne
elektroforeze osim odsjecaka ocekivane veli¢ine, uocavaju i oni nespecifi¢ni, proveden je
postupak ekstrakcije i proc¢iS¢avanja ciljne DNA iz agaroznog gela. Postupak je proveden
uporabom komercijalnog kompleta reagensa Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System

(Promega, SAD) u skladu s uputama proizvodaca.

Komplet Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System rabi se za prociS¢avanje DNA odsjecaka
veli¢ine od 100 bp do 10 kb iz standardnih ili low-melting agaroznih gelova slabije topivosti

pripremljenih u TAE ili u TBE puferu. PCR produkti procis¢avaju se kako bi se uklonili
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nepotrebni nukleotidi i pocetnice, ali kao §to je navedeno, i nespecifi¢ni amplikoni. Nakon §to
se elektroforezom razdvoje umnozeni DNA odsjecci, ciljna se linija izrezuje i komadié¢ gela se
otapa u otopini za vezanje za membranu koja sadrzava guanidin-izotiocijanat. Otopljeni
komadi¢ gela nanosi se na silikatnu membranu kolone. Nakon vezanja za silikatnu membranu
moguéi se kontaminanti u¢inkovito ispiru uporabom pufera za ispiranje, a umnozeni odsjecak

od interesa odstrani se vodom.

Komplet Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System moze se upotrebljavati za procis¢avanje
linearnih DNA odsjecaka, superzavijene plazmidne DNA, jednolancane linearne ili cirkularne
DNA.

Prije prve uporabe kompleta potrebno je koncentriranoj otopini za ispiranje membrane dodati

odgovarajucu koli¢inu 96-postotnog pa do 100-postotnog etanola, prema uputama proizvodaca.

4.5.3. Razdvajanje umnoZenih DNA odsje¢aka

Obavlja se s pomocu elektroforeze u 2-postotnom agaroznom gelu veli¢ine 100 x 115 x
40 mm (Sirina x duljina x visina) pripremljenom u 1 x TBE puferu. U jazice 2-postotnog
agaroznog gela nanosi se po 50 uL PCR produkta svakog uzorka pomijesanog s 10 uL. obojenog
pufera za elektroforezu (10 x Blue Juice Gel Loading Buffer, Invitrogen, SAD). Rezultati su
oc¢itavani s pomocu UV transiluminatora (Vilber Lourmat, Torcy, Francuska), a sterilnim

skalpelom izrezivali su se DNA odsjecci odgovarajuce veli¢ine.

4.5.4. Otapanje izrezanog komadica gela

Obavljeno je s pomocu otopine za vezanje za membranu. Najprije se izvazu prazne
epruvete volumena 1,5 ml, a zatim epruvete u koje je dodan komadi¢ gela. Masa izrezanog
komadica gela jednaka je razlici mase epruvete koja sadrzava komadi¢ gela i mase prazne
epruvete. Prema masi izrezanog komadica gela odreduje se volumen otopine za vezanje za
membranu koji je potreban za otapanje (za 10 mg komadica gela potrebno je 10 ul otopine za
vezanje za membranu). Smjesa komadica gela i otopine za vezanje za membranu vorteksira se

1 inkubira tijekom deset minuta pri temperaturi od 50 °C do 65 °C.
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4.5.5. Vezanje umnoZenog odsjecka DNA za silikathnu membranu

Obavlja se u posebnim kolonama koje se uklapaju u sabirne epruvete za centrifugiranje
od 2,0 mL. Otopina komadic¢a gela nanosila se na kolonu, inkubirala jednu minutu pri sobnoj
temperaturi te centrifugirala jednu minutu pri najveéem broju okretaja. Kolona za vrijeme
centrifugiranja propusta tekuci sadrzaj u sabirnu epruvetu, a DNA se veze za membranu.
Sabirna epruveta i filtrat odbacuju se u posudu za otpad, a kolona stavlja u novu sabirnu

epruvetu.

4.5.6. Ispiranje silikatne membrane kolone

Obavlja se tako da se 700 pl otopine za ispiranje membrane nanosi na kolumnu,
centrifugira jednu minutu pri najve¢em broju okretaja. Sabirna se epruveta i filtrat zatim
odbacuju u posudu za otpad, a kolona se stavlja u novu sabirnu epruvetu. Na kolonu se nanosi
500 pl otopine za ispiranje membrane, centrifugira pet minuta pri najve¢em broju okretaja.
Zatim se odbacuje sabirna epruveta i filtrat, a kolona se stavlja u novu sabirnu epruvetu. Na
kraju se silikatna membrana posusi i pro¢iS¢ava od ostataka etanola centrifugiranjem jednu

minutu pri najve¢em broju okretaja.

4.5.7. Izdvajanje Ciste DNA (elucija)

Postiglo se uklapanjem kolone u cistu 1,5 ml epruvetu uz dodatak 50 pl sterilne,
deionizirane vode izravno na silikatnu membranu. SadrZaj se inkubira tijekom jedne minute na
sobnoj temperaturi, zatim centrifugira jednu minutu pri najve¢em broju okretaja. Kolona se
odbacuje, a filtrat je umnozeni odsje¢ak DNA koji se ¢uva na — 20 °C. Izdvojena 1 proci§¢ena

DNA ponovno se podvrgne elektroforezi kako bi se uvjerilo u uc¢inkovitost postupka.

4.5.8. Odredivanje primarne strukture DNA (sekvenciranje)

Procis¢eni PCR produkti poslani su na sekvenciranje u tvrtku Macrogen Inc.
(Amsterdam, Nizozemska). Kako bi se utvrdio slijed nukleotida, dobiveni su kromatogrami
analizirani s pomocu programa Sequencher 5.4.6 (http://www.genecodes.com, Genes Codes

Corporation).
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4.6. Metoda lancane reakcije polimerazom za umnoZavanje ciljnog dijela DNA

Borrelia burgdorferi

4.6.1. 1zdvajanje DNA

Za izdvajanje DNA rabio se komercijalni komplet NucleoSpin® Tissue (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka). Nakon $to su se uzorci odmrznuli na sobnoj temperaturi,
usitnjeni su sterilnim instrumentima u mikrobiolo$koj biozastitnoj komori.

Postupak: 25 mg tkiva izreze se na komadi¢e koji se stave u epruvetu za
mikrocentrifugu, dodaje se 180 pl pufera T1 i 25 pl otopine proteinaze K i inkubira na 56 °C
dok se ne dobije potpuna liza (najmanje 1 — 3 h) uz povremeno mijesanje. Dodaje se 200 pl
pufera B3, zatim se deset minuta inkubira na 70 °C. U uzorak se dodaje 210 pl etanola (96 —
100 %), centrifugira se tijekom jedne minute na 11 000 rpm. Za pranje membrane dodaje se
500 pl pufera BW i centrifugira jednu minutu na 11 000 rpm, a zatim 600 pl pufera B5 i
centrifugira ponovno jednu minutu na 11 000 rpm. Nakon toga membrana se susi ponovnim
centrifugiranjem jednu minutu na 11 000 rpm, ¢ime se uklanja zaostali etanol, a zatim se u 1,5
ml epruvetu za mikrocentrifugu dodaje 100 pl pufer BE. Inkubira se na sobnoj temperaturi
jednu minutu te centrifugira jednu minutu na 11 000 rpm.

Nakon izdvajanja svi su uzorci DNA pohranjeni na — 20 °C do provodenja lancane

reakcije polimerazom.

4.6.2. Dokaz prisutnosti bakterije Borrelia burgdorferi metodom ugnijezdene lanc¢ane
reakcije polimerazom

Ugnijezdena PCR metoda provodi se u dva dijela pri ¢emu se upotrebljavaju dva
razli¢ita para pocetnica u dvjema odvojenim reakcijama. U vanjskoj PCR reakciji umnozava se
specifi¢ni odsjecak DNA koji kodira OspA protein bakterije B. burgdorferi (GUY i STANEK,
1991.). Dobiveni PCR proizvod sluzi kao kalup za unutarnju PCR reakciju u kojoj se umnozava
manji dio PCR produkata vanjske PCR reakcije ¢ime se povecava osjetljivost i specifi¢nost
same PCR metode. Dvadeset nasumicno odabranih uzoraka uske pretrazeno je s pomocu
ugnijezdene PCR metode. Pocetnice 1 njihovi sljedovi baza (GUY 1 STANEK, 1991.) navedeni
su u tablici 4.5.
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Tablica 4.5. Pocetnice koristene U vanjskoj i unutarnjoj ugnijezdenoj PCR reakciji

Ciljni protein Naziv Nukleotidni slijed baza pocetnice Veli¢ina PCR
pocetnice proizvoda

OspA N1 5-GAGCTTAAAGGAACTTCTGATAA-3'

(vanjski dio PCR 560 pb
reakcije) c1 5-GTATTGTTGTACTGTAATTGT-3'

OspA \ .

L N2 5-ATGGATCTGGAGTACTTGAA-3

(unutarnji dio 351 pb
PCR reakcije) c2 5.CTTAAAGTAACAGTTCCTTCT-3

Sve kemikalije koje su se upotrebljavale u vanjskom dijelu ugnijezdene PCR reakcije

navedene su u tablici 4.6., a u tablici 4.7. navedene su kemikalije koje su se rabile u unutarnjem

dijelu ugnijezdene PCR reakcije.

Tablica 4.6. Prikaz kemikalija koje ¢ine PCR smjesu za vanjski dio ugnijezdene PCR reakcije

za 1 uzorak (ul)
Emerald PCR mix 12
Vanjska pocetnica F: N1 (10 um) 0,5
Vanjska pocetnica R: C1 (10 um) 0,5
dH20 9,5

V=22,5 ul PCR smjese + 2,5 ul DNA / uzorak
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Tablica 4.7. Prikaz kemikalija koje ¢ine PCR smjesu za unutarnji dio ugnijezdene PCR

reakcije
za 1 uzorak (ul)
Emerald PCR mix 12
Unutarnja pocetnica F: N2 (10 um) 0,5
Unutarnja pocetnica R: C2 (10 um) 0,5
dH20 11

V=24 ul PCR smjese +1 ul PCR produkt vanjske PCR reakcije / uzorak

4.7. Primijenjene epidemioloske i statisticke metode

Statisticka analiza ukljucivala je deskriptivnu statistiku, distribuciju frekvencija, testove
znacajnosti 1 neparametrijske testove: Mann-Whitneyev test kad su testirane dvije skupine i
Kruskal-Wallisova analiza za viSestruku analizu. Za binarne i kategorijske varijable statisticki
znatne razlike u seroprevalenciji medu skupinama procijenjene su s pomocu hi-kvadrat
statistike za viSe od dvije ukljuc¢ene skupine i Fisherova egzaktnog testa samo za dvosmjerne
usporedbe. Sva seroprevalencija uzorka procijenjena je za cijelu populaciju izracunavajuéi
standardnu pogresku (standard error, SE) i granicu pouzdanosti od 95 % (confidence interval,
Cl 95 %).

Kako bi se procijenila snaga povezanosti izmedu infekcije 1 Cimbenika rizika,
ukljucujuéi zemljopisni polozaj (Zupanije), pasminu, dob 1 spol, ratunao se omjer prevalencije
(engl. prevalence ratio, PR) kao i omjer vjerojatnosti (engl. odds ratio, OR) i odgovarajuci
interval pouzdanosti od 95 %. Da bi se pruzile valjane procjene snage povezivanja medu
skupinama, provedena je logisticka regresijska analiza (HOSMER i LEMESHOW, 2000.).
VaZznost medu skupinama uzeta je na razini od 5 % (p < 0,05) za dvosmjerni test. Sve statisticke
1 epidemioloske analize provedene su s pomocu softvera STATISTICA 12 1 WinEpiscope ver.
2.
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4.8. Racunalne analize nukleotidnih sljedova

paketi:

Pri ra¢unalnim analizama dobivenih sekvenci rabili su se sljede¢i programi i programski

e ClustalX, verzija 1.83 (THOMPSON 1 sur. 1997.) za viSestruko sravnjivanje
sekvenci u svrhu pronalaska mjesta promjena/mutacija u istrazivanim nukleotidnim
sljedovima te pripremu podataka za filogenetsku analizu.

* BioEdit, verzija 7.0.5.3 (HALL 1999.) za uredivanje sravnjenih sekvenci.

* MEGA, verzija 5.0. (TAMURA i sur. 2011.) za filogenetske i
molekularnoevolucijske analize primjenom razli¢itih metoda i postupaka.

* BLAST (ALTSCHUL i sur. 1990.) za pretrazivanje baza podataka

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati testiranja lisica SNAP® 4Dx® Plus testom

Od 179 uzoraka lisica prikupljenih na istrazivanom podru¢ju sjeverne i srediSnje
Hrvatske, brzim dijagnostickim SNAP® 4Dx® Plus testom koji se rabi za detekciju
cirkuliraju¢eg antigena Dirofilaria immitis, protutijela Borrelia burgdorferi, Anaplasma
phagocytophilum i Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii, potvrdeno je da je pozitivno 30 lisica
(tablica 5.2.) ili njih 16,76 % (CI 95 %, 11,29 — 22,23 %). Broj pretraZenih i pozitivnih lisica
po podruc¢jima (lovistima) prikazan je u Prilogu 1. Ukupno 179 lisica bilo je sa 127 podrucja
sjeverne i srediSnje Hrvatske ukljucujuci devet Zupanija srediSnje i sjeverne Hrvatske, a 22
lisice bile su iz PozeSko-slavonske zupanije. Testiranjem je utvrdeno da razlika u broju
pretrazenih lisica po stani$tima (lovistima) i1 podru¢jima, tj. Zupanijama, nije bila velika, $to
ukazuje na ujednacenost uzoraka po podru¢jima (tablica 5.1. i slika 5.1.) te njihovu

randomiziranost i reprezentativnost u interpretaciji podataka.

Tablica 5.1. Broj pretraZenih stanista (lovista) i lisica u pojedinoj Zupaniji

y Broj stanista Broj Minimalno — Srednja
Zupanija (lovitta) pre(iq_le_danlh maksimalno vrijednost SD
isica

Zagrebacka 33 53 1 5 1,61 0,99
Krapinsko-
zagorska 13 17 1 3 1,31 0,63
Sisacko-
moslavacka 17 21 1 3 1,24 0,56
Karlovacka 18 26 1 4 1,44 0,78
Varazdinska 8 13 1 4 1,50 1,07
Bjelovarsko —
bilogorska 4 4 1 1 1,00 0,00
Pozesko- slavonska 18 22 1 2 1,22 0,43
Medimurska 12 19 1 3 1,58 0,90
Grad Zagreb 4 4 1 1 1,00 0,00
Ukupno 127 179 1 5 1,40 0,78
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Zbirni rezultat broja pretrazenih i pozitivnih lisica po Zupanijama prikazan je u tablici

5.2., a po spolu i dobi u tablicama 5.3. 1 5.4.

U tablici 5.2. vidljivo je da je najveci postotak pozitivnih lisica dobiven SNAP® 4Dx®
Plus testom utvrden u Karlovackoj Zupaniji (38,45 %, CI 95 %, 19,75 — 57,15 %), a najmanji u
Varazdinskoj zupaniji (7,70 %, CI 95 %, 6,79 — 22,19 %) (P < 0,05). Testiranjem proporcija

statisticki bitne razlike utvrdene su jo§ izmedu Karlovacke zupanije te Zagrebacke, Pozesko-

slavonske i Medimurske zupanije (P < 0,05).

Tablica 5.2. Broj pregledanih i pozitivnih lisica po Zupanijama

y Broj stanista Broj . .
Zupanija o pregledanih Pozitivno 95 % CI
(lovista) lisi
isica SE
N N N % %

Zagrebacka 33 53 7 13,212 | 4,09 -22,33 0,046
Krapinsko-
zagorska 13 17 2 11,76 | -3,55-27,07 | 0,078
Sisacko-
moslavacka 17 21 4 19,05 | 2,25-3585 | 0,028
Karlovacka 18 26 10 38,452 | 19,75 -57,15 | 0,095
Varazdinska 8 13 1 7,70' | -6,79-22,19 | 0,074
Bjelovarsko- -17,44 — 0,217
bilogorska 4 4 1 25,00 67,44
Pozesko-
slavonska 18 22 2 9,092 | 2,92-21,10 0,061
Medimurska 12 19 2 10,532 | -3,73-24,33 | 0,070

-17,44 — 0,217
Grad Zagreb 4 4 1 25,00 67,44
Ukupno 127 179 30 16,76 | 11,29-22,23 | 0,028

12p < 0,05

Spol je utvrden u 175 jedinki medu kojima je bilo 108 muskih ili 59,78 % 1 67 zenskih

ili 37,43 %, a Cetirima jedinkama spol nije odreden. Od 108 pretrazenih muskih Zivotinja
ukupno je bilo 12,96 % (N = 14, CI 95 %, 6,63 — 19,29 %) pozitivnih, a od Zenskih lisica
pozitivnih je bilo 22,39 % (N =15, CI 95 %, 12,41 — 32,38 %). Dobivene razlike nisu pokazale
statisticki vaznu razliku izmedu ukupno pozitivnih muskih i Zenskih Zivotinja (P = 0,10, 2

=2,66) (tablica 5.3.).
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Tablica 5.3. Broj pregledanih i pozitivnih lisica po spolu (N = 175)

Broj .
Spol oregledanih Pozitivno 95 % ClI SE
N % %
musko 108 14 12,96 | 6,63-19,29 0,032
zensko 67 15 22,39 | 12,41-32,38 0,051
ukupno 175 29 16,57 | 11,06 -22,08 0,028

Od ukupno 133 lisice kojima je odredena dob, test SNAP® 4Dx® Plus bio je pozitivan

u 24 lisice ili u njih 18,05 %. Najveci udio inficiranih lisica utvrden je u mladih dobnih skupina,
i to u dobi do jedne godine (20,00 %, CI 95 %, 0,24 — 40,24 %) te u dobi od jedne do dvije
godine (21,43 %, CI 95 %, 10,69 — 32,18 %), dok je manji postotak pozitivnih lisica utvrden u
lisica dobne skupine od tri (16,13 %, CI 95 %, 3,18 — 29,08 %) i Cetiri godine (12,50 %, CI 95

%, 3,71 — 28,71 %) godine. Medutim, statisticki vazne razlike u proporciji nadenih pozitivnih

lisica prema dobnoj strukturi nisu nadene (P = 0,3228, y2 = 0,978). U tablici 5.4. prikazan je

broj pregledanih i pozitivnih lisica prema dobi.

Tablica 5.4. Broj pregledanih i pozitivnih lisica po dobi (N = 133)

qu Broj : Pozitivno
(godine) pregledanih 95 % ClI SE
N % %
0-1 15 20,00 -0,24 - 40,24 0,103
1-2 56 12 21,43 10,69 — 32,18 0,055
2-3 31 5 16,13 3,18 — 29,08 0,067
3-4 16 2 12,50 -3,71-28,71 0,083
4-5 6 0 0 0 0
5-6 6 2 33,33 -4,39-71,04 0,192
6-7 3 0 0 0 0
Ukupno 133 24 18,05 11,51 — 24,59 0,033
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S obzirom na pojedinog uzro¢nika utvrdeno je 12 ili 6,70 % (CI 95 %, 3,20 — 10,19 %)
pozitivnih uzoraka na cirkulirajuéi antigen Dirofilaria immitis (slika 5.1.) i u 18 ili 10,05 % (ClI
95 %, 5,8 — 14,25 %) jedinki test je bio pozitivan na protutijela za Anaplasma phagocytophilum
/ A. platys (slika 5.2.). Drugim rije¢ima, lisice su 1,63 puta vis$e izloZzene anaplazmi nego

dirofilariji, ali ta razlika nije statisticki vazna (P = 0,2526, x2 = 1,309). Za ostale vektorski

prenosive bolesti koje su tim testom ispitivane, a to su Borrelia burgdorferi i Ehrlichia canis /
Ehrlichia ewingii, protutijela nisu utvrdena.

Slika 5.1. Pozitivan rezultat SNAP® 4Dx® Plus testa na D. immitis
(plava tocka gore)
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Slika 5.2. Pozitivan rezultat SNAP® 4Dx® Plus testa na A. phagocytophilum / A. platys
(plava tocka u sredini)
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Na grafikonu 5.1. i u tablici 5.5. prikazan je broj pregledanih i pozitivnih lisica prema

nadenim uzro¢nicima po Zupanijama.
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Grafikon 5.1. Broj pregledanih i pozitivnih lisica prema nadenom uzro¢niku po Zupanijama

U tablici 5.5. 1 grafikonu 5.1. vidljivo je da unutar Zupanija postoji razlika u broju lisica
kod kojih su nadena protutijela za anaplazmu. Iako je najveéa seroprevalencija anaplazme
ustanovljena u Bjelovarsko-bilogorskoj (25,00 %; CI 95 % -17,43 - 67,44 %) i Karlovackoj
(23,08 %; CI 95 % 6,88 — 39,28 %) Zupaniji u odnosu na ostale Zupanije ta razlika nije bila
statisticki znacajna (P > 0,05).

No, istovremeno testiranjem razlika pozitivnih lisica na cirkuliraju¢i antigen D. immitis
izmedu zupanija, utvrden je statisticki znatno manji broj pozitivnih lisica u Zagrebackoj
zupaniji (1,89 %, CI 95 %, 1,76 — 5,56 %) u usporedbi s ostalim zupanijama (P < 0,05).
Medutim, u najve¢em broju Zupanija taj je postotak bio podjednak i kretao se u rasponu od
11,76 % (CI 95 %, 3,55 — 27,07 %) (Krapinsko-zagorska zupanija ) do 15,39 % (CI 95 %, 1,52
— 29,06 %) (Karlovacka zupanija) (P > 0,05). D. immitis nije nadena u Varazdinskoj,
Medimurskoj i Bjelovarsko-bilogorskoj zupaniji.
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Tablica 5.5. Broj pregledanih i pozitivnih lisica i procjena prevalencije vrstama Anaplasma phagocytophilum / A. platys i D. immitis u populaciji
lisica u pojedinim Zupanijama

y .. Broj Pozitivne na 0 Pozitivne na 0
Zupanija prelgilseaggnlh dirofilariju Cl 95 % anaplazmu Cl95 % P 12
N % - + N % - +

Zagrebacka 53 1 1,89* -1,76 5,56 6 11,32 2,79 | 19,85 | 0,0506 3,820
Krapinsko-zagorska 17 2 11,76 -3,55 27,07 0 0 0 0 0,145 2,124
Sisacko-moslavacka 21 3 14,29 -0,68 29,28 1 4,76 -4,35 | 13,87 | 0,2928 1,107
Karlovacka 26 4 15,39 1,52 29,06 6 23,08 6,88 | 39,28 | 0,4818 0,495
Varazdinska 13 0 0 0 0 1 7,69 -6,79 | 22,17 0,3079 1,040
Bjelovarsko-bilogorska 4 0 0 0 0 1 25,00 |-17,43 |67,44 | 0,2850 1,143
Pozesko-slavonska 22 1 4,55 -4,16 3,26 1 4,55 -4,16 | 13,76 1,00 0,00
Medimurska 19 0 0 0 0 2 10,53 -3,27 | 24,33 | 0,1462 2,112
Grad Zagreb 4 1 25,00 | -17,45 67,44 0 0 0 0 0,2850 1,143
Ukupno 179 12 6,70 3,03 10,36 18 10,06 5,65 | 14,46 0,063 3,46

*statsti¢ki znacajna razlika, P < 0,05
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Pozitivne i negativne lisice prema lokaciji uzorkovanja prikazane su za D. immitis na

slici 5.3., a za Anaplasma phagocytophilum / A. platys na slici 5.4.
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Slika 5.3. Pregled pozitivnih i negativnih lisica za D. immitis prema lokaciji
uzorkovanja
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Slika 5.4. Pregled pozitivnih i negativnih lisica za A. phagocytophilum / A. platys
prema lokaciji uzorkovanja

SNAP® 4Dx® Plus testom protutijela za A. phagocytophilum nisu utvrdena u
Krapinsko-zagorskoj Zupaniji i Gradu Zagrebu. U ostalim su Zupanijama utvrdena, i to u
rasponu od 4,55 % (CI 95 %, 4,16 — 13,76 %) (Pozesko-slavonska) do 23,08 % (CI 95 %, 6,88
—39,28 %) (Karlovacka Zupanija). Testiranjem proporcija nije utvrdena statisticki bitna razlika.
U testiranje proporcija nisu bile ukljuc¢ene Bjelovarsko-bilogorska zupanija i Grad Zagreb zbog

malog broja pregledanih lisica (N = 4).
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Na grafikonu 5.2. i u tablici 5.6. prikazan je broj pregledanih i pozitivnih lisica prema
nadenim uzro¢nicima po spolu.
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Grafikon 5.2. Broj pregledanih 1 pozitivnih lisica prema uzro€nicima po spolu

U tablici 5.6. vidljivo je da prema spolnoj strukturi istrazivane populacije lisica u odnosu
na pozitivan rezultat testa prema uzroc¢niku, dobivena razlika nije bila statisticki bitna (P >
0,05). Broj pozitivnih muskih i Zenskih lisica koji su pokazali pozitivnu reakciju na cirkulirajuci
antigen D. immitis bila je podjednaka, a unato¢ nesto ve¢em postotku nadenih protutijela za A.
phagocytophilum / A. platys u Zenskih jedinki, ta razlika nije bila velika (P > 0,05).
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Tablica 5.6. Broj pregledanih i pozitivnih lisica i procjena prevalencije vrstama Anaplasma phagocytophilum / A. platys i D. immitis
po spolu (N = 175)

Broj

Spol pregl_:]_ Ie_danih Pd??(i)?i\llgriijrllja Cl95 % Z?]Zipt)il\;;:nrsja Cl95 % P 12
ISICa
N N % i " N % : +
Musko 108 6,48 1,13 | 11,12 ! 6,48 1,13 | 11,12 | 1,000 0,00
Zensko 67 5 7,46 1,19 | 13,79 10 1493 | 639 | 2346 | 0,190 1,88
Ukupno 175 12 6,86 313 | 1039 | 17 971 | 532 | 1410 | 0,337 0,921
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Na grafikonu 5.3. i u tablici 5.7. prikazan je broj pregledanih i pozitivnih lisica prema

nadenom uzro¢niku po dobi.
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Grafikon 5.3. Broj pregledanih 1 pozitivnih lisica prema nadenim uzro¢nicima po dobnoj
strukturi

Pozitivan rezultat za cirkulirajuéi antigen D. immitis utvrden je u lisica u dobi od jedne
ili dvije godine (14,29 %, CI 95 %, 6,34 — 25,50 %) te dvije ili tri godine (3,23 %, Cl 95 %,
2,99 — 9,45 %), ali ta razlika nije bila znacajna (P > 0,05). Pozitivan rezultat na protutijela za
A. phagocytophilum / A. platys takoder je u najve¢em postotku bio u mladih lisica do Cetiri
godine. Razlike u proporciji pozitivnih na protutijela anaplazme medu dobnim skupinama

takoder nisu bile statisticki znacajne (P > 0,05).
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Tablica 5.7. Broj pregledanih i pozitivnih lisica i procjena prevalencije vrstama Anaplasma phagocytophilum / A. platys i D. immitis

po dobi (N = 133)

Dob (godine) | Pregledano Dirofilarija Cl1 95 % Anaplazma Cl 95 % p )
pozitivno pozitivo X
N
N % - + N % - +

0-1 15 0 0 0 3 2000 | 024 | 4024 | 0,068 3,33
1-2 56 8 14,29 634 | 2550 4 7,14 040 | 13,88 | 0,221 1,49
2-3 31 1 3,23 2099 | 945 4 1290 | 110 | 24,70 | 0,365 0,82
3-4 16 0 0 0 0 2 12,50 -3,70 | 28,71 | 0,144 2,13
4-5 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5-6 6 0 0 0 0 2 3333 | 439 | 7105 | 0121 2,40
67 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 133 9 6,77 250 | 11,04 15 1128 | 590 | 16,66 | 0,199 1,68
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U cilju procjene istrazivanih podruc¢ja, spola 1 dobi kao rizinog cimbenika
upotrebljavala se regresijska analiza. U cilju testiranja dobi kao rizicnog ¢imbenika, Zivotinje
su bile podijeljene u tri dobne skupine: (1) juvenilne jedinke do jedne godine, odnosno do
vremena spolne zrelosti, (2) zatim kao mlade adultne jedinke od jedne do tri godine i (3) na
populaciju starijih adultnih lisica od tri do sedam godina.

U tablicama 5.8. — 5.10. prikazani su rezulatati regresijske analize koja pokazuje
mogucu povezanost prevalencije A. phagocytophilum / A. platys i D. immitis s potencijalnim
rizitnim ¢imbenicima. Rezultati pokazuju da postoje razlike u izlozenosti lisica rizi¢nim
¢imbenicima kao §to su geografska podrucja, spol i dob, ali njihovim daljnjim testiranjem nije

utvrdena statisticki bitna povezanost.
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Tablica 5.8. Rezultati regresijske analize procjene pozitivnog nalaza u ovisnosti o podrucju, spolu i dobnoj strukturi

Rizi¢ni Varijabla Broj pregledanih Pozitivno OR? Cl195 % ? P-vrijednosti
¢imbenik N %

Podrugje — Varazdinska 13 7,70 referirana vrijednost

Zupanija Zagrebacka 53 13,21 1,83 0,20 - 16,31 P =0,5899
Krapinsko-zagorska 17 11,76 1,60 0,13-19,83 P=0,7144
Sisa¢ko-moslavacka 21 19,05 2,82 0,28 — 28,52 P =0,3790
Karlovacka 26 38,45 7,50 0,84 — 66,86 P =0,0710
Pozesko-slavonska 22 9,09 1,20 0,09 — 14,59 P =0,8866
Medimurska 19 10,53 1,41 0,11 -17,40 P =0,7879

Spol zenske lisice 67 12,39 referirana vrijednost
muske lisice 108 22,39 1,94 0,87 — 4,32 P =0,1068

Dob 0-1 15 20,00 2,33 0,41 -13,26 P =0,3391

(godine) 1-3 87 19,54 2,64 0,72 —-9,77 P =0,1447
3-7 31 12,90 referirana vrijednost 0,009 — 25,99 P=0,7261

1 OR=qdds ratio, ili vjerojatnost izloZenosti, ? interval pouzdanosti za vjerojatnost izloZenosti OR, ® statisticki bitno P < 0.05
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Tablica 5.9. Rezultati regresijske analize procjene izlozenosti (OR) lisica dirofilariji u ovisnosti 0 podrucju, spolu i dobnoj strukturi

Rizi¢ni Varijabla Broj pregledanih Pozitivno OR? Cl195 % ? P-vrijednosti
¢imbenik N %

Podrugje — Zagrebacka 53 1,89 referirana vrijednost

Zupanija Krapinsko-zagorska 17 11,76 6,93 0,59-81,83 P=0,1241
Sisacko-moslavacka 21 14,29 8,21 0,80 —-83,83 P =0,0757
Karlovacka 26 15,39 9,45 0,99 — 89,46 P =0,0501
Pozesko-slavonska 22 4,55 2,48 0,15-41,45 P =0,5282
Medimurska 19 10,53 6,12 0,52-71,76 P=0,1494

Spol muske lisice 108 6,48 referirana vrijednost
Zenske lisice 67 7,46 2,28 0,69 - 7,50 P=0,1746

Dob 0-1 15 0 2,03 0,04 — 107,34 P=0,7261

(godine) 1-3 87 10,34 7,62 0,43 -134,97 P =0,1659
3-7 31 0 referirana vrijednost 0,009 — 25,99 P=0,7261

1 OR=gdds ratio, ili vjerojatnost izloZenosti, ? interval pouzdanosti za vjerojatnost izloZenosti OR, ® statisticki bitno P < 0.05
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Tablica 5.10. Rezultati regresijske analize procjene izloZenosti (OR) lisica anaplazmi u ovisnosti 0 podrucju, spolu i dobnoj strukturi

Rizi¢ni Varijabla Broj pregledanih Pozitivno OR? Cl195 % ? P-vrijednosti
¢imbenik N %
Podrugje — Pozesko-slavonska 22 4,55 referirana vrijednosti
Zupanija Zagrebacka 53 11,32 2,68 0,31 - 23,68 P =0,3750
Sisacko-moslavacka 21 4,76 1,05 0,06 —17,94 P=0,9731
Karlovacka 26 25,08 6,30 0,70 - 57,08 P=0,1016
Varazdinska 13 7,69 1,75 0,10 - 30,59 P =0,7015
Medimurska 19 10,53 2,47 0,21 29,63 P =0,4755
Spol muske lisice 108 6,48 referirana vrijednosti
Zenske lisice 67 14,93 2,53 0,91-7,01 P =0,0740
Dob 0-1 15 20,00 2,18 0,52-9,14 P =0,2888
(godine) 1-3 87 9,20 referirana vrijednosti
3-7 31 12,90 1,40 0,3947 — 4,99 P =0,6006
1 OR=

odds ratio, ili vjerojatnost izloZenosti, 2 interval pouzdanosti za vjerojatnost izlozenosti OR, * statisti¢ki bitno P < 0.05
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5.2. Rezultati molekularnih istrazivanja

5.2.1. PCR

Osim ukupne epidemioloske analize i procjene populacije lisica sjeverne i srediSnje
Hrvatske kao moguéih rezervoara vektorski prenosivih bolesti, uporabom brzog screening
SNAP testa, daljnja istraZivanja usmjerena su na molekularna istrazivanja i usporedbu rezultata
SNAP testa s rezultatima PCR-a za dokaz prisutnosti mikrofilarija D. immitis, odnosno njihov
DNA, ugnijezdenog 1 semiugnijezdenog PCR-a za utvrdivanje vrste Anaplasma
phagocytophilum te ugnijezdenog PCR-a za utvrdivanje vrste Borrelia burgdorferi.

5.2.1.1. Analiza PCR produkata Dirofilaria immitis

Standardna PCR metoda za prikaz ciljnoga gena 5.8S-1TS2-28S rDNA filarija
provedena je na osam uzoraka lisica koje su bile pozitivne i osam uzoraka lisica koje su bile
negativne na cirkuliraju¢i antigen D. immitis primjenom SNAP® 4Dx® Plus testa. Od
pozitivnih uzoraka umnozeni su uzorci 25, 26, 27, 30, 34, 108, 152 1 155. Od negativnih uzoraka
umnozeni su uzorci 140, 142, 143, 144, 145, 147, 148 1 149. Ocekivani fragmenti koji se
umnozavaju u PCR reakciji razli¢itih su duzina za pojedinu vrstu. Za D. immitis istrazivani
fragment iznosi 542 para baza (pb), za D. repens 484 pb, a za A. reconditum duZina istrazivanog
fragmenta iznosi 578 pb. Nakon umnozavanja PCR produkti analizirani su elektroforezom na
2-postotnom agaroznom gelu, fotografirani kamerom, pohranjeni na CF Karticu te

dokumentirani.

Analiza PCR produkata umnoZenih iz ciljnth DNA lisica koje su bile pozitivne na
cirkulirajuéi antigen D. immitis antigenskim SNAP® 4Dx® Plus testom, upucuje na to da
nijedan od osam uzoraka nije bio pozitivan. To znaci da ni u jednom od osam uzoraka nije doslo
do umnozavanja istrazivanog fragmenta za D. immitis. Isto tako, standardnom PCR metodom

nije utvrdena prisutnost D. repens i A. reconditum kao ni prisutnost moguce koinfekcije.

Provedenom molekularnom analizom potvrdeno je da su uzorci koji su negativni

primjenom SNAP® 4Dx® Plus testa, negativni 1 primjenom standardne PCR metode.
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5.2.1.2. Rezultati racunalnih analiza umnoZenih odsje¢aka 16S rRNA i GroEL genoma

Anaplasma phagocytophilum

Od ukupno devet uzoraka lisica koje su bile pozitivne na A. phagocytophilum
primjenom SNAP® 4Dx® Plus testa Cetiri su uzorka bila pozitivna umnozavanjem odsjecaka

16S rRNA i GroEL genoma A. phagocytophilum.

Filogenetska stabla za umnozene odsjecke 16S rRNA (Slika 5.5) i GroEL (Slika 5.6.)
izradena su metodom susjednog sparivanja (engl. neighbor-joining) uz primjenu modela
Kimura-2-parametra za uzorke 29, 70, 93 i 105. U analizu su ukljuc¢ene srodne sekvence koje
su pronadene s pomoc¢u algoritma BLAST. Brojevi u ¢voriStu grana predstavljaju vrijednosti

dobivene statistickom metodom samoucitavanja (bootstrap) u 1000 ponavljanja.

Izolat 16S rRNA-29 pokazao je najvecu sli¢nost s izolatom MK542852 (ljudski izolat
iz Poljske) od kojeg se razlikuje u dvama nukleotidima u 491 nukleotidnoj regiji, izolat 16S
rRNA-70 s izolatom KF242562 (izolat divlje svinje iz Slovenije) od kojeg se razlikuje u jednom
nukleotidu u 491 nukleotidnoj regiji, izolat 16S rRNA-93 s izolatom JN656350 (izolat psa iz
Madarske) s kojim je identi¢an, a izolat 16S rRNA-105 s izolatom KF242540 (izolat psa iz

Slovenije) od kojeg se razlikuje u jednom nukleotidu u 491 nukleotidnoj regiji.

Izolat GroEL-29 pokazao je najvecu slicnost s izolatom MW366834 (izolat iz Ixodes
ricinus iz Madarske) od kojeg se razlikuje u dvama nukleotidima u 445 nukleotidnih regija,
izolati GroEL-70 i GroEL-93 s izolatima KU712090 (izolat psa iz Madarske) i MF061238
(izolat domace svinje iz Slovacke) s kojima su identi¢ni, izolat GroEL-105 s izolatom
KF015601 (ljudski izolat iz Poljske) od kojeg se razlikuje u 13 nukleotida u 445 nukleotidnih

regija.
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KM215234 Slkovenia
100°%:
MW900166 Serbia
AF414876 Anaplasma marginake
100F AB211164 Anaplasma centrale
100 ANBATTIE Anaplasma ovis

Slika 5.5. Prikaz filogenetskog stabla za umnoZene odsjecke 16S rRNA (umnoZeni su odsjecci
za uzorke 29, 70, 93 i 105) izradenog metodom susjednog sparivanja (engl. neighbor-joining)
uz primjenu modela Kimura-2-parametra. Brojevi u ¢voristu grana predstavljaju vrijednosti
dobivene statistickom metodom samoucitavanja (bootstrop) u 1000 ponavljanja. Srodne su
sekvence pronadene s pomocu algoritma BLAST.
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KUT12090 Hungary
KFD31399 Germany
KUT12132 Germany
GroEL 93

GroEL 70

MFDE1238 Slovakia
EU246961 Slovenia
MT438616 Czech Republic
KTS70E80 Italy
EUSE2549 Italy
MMD93180 Netherands
KFO015601 Poland
MGS5TD466 Poland

GroEL 105

MF372778 Hungary

MHND23191 Germany

GroEL 29
M MW366834 H
100 Lo unaary
100 KM215265 Slovenia
l— MMD932458 Nethernands
1006

woe | pussaenn Italy

—— AY220469 Austria

— AY220467 Austria
100P%:

o | { EU246960 Slovenia

100 MMND93285 Slovakia

— FJ460441 Anaplasma ovis

1007 K¥'323001 Anaplasma centrale
1007%: {

AF165812 Anaplasma marginale

Slika 5.6. Prikaz filogenetskog stabla za umnozene odsjecke groEL (umnozeni su odsjecci za
uzorke 29, 70, 93 i1 105) izradenog metodom susjednog sparivanja (engl. neighbor-joining) uz
primjenu modela Kimura-2-parametra. Brojevi u ¢voriStu grana predstavljaju vrijednosti
dobivene statistickom metodom samoucitavanja (bootstrop) u 1000 ponavljanja. Srodne su
sekvence pronadene s pomocu algoritma BLAST.
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5.2.1.3. Analiza PCR produkata Borrelia burgdorferi

Jedna od ¢estih vektorski prenosivih bolesti u domacih i divljih Zivotinja jest i Borrelia
burgdorferi. Brzim SNAP® 4Dx® Plus dijagnostickim testom nisu nadena protutijela za tu
bakteriju. U cilju provjere negativnih rezultata brzog dijagnosti¢kog testa, ali 1 daljnje procjene
moguce infekcije divljih lisica tom bakterijom, prikupljeni su uzorci lisica kako bi se dokazala
prisutnost bakterije B. burgdorferi primjenom metode ugnijezdene PCR reakcije. Provedenom
molekularnom analizom ni u jednom od dvadeset nasumi¢no odabranih uzoraka uski nije

utvrdena prisutnost bakterije B. burgdorferi.
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6. RASPRAVA

Provodenjem epidemioloskog istrazivanja proSirenosti vektorski prenosivih bolesti u
lisica koje se mogu otkriti brzim screening SNAP® 4Dx® Plus testom koji se upotrebljava za
detekciju cirkuliraju¢eg antigena Dirofilaria immitis, te protutijela za Borrelia burgdorferi, za
Anaplasma phagocytophilum / Anaplasma platys i Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii, na
podrucju sjeverozapadne Hrvatske utvrdeno je ukupno 16,76 % (CI 95 %, 11,29 — 22,23 %) (N
= 176) pozitivnih lisica, od ¢ega je u 10,05 % (CI 95 %, 5,8 — 14,25 %) lisica bilo pozitivno na
protutijela za A. phagocytophilum / A. platys, a 6,70 % (CI 95 %, 3,20 — 10,19 %) lisica bilo je
pozitivno na cirkuliraju¢i antigen D. immitis. To znaci da je u ukupnom broju pozitivnih lisica
(N = 30) omjer pozitivnih na anaplazmu i pozitivnih na dirofilariju iznosio 6:4, odnosno
izloZenost lisica anaplazmi bila je 1,63 puta veca u usporedbi s njihovom izloZenosti dirofilariji,
ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (P = 0,2526, 2 = 1,309). Sli¢ne rezultate dobili su
EBANI i sur. (2011.) koji su u sredi$njoj Italiji utvrdili A. phagocytophilum u 16,6 % lisica, a
manju su prevalenciju anaplazme u crvenih lisica utvrdili TORINA i sur. (2013.) na podrucju
Sicilije gdje je A. phagocyitophilum bila zastupljena u 1 % lisica. U Spanjolskoj DIAZ-
REGANON i sur. (2020.) brzim testom ustanovili su protutijela za Anaplasma spp. u 0.9 %
pasa, a D. immitis cirkuliraju¢i antigen u 0,18 %. Takoder, i KARBOWIAK i sur. (2009.)
utvrdili su anaplazmu u manjem postotku od 2,7 % lisica. DUMITRACHE i sur. (2015.) u
Rumunjskoj su utvrdili prevalenciju A. phagocytophilum od 2,55 % (CI 95 %, 1,25 — 4,96 %),
a HARTWIG i sur. (2014.) utvrdili su je u Njemackoj u 8,2 % lisica. MORGAN i sur. (2008.)
istrazivali su ulogu crvene lisice u prijenosu parazitarnih infekcija u Velikoj Britaniji te utvrdili
op¢u prevalenciju od 7,3 %. GORTAZAR i sur. (1994.) utvrdili su D. immitis u 11 %
pregledanih crvenih lisica u Spanjolskoj. Prisutnost protutijela bakterija B. burgdorferi i E.
canis / E. ewingii u ovom istrazivanju brzim dijagnostickim SNAP® 4Dx® Plus testom nije
utvrdena, iako je poznato da crvena lisica igra vaznu ulogu u epidemiologiji infekcije vrstama
E. canis i B. burgdorferi te sluzi kao rezervoar za domace pse (CARDOSO i sur. 2015.; MAIA
i sur. 2015.; DUMITRACHE i sur. 2015.). Takoder je prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (Word Health Organisation, WHO) u Europi najucestalija bolest koja se prenosi

krpeljima upravo lajmska bolest (ANONIMUS, 2020.).

71



Poznavanje prevalencije ovih vektorski prenosivih bolesti u populaciji lisica koje Zive
u suburbanim i ruralnim podru¢jima vazno je za procjenjivanje lisica kao potencijalnih
rezervoara koji obitavaju odnosno zive u blizini pasa, §to omogucuje laksi prijenos uzro¢nika
vektorom u istom ekosustavu, poglavito iz razloga Sto je na podru¢ju Hrvatske utvrdena
seroprevalencija vektorski prenosivih bolesti u zdravih pasa (JURKOVIC i sur. 2019.;
MRLJAK i sur. 2017.; MRAOVIC i sur. 2019.; HUBER i sur. 2017.). Usporeduju¢i dobivene
rezultate u ovom istrazivanju na lisicama i rezultate istrazivanja u populaciji pasa na podrucju
kontinentalne Hrvatske, uocava se znatno veca prevalencija u lisica nego u pasa. lako u ovom
radu nije dokazana izravna povezanost lisice kao rezervoara anaplazmoze i dirofilarioze za pse,
ne moze se iskljuciti njezina uloga u odrzavanju infekcije na stanistima (lovistima) na kojima
su nadene pozitivne lisice, a koja su ¢esto i u blizini naselja ili u samim naseljima (slike 5.1.,
5.2., Prilog 1). U takvim je naseljenim podrué¢jima izlozenost pasa potencijalno pozitivnim
vektorima veéa. Na to upucuju i MILLER 1 sur. (2011.) koji su utvrdili da su psi koji su 50 %
vremena provodili izvan kuée tijekom dana, bili statisticki znatnije inficirani. Sli¢ne rezultate
prevalencije crvenih lisica u urbanim sredinama dobili su MARKS i sur. (1998.) koji su,
takoder, utvrdili da je 6,4 % crvenih lisica u urbanom podru¢ju Melbourna u Australiji bilo
pozitivno na D. immitis. Takoder, MAGI i sur. (2008.) proucavali su 132 ubijene lisice tijekom
sezone lova 2005./2006. u sredisnjoj Italiji te utvrdili prisutnost D. immitis u njih 6,06 %. Ulogu
crvene lisice kao rezervoara dirofilarije spominju i SEGOVIA i sur. (2004.), MORGAN i sur.
(2008.) te HURNIKOVA i sur. (2015.). TOLNAI i sur. (2014.) ukazali su, takoder, na mogucéu
ulogu lisice kao rezervoara vrste D. immitis za pse, a nadena prevalencija u lisica bila je gotovo

dvostruko manja (3,7 %) nego u nasem istraZivanju.

Poznato je da prevalencija vektorski prenosivih bolesti ovisi o distribuciji i gustoci
vektora odnosno o klimatskim (temperatura, vlaga) i staniSnim (vodena podrucja) uvjetima
(ANGELOU i sur., 2019.; MORCHON i sur., 2022.) koji omogucuju razvoj vektora. Ovisno o
tim uvjetima neka podruc¢ja mogu predstavljati podrucja veceg rizika zbog vece distribucije 1
gusto¢e vektora. Kako u ovom radu jedini dostupni podaci podrucja bili su temeljeni na
Zupanijama, daljnja istraZivanja usmjerena su na procjenu pojedinih Zupanija kao mogucih
rizi¢nih podrucja. Stoga je cijela istrazivana populacija podijeljena na strate, tj. podrucja koja
su bila definirana administrativnom jedinicom — zupanijom, te je daljnja detaljna analiza
ukljucivala istrazivanje prevalencije, a potom i procjenu vjerojatnosti izlozenosti lisica
istrazenim vektorski prenosivim uzro¢nicima na pojedinim podrucjima (Zupanijama). Od

ukupno istrazivanih devet Zupanija, u daljnjoj je analizi uzeto u obzir njih sedam jer u dvjema
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zupanijama (Grad Zagreb i Bjelovarsko-bilogorska zupanija) broj uzoraka nije bio dostatan za
daljnje testiranje (n <5). Statisticki znatno veca prevalencija utvrdena je u Karlovackoj zupaniji
(38,45 %, C195 %, 19,75 — 57,15 %) u usporedbi s prevalencijom u Varazdinskoj zupaniji (7,70
%, Cl 95 %, 6,79 — 22,19 %), Zagrebackoj (13,21 %, CI 95 %, 4,09 — 22,33 %), Pozesko-
slavonskoj (9,09 %, CI1 95 %, 2,92 — 21,10 %) i Medimurskoj zupaniji (10,53 %, CI1 95 %, 3,73
— 24,33 %) (tablica 5.2.). Medutim, usporedujuci razlike u broju pozitivnih lisica prema
uzro¢niku, nije nadena statisticki bitna razlika u broju pozitivnih lisica na Anaplasma spp. (P >
0,05). Istodobno, za D. immitis utvrdena je statisticki znatno niza prevalencija u Zagrebackoj
zupaniji (1,89%, CI 95%, 1,78 — 5,56%) u usporedbi s prevalencijom u ostalim zupanijama (P
< 0,05) (tablica 5.5., grafikon 5.1.).

Iako je utvrdeno da je ukupna prevalencija pozitivnih lisica u Karlovackoj Zupaniji bila
puno veca u usporedbi s Varazdinskom zupanijom (4,99 puta veca), Pozesko-slavonskom (4,23
puta veca), Medimurskom (3,35 puta veca) i Zagrebackom (2,91 puta veca), daljnjom
epidemioloskom analizom procjene izlozenosti lisica (OR) istrazivanim vektorski prenosivim
uzro¢nicima u pojedinim Zupanijama, dobivene razlike nisu bile statisticki bitne (P > 0,05)
(tablica 5.9.). Vrijednosti izlozenosti lisica istrazivanim uzro¢nicima (OR) dobivene za
pojedinu Zupaniju usporedene su s obzirom na podrucja s najmanjom prevalencijom, Sto je
uzeto kao referirana vrijednost. Najniza ukupna prevalencija utvrdena je u VaraZzdinskoj
zupaniji (7,70 %, Cl 95 %, 6,79 — 22,19 %) te je izloZenost u ostalim Zupanijama bila od 1,60
puta (Krapinsko-zagorska) pa do 7,5 puta veca (Karlovatka zupanija) u usporedbi s
Varazdinskom Zupanijom (tablica 5.8.). No dobiveni rezultati nisu pokazali da su ta odstupanja
bila statisticki bitna. Rezultati analize procjene izloZenosti prema pojedinom uzro¢niku
(Anaplasma spp. i D. immitis) takoder nisu pokazala odstupanja u podruéju statistiCke vaznosti
(P >0,05) (tablice 5.9. 1 5.10.). Iako se razlike nisu pokazale zna¢ajnim, usporedbom vodenih
povrsina prema Nacrtu plana upravljanja vodnim podrucjima 2022. - 2027. (ANONIMUS,
2022.) najvise vodnih podruéja je u Karlovackoj zupaniji, gdje je ustanovljen i najveci broj
pozitivnih lisica. Na vaznost podrucja kao jednog od glavnih rizi¢nih ¢imbenika za vektorski
prenosive bolesti uputili sui GORTAZAR i sur. (1998.) koji su utvrdili vecu prevalenciju vrste
D. immitis u crvenih lisica u podru¢jima uz glavne rijeke u sjevernoistoénom dijelu Spanjolske.
Osim toga, ukazali su na to da ta podrucja predstavljaju rezervoar nekih vrsta helminata za
domace pse ili vuka. U Iranu su MESHGI 1 sur. (2009.), takoder, utvrdili razlike kad je rijec o
prevalenciji vrste D. immitis u crvenih lisica u trima razli¢itim klimatskim zonama. Nadalje,

zna¢ajnu ulogu u odrzavanju infekcije, ima i gustoca lisica na stanistu, Sto su potvrdili i
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HARTWIG i sur. (2014.) koji su zakljucili da na podru¢jima s veéom populacijom lisica

predstavljaju veci rizik i potencijalne rezervoare zoonotskih bolesti.

Kad je rije¢ o spolu, utvrdeno je 1,73 puta viSe ukupno pozitivnih Zenskih lisica (22,39
%, CI 95 %, 12,41 — 32,38 %) u odnosu prema lisicama muskog spola (12,96 %, CI 95 %, 6,63
— 19,29 %) (tablica 5.3.). Takoder, utvrdena je i veca prevalencija pojedinih uzroc¢nika (A.
phagocytophilum / A. platys, D. immitis) u populaciji zenskih zivotinja. IzloZenost zenske
populacije lisica vrsti D. immitis bila je 2,28 puta vec¢a (OR = 2,28, CI 95 %, 0,69 — 7,50) u
odnosu prema muskoj populaciji, ali ta razlika nije bila statisticki bitna (P = 0,1746). Iako je
utvrdena 2,3 puta veca seroprevalencija za A. phagocytophilum / A. platys u Zenskih Zivotinja,
Sto je rezultiralo i ve¢om izloZenosti zenki u odnosu prema muskim zivotinjama (OR = 2,53,
Cl1 95 %, 0,91 — 9,14) ta razlika, takoder, nije bila statisticki znacajna (P = 0,0673) (tablice 5.6.
i 5.9., grafikon 5.2.). HODZIC i sur. (2015.) u 119 pretrazenih crvenih lisica tijekom sezone
lova 2013./2014. takoder nisu utvrdili statisti¢ki bitne razlike prema spolu. Sli¢ne rezultate
dobili su i MORGAN i sur. (2008.) koji nisu utvrdili razlike u infekciji vrstom D. immitis
izmedu muskih i zenskih lisica. PENEZIC i sur. (2014.) u istrazivanju 738 divljih karnivora
provedenom od 2009. do 2013. godine u Srbiji, utvrdili su neznatne razlike u broju pozitivnih
muskih (1,75 %) 1 broju pozitivnih Zenskih (1,26 %) jedinki. U istrazivanjima PETRUCCELLI

1 sur. (2022.) razlike po spolu i dobi nisu nadene niti u populaciji pasa u Italiji.

Usporedujuéi opcu prevalenciju kao i prevalenciju po uzro¢nicima prema dobnoj
strukturi, uoc¢eno je da je najveci broj pozitivnih lisica bio starosti od ¢etiri godine (tablica 5.4.
1 5.9.). Opca prevalencija kretala se od 12,50 % (CI 95 %, 3,71 — 28,71 %) u jedinki starosti
izmedu tri i Cetiri godine pa do 21,43 % (CI 95 %, 10,69 — 32,18 %) u lisica dobne skupine od
jedne do dvije godine (P = 0,1039). S obzirom na uzro¢nike, D. immitis je 4,23 puta ¢eSce
utvrdena u lisica starosti izmedu jedne i1 dvije godine (14,29 %, Cl 95 %, 6,34 — 25,50 %) u
usporedbi s lisicama starosti izmedu dvije i tri godine (3,23 %, CI 95 %, 2,99 — 9,45 %) (P =
0,1068) (tablica 5.7., grafikon 5.3.). U ostalim dobnim skupinama D. immitis nije utvrdena.
Sli¢éne rezultate dobili su GORTAZAR i sur. (1994.) te MAGI i sur. (2008.) koji su, takoder,
utvrdili ¢eS¢u prisutnost D. immitis u juvenilnih lisica. Protutijela za A. phagocytophilum / A.
platys utvrdena su u nasem istrazivanju u lisica starosti do Cetiri godine. Najmanji broj seroloski
pozitivnih lisica naden je u jedinki starosti od jedne do dvije godine (4,14 %, CI 95 %, 0,40 —
13,88 %), a najvise u juvenilnih lisica u dobi do jedne godine (20,00 %, CI 95 %, 0,24 — 40,24
%) (P > 0,05) (tablica 5.7.). No, te razlike po dobi nisu bile znacajne. Sli¢ne rezultate dobili su
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i MORGAN i sur. (2008.) te HODZIC i sur. (2015.) kao i MEDKOUR i sur. (2020.) koji,

takoder, nisu nasli bitne razlike kad je rije¢ o usporedbi lisica prema dobnim skupinama.

Za procjenu dobi kao riziénog ¢imbenika, uzete su u obzir tri dobne strukture: skupina
lisica do jedne godine (juvenilne lisice), skupina lisica starosti od jedne do tri godine (mlade
adultne jedinke) te skupina lisica u dobi od cetiri do sedam godina (starije adultne jedinke).
Prema odnosu pozitivnih i negativnih jedinku u definiranim dobnim skupinama ustanovljena je
veca vjerojatnost izloZenosti starijih adultnih jedinki (3 — 7 godina) (2,33, puta vise, CI 95 %,
0,41 —13,26) u usporedbi s juvenilnim jedinkama. Iako postoji razlika u izlozenosti, ona nije

bila statisticki vazna (tablica 5.8.).

Poznato je da crvena lisica ima vaznu ulogu u odrzavanju i Sirenju borelioze i erlihioze.
To su svojim istrazivanjima potvrdili i ESTRADA-PENA i sur. (1995.), HEIDRICH i sur.
(1999.), HORNOK i sur. (2013.) te DUMITRACHE i sur. (2015.). Na temelju tih spoznaja, kao
i podataka broja prijavljenih slu¢ajeva humane borelioze koji su bili zabiljezeni na podru¢jima
sjeverozapadne 1 srediSnje Hrvatske (MULIC isur. 2011.; ANONIMUS, 2020.), o¢ekivano je
da divlje Zivotinje, pa tako i crvena lisica, imaju vaznu ulogu u odrzavanju i Sirenju borelioze
na podruc¢jima sjeverne, odnosno sjeverozapadne i srediSnje Hrvatske, koja su 1 predmet ovog
istrazivanja. NO, unato¢ spoznaji o prisustvu humane borelioze u tim dijelovima Hrvatske, ovim
istrazivanjem nije potvrdena uloga lisice u odrzavanju i Sirenju borelioze. Naime, screening
SNAP® 4Dx® Plus testom ni u jednom uzorku nisu nadena protutijela za Borrelia burgdorferi,
a $to je potvrdeno i PCR testom. Protutijela za Ehrlichia canis / Ehrlichia ewingii takoder nisu

nadena u lisica na istrazivanim podru¢jima Hrvatske.

Usporedbom rezultata dobivenih brzim screening SNAP®4Dx® Plus testom s
rezultatima primijenjenih molekularnih metoda, standardnom PCR i ugnijezdenom PCR
metodom, uoceno je da je SNAP®4Dx® Plus test pokazao negativan rezultat kod svih uzoraka
koji su molekularnim metodama potvrdeni kao negativni. To upucuje na vrlo visoku
specificnost (od 100 %), Sto su potvrdili 1 LIU 1 sur. (2018.) koji su utvrdili specificnost od 98
do 100 % za sve uzro¢nike te BURTON i sur. (2020.) koji su utvrdili specifi¢nost od 99,5 % za
cirkulirajuéi antigen dirofilarije. KOTWA i sur. (2020.) takoder su potvrdili ve¢u specificnost
(98.9 % CI 95 % 96.2-99.9%) u odnosu na osjetljivost (80 %, CI 95 % 44.4-97.5%) SNAP®
4Dx® Plus testa za D. immitis cirkuliraju¢i antigen usporedivsi test s nalazom obdukcije i

pretragom pluca pretrazenih divljih kanida. Pozitivni rezultati nalaza protutijela A.
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phagocytophilum / A. platys screening postupkom upucuju na infekciju lisica koja je rezultirala
razvojem protutijela, iako je ugnijezdenom PCR metodom nadena u cirkulaciji u samo ¢etiri od
devet (44,44 %) pozitivnih Zivotinja (Slike 5.5. 1 5.6.). To se moZe objasniti time Sto
SNAP®4Dx® Plus test detektira protutijela te je stoga koristan u kasnijoj fazi infekcije kad
PCR, zbog niske bakterijemije ili nakon $to uzro¢nik vise nije detektabilan u krvi moze dati
negativan rezultat. Zbog izvedivosti testa na maloj koli¢ini krvnog uzorka, pozitivne rezultate
dobivene screening testom trebalo bi uzeti u razmatranje bez obzira na PCR rezultat koji moze
biti negativan zbog neadekvatnog krvnog uzorka, a Sto je moguce pri uzimanju uzorka uginulih
zivotinja. To potvrduju 1 LARA 1 sur. (2020.) usporedujuci seroloske i molekularne metode
infekcije anaplazme i erlihije u pasa te upucuju na to da komercijalni brzi testovi temeljeni na

detekciji protutijela mogu biti korisni i kad se pojavljuje PCR negativan rezultat.

Lisice koje su screening SNAP®4Dx® Plus testom pokazivale pozitivnu reakciju na
cirkulirajuci antigen D. immitis, bile su PCR negativne. No, kako cirkulirajuci antigen je antigen
adultnog oblika dirofilarije, a PCR postupkom se dokazuju i umnozavaju fragmenti DNA
mikrofilarija, negativni nalaz SNAP®4Dx® Plus testom moze s jedne strane ukazati da jedinka
nije bila invadirana, jer ukoliko nema u organizmu adulta nema niti mikrofilarija ili pak broj
adulta nije bio dovoljan da se mogao detektirati cirkulirajuéi antigen, na $to ukazuju LOVRIC
i sur. (2022.) u istrazivanju dirofilarioze u pasa, koji nisu dokazali okultnu infekciju ali su u 8,2
% pasa ustanovili mikrofilarije Knottovim testom. Kao mogu¢i razlog navode nedovoljnu
koli¢inu uzro¢nika ili pak nisku osjetljivost FASTest® HW testa. No, pozitivni SNAP®4Dx®
Plus test na cirkulirajuc¢i antigen ukazuje na prisutnost adulta D. immitis u lisica, pa time i
invadiranost. No, u tih lisica PCR testom nisu nadeni fragmenti DNA mikrofilarija. Dobiveni
negativni PCR rezultati pozitivnih lisica screening testom na D. immitis mogu se objasniti
nedostatnom koli¢inom uzorka krvi za dokaz traZenih fragmenata DNA mikrofilarija, pa time 1
malim brojem mikrofilarija. Nadalje, u razmatranju negativnog rezultata PCR testa treba uzeti
u obzir kako su uzorci uzimani iz uginulih zivotinja, Sto takoder mozZe imati utjecaj na
dokazivanje mikrofilarija. Stoga mozemo re¢i da pozitivni SNAP®4Dx® Plus test koji
potvrduje cirkulirajué¢i antigen D. immitis ukazuje na ulogu lisica kao moguceg rezervoara u
nekim istrazivanim podrucjima, no kako nije potvrdena prisutnost mikrofilarija u krvi, nema
daljnje infestacije vektora, a time i Sirenja bolesti. Stoga ne moZze se sa sigurnos¢u odrediti njena
stvarna uloga i jaCina povezanosti s istrazenim zoonozama, za §to je svakako potrebno provesti
daljnja istrazivanja. Pozitivni nalazi dobiveni screening testom, ukazuju na visoku osjetljivost
za dokaz cirkuliraju¢eg antigena. Sli¢ne rezultate dobili su RITTHIKULPRASERT i sur.
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(2020.) usporedujuci PCR test i SNAP antigenski test za vrstu D. immitis u macaka. Utvrdili su
vecu prevalenciju vrste D. immitis u macaka antigenskim testom nego PCR testom, jer u
pozitivnih macaka sa SNAP antigenski testom, PCR testom nije nadena DNA u krvnom uzorku
te zaklju¢uju da se infekcija D. immitis nije mogla iskljuciti na temelju negativnog PCR
rezultata. POTKONJAK 1 sur. (2020.) te ALBONICO i sur. (2014.) takoder potvrduju da se
primjenom standardne PCR metode mogu dobiti lazno negativni rezultati PCR testa jer su
primjenom osjetljivijeg real-time PCR potupka u istim uzorcima potvrdili prisutnost DNA
uzro¢nika. Prema istrazivanjima LIU 1 sur. (2018.), SNAP®4Dx® Plus test pokazuje visoku
osjetljivost na detekciju cirkulirajuceg antigena D. immitis, i to 94,1 %. HENRY i sur. (2018.)
u usporedbi s obdukcijskim nalazom u pasa. Takoder potvrduju visoku osjetljivost testa za D.
immits i to u rasponu od 94,26 % do 99,18 %, a specifi¢nost je bila manja i iznosila je od 83,45
% do 98,75 %. GOMES-DE-SA i sur. (2022.) takoder su koriste¢i test za brzu detekciju
cirkuliraju¢eg antigena (Uranotest Dirofilaria) potvrdili prisutnost cirkulirajuéeg antigena u
krvi u 15,8 % pretrazenih crvenih lisica, dok u isto vrijeme nisu ustanovili prisutnost

mikrofilarija.

LIZ i sur. (2002.) istrazivali su ulogu divljih sisavaca, poput srne (Capreolus capreolus)
i divokoze (Rupicapra rupicapra), u epidemiologiji granulocitne erlihioze u Svicarskoj. Uzorci
krvi testirani su na sekvence s pomoc¢u PCR-a kao i na protutijela imunoglobulina G posrednim
ispitivanjem fluorescentnih protutijela (IFA). Tri su ispitana uzorka srndaca pokazala izrazene
stupnjeve sli¢nosti izmedu djelomicne sekvence gena 16S rRNA 1 groESL operona toplinskog
Soka (> 99,7, odnosno > 98,6 %) 1 sekvenci granulocitnih erlihia izoliranih iz ljudi. Rezultati su
potvrdili da su divokoze, a osobito srne, Cesto zarazene granulocitnim erlihijama $to dokazuje
da su ti divlji sisavci potencijalni rezervoari za granulocitnu erlihiozu u Svicarskoj. U
istrazivanju koje su proveli upotrebljavale su se identi¢ne pocetnice i molekularna metoda za

umnozavanje odsjecka 16S rRNA gena za uzorke lisica 29, 70, 93 1 105.

U istrazivanju koje su proveli ALBERTI i sur. (2005.) primjenom ugnijezdene i
semiugnijezdene PCR reakcije prvi je put dokazana prisutnost A. phagocytophilum u
sardinijskih konja i pasa $to upucuje na pojavu vrste A. phagocytophilum u ltaliji. Za
dokazivanje prisutnosti vrste A. phagocytophilum u uzorcima krvi lisica u provedenom su
istrazivanju koriStene identi¢ne pocetnice i molekularna metoda kojom su umnoZeni odsjecci

groEL gena A. phagocytophilum za uzorke 29, 70, 93 i 105.
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Rezultati dobiveni brzim screening SNAP®4Dx® Plus testom i primijenjenih
molekularnih metoda, standardnom PCR i ugnijezdenom PCR metodom, ukazuju na mogucéu
primjenu brzog SNAP®4Dx® Plus testa u populaciji lisica kao screening metode za
dokazivanje protutijela za A. phagocytophilum i cirkuliraju¢ih antigena D. immitis. No, za
daljnju evaluaciju testa potrebno je provesti daljnja istrazivanja koja ¢e uzeti u obzir
konfirmacijske metode. Takoder, pozitivni nalazi se svakako trebaju uzeti u obzir u
procjenjivanju prisutnosti uzro¢nika nekih vektorski prenosivih bolesti na nekom stanistu. No,
daljnja ciljana epidemioloska opservacijska istrazivanja potrebno je provesti u cilju procjene

stvarne uloge i utjecaja lisica u epidemiologiji ovih bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

Rezultati epidemioloskih istrazivanja Cetiriju vektorski prenosivih zoonotskih uzro¢nika
koji se detektiraju SNAP® 4Dx® Plus testom (Dirofilaria immitis, Anaplasma
phagocytophilum / Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi i Ehrlichia canis / Ehrlichia
ewingii) provedenih u populaciji lisica s podrucja sjeverozapadne i srediSnje Hrvatske,
upucuju na prisutnost infekcije lisica vrstom Dirofilaria immitis (dokaz cirkulirajuceg
antigena) i Anaplasma phagocytophilum / Anaplasma platys (dokaz protutijela), a uloga

lisice u odrzavanju i Sirenju borelioze i erlihioze nije potvrdena.

Ukupna prevalencija dobivena primjenom screening SNAP®4Dx® Plus testa bila je
16,76 % (C1 95 %, 11,29 — 22,23 %), od ¢ega je bilo 6,70 % (CI 95 %, 3,20 — 10,19 %)
pozitivnih uzoraka na cirkulirajuéi antigen Dirofilaria immitis i 10,05 % (CI 95 %, 5,8

— 14,25 %) na protutijela za Anaplasma phagocytophilum / Anaplasma platys.

Analizom prostorne distribucije udjela ukupno pozitivnih lisica po Zupanijama
protutijela za A. phagocytophilum / A. platys utvrdena su u svim istrazivanim
zupanijama (osim u Krapinsko-zagorskoj Zzupaniji 1 Gradu Zagrebu), i to u rasponu od
4,55 % (CI 95 %, 4,16 — 13,76 %) (Pozesko-slavonska Zupanija) do 23,08 % (CI 05 %,
6,88 — 39,28 %) (Karlovacka zupanija) (P < 0,05), dok se broj pozitivnih lisica na D.
immitis u istrazivanim zupanijama kretao u rasponu od 1,80 % (CI 95 %, 1,78 — 5,56
%) (Zagrebacka zupanija) do 15,39 % (C1 95 %, 1,52 — 29,06 %) (Karlovacka zupanija)
(P <0,05). U trima zupanijama, Varazdinskoj, Medimurskoj i Bjelovarsko-bilogorskoj,

nije bilo pozitivnih lisica na D. immitis.

U odnosu na spol 1 dob nisu nadene statisticki bitne razlike.

Glavni riziéni ¢imbenik koji utjeCe na prevalenciju infekcije lisica anaplazmom 1/ili
dirofilarijom je geografski polozaj koji pogoduje vektoru, jer je nadena razlika u broju
pozitivnih lisica po podru¢jima (Zupanijama), u ¢emu se osobito istice Karlovacka
Zupanija s najve¢om prevalencijom za oba uzrocnika, a za §to je, svakako, uputno

provesti dodatna istraZivanja.

79



Molekularnom analizom pozitivnih uzoraka lisica za A. phagocytophilum primjenom
SNAP® 4Dx® Plus testa, potvrdene su Cetiri pozitivne lisice na A. phagocytophilum
umnozavanjem odsjecaka 16S rRNA i GroEL genoma A. phagocytophilum iz uzoraka

Krvi.

Dobiveni rezultati SNAP® 4Dx® Plus testom i molekulskih metoda pokazali su da se
ovim testom mogu naci protutijela za A. phagocytophilum kao i cirkuliraju¢i antigen D.
immitis u krvi uginulih lisica i onda kada se ne mogu dokazati uzro¢nici. Stoga ovaj test
moze biti prihvatljiv kao screening ovih vektorski prenosivih bolesti u lisica na nekom
podrucju, no potrebno je za daljnju evaluaciju testa provesti istrazivanja koja ¢e uzeti u

obzir konfirmacijske metode.

Ovo istrazivanje je prvo istrazivanje vektorski prenosivih zoonoza u populaciji crvene
lisice u Hrvatskoj koje je pokazalo da populacija crvene lisice nije slobodna od
anaplazmoze i dirofilarioze Sto treba uzeti u obzir u razmatranju lisice kao rezervoara
na nekim podruc¢jima u Hrvatskoj, a za §to dodatno treba provesti ciljana opservacijska

epidemioloska istrazivanja.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Popis broja uzorkovanih lisica te broj dobivenih pozitivnih uzoraka po pojedinom
staniStu (lovistu) 1 Zupanijama

v x BROJ Pozitivni Pozitivni
ZUPANLIA LOVISTE UZORAKA | ANAPLAZMA | DIROFILARIJA
Zagrebacka 1/101 ZAPRESIC 2 2
7 back 1/102 1
agrebacka | JABLANOVEC
§ /108 BRDOVECKO
Zagrebacka PRIGORJE 1 1
1/109
7 back SVETONEDELJSKO 2
agrebacka | SAMOBORSKO
POLJE
/111
Zagrebacka SAMOBORSKA 3
GORA
1/112 BREZOVA
Zagrebacka GORICA — 1 1
LIPOVAC
Zagrebacka 1/117 GLAVICE 1
Zagrebacka | 1/118 SVETA JANA 1 1
Zagrebacka | 1/121 CVETKOVIC 1
Zagrebacka 1/122 Jastrebarsko 1
Zagrebacka 1/124 BRATINA 1
N 1/125 PISAROVINA
Zagrebacka _ JAMNICA 1
L /126 KUPCINSKO
Zagrebacka POLJE 1
3 /131 KLJUCIC
Zagrebacka BRDO 1
Zagrebacka | 1/132 KRAVARSKO 2
Zagrebacka 1/133 MRACLIN 1
Zagrebacka 1/135 VUKOVINA 1
y 1/136 VELIKA
Zagrebacka GORICA 5
Zagrebacka | 1/138 CRNKOVEC 2
Zagrebacka | 1/139 NOVO CICE 1
y 1/14 TUROPOLJSKI
Zagrebacka LUG I 2
Zagrebacka 1/140 ORLE 3
M 1/146 KOMINE —
Zagrebacka TURENTAKS 2
M 1/148 BERTOVINA
Zagrebacka STRMEC 4 1
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/149 SUSAK —

Zagrebacka | 7p) |NSKA GORA 3
3 1/150 RADOISCE
Zagrebacka MOKRICA 1
Zagrebacka 1/152 Lonjica 1
Zagrebacka 1/155 ORAO 1
Zagrebacka 1/157 CRET 2
Zagrebacka 1/158 MOKRICE 1
Zagrebacka 1/160 Varoska 1
Zagrebacka 1/161 GAJ 1
Zagrebacka 1/7 SOPOT 1
UKUPNO 53
Krapinsko- 11/101 HUM NA 1
zagorska SUTLI
Krapinsko- .
Jagorska 11/102 DESINIC 3
Krapinsko- 11/103 Pregrada 1
zagorska
Krapinsko-
zagorska 1I/108 BURMANEC 1
Krapinsko- | 1111 Krapina 1
zagorska
Krapinsko- | /115 Radoboj 1
zagorska
Krapinsko- 11/117 Zabok 2
zagorska
Krapinsko- 11/118 1
zagorska BEDEKOVCINA
Krapinsko- | /156 | oBOR 1
zagorska
Krapinsko- 11/123 ZLATAR 1
zagorska BISTRICA
Krapinsko- | /1> 6 K ONJSCINA 1
zagorska
Krapinsko- | 1157 orROSLAVIE 1
zagorska
Krapinsko- 11/130 MARIJA 2
zagorska BISTRICA
UKUPNO 17
Sisacko- 11/10 Gusce 1
moslavacka
Sisacko- 111/104 Odransko 9
moslavacka polje
Sisacko- 11y 08 popOVACA 1
moslavacka
Sisacko- | III/11 JAMARICKO 1
moslavacka BRDO
Sisacko- 111/123 HRVATSKA 1
moslavacka KOSTAJINICA
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Sisacko-

9 I11/124 DIVUSA 1
moslavacka
Sisatko- 111/126 HRVATSKI 1
moslavacka CUNTIC
Sisacko- 11/127 PETRINJA 1
moslavacka
Sisacko- 111/128 GORA 1
moslavacka
Sisatko- 111/129 GLINSKO 1
moslavacka NOVO SELO
Sisacko- 11/13 KLIUKA 1
moslavacka
Sisacko- 111/130 MAJA 1
moslavacka
Sisatko- 111/14 KOTAR 1
moslavacka SUMA
Sisacko- 11/20 MAJDAN 1 1
moslavacka
Sisacko- 111/24 ORLOVA 2
moslavacka
Sisacko- 111/36 VISNJICKI 1
moslavacka BOK
Sisacko- 111/38 MAJDAN I 3
moslavacka
UKUPNO 21
Karlovatka | IV/102 JASKOVO 2
Karlovacka IV/103 RIBNIK 1
Karlovacka 1IVV/106 VRHOVAC 1
Karlovacka | IV/117 TUSILOVIC 1
Karlovacka 1IV/119 KRNJAK 1
Karlovacka IV/126 ZVECAJ 2
Karlovacka 1\V//127 BELAJ 2
3 IV/130
Karlovacka BOSILIJEVAC 1
Karlovacka | IV/132 MEDUVODE 1
Karlovatka | IV/135 DREZNICA 1
Karlovacka 1VV/136 TROJVRH 1
Karlovacka | IV/142 PRIMISLIE 4
Karlovatka | IV/145 MASVINA 1
Karlovacka | 1V/146 RAKOVICA 1
. IV/147 NOVA
Karlovacka KRSLIA 1
. IV/151
Karlovacka RADATOVIC 2
Karlovacka IV/152 VOINIC 2
3 IV/19 MALA
Karlovacka JAVORNICA 1
UKUPNO 26

102



Varazdinska V/102 VINICA 1
Varazdinska V/103 KALNIK 1
Varazdinska V/103 Zelendvor 1
Varazdinska | V/104 PETRIJANEC 4
Varazdinska V/111 LUDBREG 2
Varazdinska | V/113 SAULOVEC 1
Varazdinska \//118 Bednja 1
Varazdinska | V/129 BREZNICA 1
UKUPNO 12
Bjelovarsko- | VII/15 ZAPNADNA 1
bilogorska GARJEVICA
Bjelovarsko- | VI11/505 Daruvar — 1
bilogorska Dolovi
Bjelovarsko- | /117 5 AvORNIK 1
bilogorska
BJ.EIOV&rSko_ VII/8 Koncanica 1
bilogorska
UKUPNO 4
UKUPNO 1
Pozesko- 1 1103 ORLIAVAC 2
slavonska
Pozesko- X1/104 1
slavonska BRESTOVAC
Pozesko- | <1105 BISKUPCI 1
slavonska
Pozesko- X1/106 VELIKA 1
slavonska
Pozesko- 1+ 1107 POZEGA 1 2
slavonska
Pozesko- | v\ 108 KAPTOL 2
slavonska
Pozesko- | v 1100 POZEGA 11 1
slavonska
Pozesko- X111 JAKSIC 1
slavonska
Pozesko- X1/114 BUK 1
slavonska
Pozesko- X1/115 BEKTEZ 1
slavonska
Pozesko- v
slavonska XI/119 Bucje 1
Pozesko- X1/122 Trokut 1
slavonska
Pozesko- X1/18 POZESKA 5
slavonska GORA
Pozesko- X1/19 SJEVERNA 1
slavonska BABJA GORA |
Pozesko- X1/2 ISTOCNI 1
slavonska PSUNJ
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Pozesko-

X1/21 SJEVERNA

slavonska BABJA GORA 11 1
Poze3ko- X1/25 ZVECEVO 1
slavonska
Pozesko- | XI/8 JUZNI PAPUK 1
slavonska 1l
UKUPNO 22 1 1
) XX/103
Medimurska DRASKOVEC 2
Medimurska XX/105 Hodosan 1
Medimurska XX/106 Prelog 1
) XX/108
Medimurska DEKANOVEC 3
Medimurska XX/109 _Mala 3 1
Subotica
Medimurska | XX/110 CAKOVEC I 1
Medimurska XX/111 Nedelisce 3 1
Medimurska | XX/114 STRIGOVA 1
) XX/115 SVETI
Medimurska | 1 A pTIN NA MURI 1
) XX/116 MURSKO
Medimurska SREDISCE 1
Medimurska XX/118 Ci?KOVEC 1
Medimurska | XX/120 CAKOVEC 1
UKUPNO 19 2 0
XXI/1 OBRESKI
Grad Zagreb LUG 1 1
XX1/102 Brezovica -
Grad Zagreb Kupinecki Kraljevec !
XXI1/103 SVETA
Grad Zagreb KLARA 1
XX1/108 BELOVAR
Grad Zagreb MORAVCE 1
UKUPNO 4 0 1
SVEUKUPNO 179 18 12
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Prilog 2. Provodenje istrazivanja i izvodenje metoda

Uzimanje uzorka krvi za SNAP® 4Dx® Plus test i dodavanje konjugata u uzorak krvi za
SNAP® 4Dx® Plus test

Ulijevanje konjugata i krvi u bazenc¢i¢ uzorka za SNAP® 4Dx® Plus test
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Postupak izdvajanja DNA iz uzorka krvi primjenom komercijalnog kita ReliaPrep™ Blood
gDNA Miniprep System (Promega, SAD)

UmnoZavanje ciljnog dijela DNA u uredaju GenAmp System 9700
(Applied Biosystems, SAD)
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Provjera dobivenih PCR produkata elektroforezom u 2-postotnom agaroznom gelu
(SCIE-PLAS, UK)
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10. ZIVOTOPIS AUTORA TE POPIS OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH
RADOVA

Roden sam 5. kolovoza 1963. godine u Zagrebu. Osnovnu skolu polazim u Vrbovcu od 1970.
do 1978. godine kad upisujem Srednju Skolu u Vrbovcu. U njoj ostajem do 1980. godine kad
prelazim u Srednju skolu ,,Poljoprivredni institut Krizevci, smjer veterinarski pomo¢nik, koju
zavrSavam 1982. godine. Iste godine upisujem Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu te
odlazim na odsluzenje vojnog roka. Diplomski studij polazim od 1983. godine do 1991. godine.
Iste se godine zapoSljavam u Mesnoj industriji PIK Vrbovec kao tehnolog u proizvodnji. U
mesnoj industriji ostajem do 2000. godine otkad radim na raznim poslovima vezanim za
komercijalu. Od 2008. godine radim u Ministarstvu poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja
kao inspektor za SAPARD/IPARD mjere. Od 2009. godine zaposlen sam u Agenciji za pla¢anja
u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju na poziciji Viseg stru¢nog savjetnika za kontrolu
mjera izravne potpore i ruralnog razvoja.

Godine 2009. dobio sam stipendiju Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja iz
darovnice Kraljevine Nizozemske. Na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu upisujem zadnji
semestar magisterija znanosti, no nakon §to se uspostavlja doktorski studij, upisujem isti i
prekidam magisterij. Od 2011. godine pohadam doktorski studij, a 2018. branim temu i

privodim doktorski rad kraju.
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2019 / Harapin, Ivica (ur.). Primosten, Hrvatska: Tisak Zelina d.d., str. 183.

VUCEMILO, M., K. MATKOVIC, V. VUCEVAC BAJT, M. BENIC, K. TRNINIC (2013):
ProSirenost infekcije virusom Zapadnog Nila u domacih Zivotinja u Hrvatskoj 1 okruzenju.
Zbornik radova seminara ,,DDD i ZUPP 2013- novi izazovi“. (Korunié, J. (ur.), Zagreb,
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