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1. uvOD

Rutinska laboratorijska identifikacija vrsta parazita temelji se na analizi morfoloskih
obiljeZja pomo¢u mikroskopa, vrsti zivotinje koju parazit invadira, putevima prijenosa te
patoloskim ucincima na domacina (GASSER, 2006.). Medutim, svi ovi kriteriji Cesto su
nedovoljni za pouzdanu identifikaciju te se sve ucestalije koriste metode iz podrucja
molekularne biologije, osobito lan¢ana reakcija polimerazom (PCR). Molekularne metode
dijagnostike smatraju se visoko osjetljivima za otkrivanje parazitarnih oboljenja bez obzira na
tip invazije i prikupljeni uzorak (TAVARES i sur., 2011.). Lan¢ana reakcija polimerazom
pronasla je svrhu u mnogim podrucjima znanosti upravo zbog ¢injenice da je potrebna izrazito
mala koli¢ina genetskog materijala kako bi se provelo istrazivanje. Navedeno je od velike
vaznosti | kod identifikacije parazita buduc¢i da je ponekad tesko prikupiti dovoljnu koli¢inu
kvalitetnog materijala za klasi¢nu morfolosku identifikaciju (GASSER, 2006.). lako je
koristenje mikroskopa i dalje zlatni standard u identifikaciji parazita, PCR bi mogao uskoro
zamijeniti mikroskop u svakodnevnoj dijagnostici. Takoder, PCR sve ¢eS¢u primjenu pronalazi
u klinickoj dijagnostici, pracenju uc¢inkovitosti terapije te epidemioloSkim istrazivanjima bez

obzira na visoku cijenu kao donekle ograni¢avajuci ¢imbenik (TAVARES i sur., 2011.).

Molekularna dijagnostika izuzetno je vazna kod potvrde identifikacije parazita vaznih
za javno zdravstvo te kod istrazivanja parazita koji Sire svoju rasprostranjenost i prvi puta se
javljaju na nekom podrucdju. Iz toga pogleda vazno je pouzdano identificirati parazitofaunu
Caglja (Canis aureus), budu¢i da je Cagalj nositelj nekoliko parazitarnih zoonoza, a vrsta u
Hrvatskoj Siri areal te je posljedicno sve veca mogucénost kontakta s domacim Zivotinjama i
ljudima.

Cagalj je sisavac iz reda zvijeri (Carnivora) te pripada natporodici psolikih zvijeri
(Caniformia) i porodici pasa (Canidae). Do danas su opisane tri vrste - crnoledi ¢agalj (Canis
mesomelas), bo¢no-prugasti (Canis adustus) i (zlatni) ¢agalj (Canis aureus), koji je ujedno i
jedina vrsta prisutna u Europi (JHALA i MOEHLMAN, 2004.). Cagalj je u Europu do$ao s
Bliskog Istoka i §irio se prema sjeverozapadu (KRYSTUFEK i sur., 1997.) te ga danas nalazimo
na jugoistoku Europe uz Sredozemnu obalu 1 tok Dunava sve do zemalja srediSnje Europe.
Teritorijalne jedinke zabiljezene su najzapadnije u Italiji (LAPINI i sur., 2009.) i najsjevernije
u Austriji (ARNOLD i sur., 2012.)

Na podrucju Hrvatske Cagalj je odavno poznat na poluotoku PeljeScu, otoku Korculi i
Ravnim Kotarima gdje mu je i trenutna brojnost najveéa (KRYSTUFEK i TVRTKOVIC,
1990.; SELANEC i sur., 2011.) SELANEC i sur. (2011.) izradili su kartu rasprostranjenosti



Caglja u Hrvatskoj i potvrdili njihovu prisutnost na najmanje 30% teritorija, te pretpostavljaju
da je brojnost Cagljeva u Hrvatskoj u porastu. Danas najveéu gustoca populacije cagljeva u
Republici Hrvatskoj nalazimo na podruéju Osjecko-baranjske, Vukovarsko-srijemske i
Brodsko-posavske zupanije te u juznoj i srediSnjoj Dalmaciji (Dubrovacko-neretvanska,
Sibensko-kninska i Zadarska zupanija) (SELANEC i sur., 2011.) Vazno je naglasiti da se u
Hrvatskoj Cagalj nalazi na popisu divljaci, uz ograni¢enje lova prema propisu o bioloSkom
minimumu te uz preporuku zabrane odstrjela visoko bredih zenki i zenki dok vode i othranjuju
mladuncad (ANONIMUS 2005a., 2005b., 2006.).

Cagalj je teritorijalna vrsta koja Zivi u oporu, a veli¢ina Eopora ovisi o dostupnosti hrane.
Svejed je i oportunist, hrani se uglavnom leSinama i ostatcima hrane nadenim na odlagalistima
otpada, ali isto tako jede i hranu biljnog porijekla (LANSZKI i sur., 2006.). Na sjeveroistoku
Hrvatske, u Slavoniji, zabiljeZzena je predacija, naj¢eSce na glodavcima, beskraljeSnjacima 1
srednje velikim sisavcima (BOSKOVIC i sur., 2010.) lako aktivno lovi i veée sisavce kao §to
su divlje svinje (Sus scrofa), srne (Capreolus capreolus) i muflone (Ovis aries), uglavnom se
radi o bolesnim, ozlijedenim ili mladim jedinkama.

Dosadasnja istrazivanja crijevnih parazita caglja u Europi radena su u Grckoj
(PAPADOPOQULOS i sur., 1997.), Srbiji (LALOSEVIC i sur., 2016.), Madarskoj (SZELL i
sur., 2013.) i Bugarskoj (BREYER i sur., 2004.), dok je BOSANCIC (2016.) istraZio crijevne
parazite 23 jedinke ¢aglja iz kontinentalne Hrvatske. No sva navedena istrazivanja temeljena
su na morfoloskoj identifikaciji parazita, Sto je vrlo ¢esto nedostatno kako bi se pouzdano

utvrdila vrsna pripadnost parazita.

2. OPCI 1 SPECIFICNI CILJEVI

Cilj naseg istrazivanja bio je provjeriti pouzdanost morfoloske identifikacije vrsta
parazita pronadenih u probavnom sustavu ¢aglja te usporediti rezultate dobivene morfoloskim
i molekularnim analizama. Za ucinkovitu dijagnozu, lijeCenje i kontrolu parazitskih oboljenja
vazno je precizno i brzo dijagnosticirati vrstu parazita. Stoga smatramo da je molekularna
identifikacija parazita temeljena na umnazanju specifi¢nih dijelova DNK, u nekim slucajevima

iznimno vazna kao potvrda morfoloske dijagnostike.

3. MATERUALI | METODE



Istrazivanje smo provele na crijevnim parazitima caglja koje je prikupio i morfoloski
identificirao BOSANCIC (2016.). Materijal smo koristile uz dopustenje autora i uz dopustenje
voditelja projekta Hrvatske zaklade za znanost "Molekularna epidemiologija odabranih

parazitskih bolesti divljih zivotinja", u sklopu kojeg je provedeno istrazivanje.

BOSANCIC (2016.) je parazite prikupio pretragom crijeva 23 ¢aglja iz kontinentalne
Hrvatske te je na Zavodu za parazitologiju i invazijske bolesti s klinikom Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu provedena identifikacija parazita na temelju morfoloSkih
osobitosti (BOWMAN, 2014.). KoproloSkom pretragom i pretragom crijeva utvrdena je
prisutnost 11 razli¢itih vrsta parazita (Tablica 1), te smo mi pristupili molekularnoj identifikaciji
pet vrsta ¢iji sU razvojni stadiji izdvojeni iz sadrzaja crijeva (oznaceni sivom bojom u Tablici

1).

Tablica 1. Vrste i prevalencija parazita pronadenih koproloskom pretragom i pretragom
crijeva 23 Gaglja iz kontinentalne Hrvatske (BOSANCIC, 2016.). Vrste su identificirane
morfoloskim metodama, a sivom bojom su oznacene vrste ¢iji SU razvojni stadiji izdvojeni iz

sadrzaja crijeva i analizirani molekularnim metodama u ovom istrazivanju.

N(23) Ukupno prevalencija

U. stenocephala 30,43%
A. alata 52,17%
A. caninum 4,34%
E. granulosus 4,34%
Toxocara canis 17,39%
Toxasacaris leonina 4,34%
Capillaria aerophila 13,04%
Trichuris vulpis 8,69%
Crenosoma vulpis 4,34%
Taenia sp. 17,39%
Mesocestoides sp. 8,69%
Oociste 8,69%
Sarcocystis 13,04%
Dicrocoeliade 17,39%

Od svake navedene vrste parazita DNK smo izolirali iz 5 do 10 jedinki, ovisno koliko
je uzoraka bilo na raspolaganju iz istrazivanja BOSANCIC (2016.). Za izolaciju DNK Koristile
smo komercijalni kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega. Izolacija DNK radena

je prema protokolu proizvodaca, a Uspjesnost izolacije provjerena je uredajem Nanodrop 2000.



Koristili smo vrsno specificne pocetnice navedene u Tablici 2, a za pripremu PCR
smjese koristen je GoTaq® Hot Start Colorless Master Mix, Promega. PCR reakcija provedena
u smjesi koli¢ine 25 pL koja je sadrzavala 5 pl DNK, 2 ul otopine pocetnica, 12,5 pl GoTaq®
Hot Start Colorless Master Mix, Promega i 5,5 ul H20. Reakcija se provodila koriste¢i uredaj
Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems koriste¢i sljedeci protokol i temperatura
vezanja pocetnica navedene u Tablici 2: pocetna denaturacija 95°C tijekom 2 min, zatim 35
ciklusa od 1 min na 94°C, 1 min za vezivanje pocetnica i I min na 72°C, zavr$no produljivanje

lanca odvijalo se 5 minuta na 72°C.



Tablica 2. Pocetnice i temperatura vezanja pocetnica koristeni tijekom PCR reakcije

Temperatura vezanja

. Pocetnica .. Literatura
Parazit pocetnica
DMELF (5’-CTTAGCTGCGGGTTCCTGCT- 3°)
Alaria alata DMEI R (5-CGGCACATAAGCAAATACCTCG- 58°C RIEHN i sur. (2011.)
3’)
. Tcanl (5’-AGTATGATGGGCGCGCCAAT- 3°) o .
Toxocara canis NC2 (5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3) 58°C JACOBS i sur. (1997.)

Tleol(5’-

Toxascaris leonina CGAACGCTCATATAACGGCATACTC-3") 58°C JACOBS i sur. (1997.)

NC2 (5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3")

Echinccocus granulosus

rnS-F (5’-GCAAAAGCTGATTAGGG- 3%)
rnS-R (5’-TAACACACAAAAACTC- 3’)

mL-F (5’-TTATTTGCCTTTTGCATCA-3’)
rrL-R (5-AAAAGATCCTAGGGTCTTTCCGT-
3%)

56°C (rrnS) / 58°C (rrnL)

BOUBAKER i sur. (2016.)

Uncinaria stenocephala

US ITS1 93 (5’-TTGAACCGGGTAAAAGTCG-
3%)

US ITS1 264 (5’-CGTTTTTCATCGATACGCG-
3%)

US ITS2 623 (5’-ACGTCTGGTTCAGGGTTGTT-

3%)
USITS294 (5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT- 3’)

54°C

NADLER i sur. (2000.)




Prisutnost PCR proizvoda provjeravale smo elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom
gelu. PCR proizvode smo poslale na sekvenciranje u servis Macrogen Europe u Amsterdamu,
Nizozemska. Rezultate sekvencioniranja (elektroferogram i nukleotidne slijedove) smo dobile
u abl i PDF formatu.

GenBank, odnosno NCBI - National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pretrazile smo alatom Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST), u potrazi za pohranjenim sljedovima.

4. REZULTATI

U istrazivanje smo ukljucile pet vrsta parazita (Alaria alata, Toxocara canis, Toxascaris
leonina, Echinccocus granulosus, Uncinaria stenocephala) ¢iji su razvojni stadiji pronadeni u
crijevu ¢agljeva u istrazivanju BOSANCIC (2016.).

Molekularna identifikacija uzoraka metilja Alaria alata nije uspjela. DNK je uspje$no
izolirana, dobiven je PCR proizvod s vrsno specifi¢nim pocéetnicama, no rezultati sekvenciranja

nisu bili dovoljno kvalitetni i nismo mogle pouzdano potvrditi vrstu parazita.

Kod oblic¢a vrste Toxocara canis i Toxascaris leonina molekularna identifikacija potvrdila
je nalaz dobiven morfoloskim metodama. Slijed ITS2 regije oblica T. canis sekvenciran u
nasem istrazivanju, dug 250 parova baza (pb), identican je sekvencama iz Genbank baze
pohranjenim pod oznakama JN617989, JF837169, JF837170, FJ418788, KJ777156, KJ777155,
LC133352, KP406763, AB110032, AB110034 i Y09489. Slijed ITS2 regije oblica T. leonina
iz naSeg istrazivanja, duljine 184 pb, poklapa se sa sljedovima iz Genbanka oznaka Y09490 i
JF837174.

BOSANCIC (2016.) je morfologkom metodom identificirao prisutnost obliéa Uncinaria
stenocephala s prevalencijom od 30,43%. Budu¢i da pomocu vrsno specifiénih pocéetnica koje
umnazaju ITS1 i ITS2 regiju kod navedene vrste nismo dobili PCR proizvod, sumnjali smo u
morfolosku identifikaciju te smo isprobali pocetnice za najblize srodne vrste - Toxocara canis
I Toxascaris leonina. Dobili smo PCR proizvod pomoc¢u vrsno specifiénih pocéetnica za vrstu
Toxocara canis te je sekvenciranje potvrdilo da parazit morofoloski identificiran kao obli¢

Uncinaria stenocephala zapravo pripada vrsti Toxocara canis.



BOSANCIC (2016.) je morfoloskom metodom identificirao prisutnost male pasje
trakavice Echinoccocus granulosus kod jedne jedinke (prevalencija 4,34%). Lancanom
reakcijom polimerazom umnozili smo regije rrnS i rrnL, no PCR proizvod dovoljne kvalitete
za daljnje analize smo dobile samo kod regije rrnL. Usporedbom sa sljedovima pohranjenim u
GenBank bazi utvrdili smo da je zapravo rijec¢ o trakavici vrste E. multilocularis, te je dobiveni
slijed duzine 226 pb identi¢an slijedu oznake AB018440 (NAKAO i sur., 2002.).

5. RASPRAVA

Morfoloska identifikacija parazita ¢esto je nepouzdana buduci da su morfoloske osobitosti
srodnih vrsta vrlo sli¢ne. Primjerice, prilikom morfoloske identifikacije parazita iz roda
Echinoccocus analiziraju se duljina odrasle jedinke (koja varira od 1.3 do 2.5 mm), broj
proglotida (koji moze biti izmedu 3 i 5), duljina posljednjeg proglotida (koja iznosi od 0.5 do
1.1 mm), te duljina posljednjeg proglotida u odnosu na duljinu cijeloga tijela (26-44 %).
Takoder, pregledava se polozaj genitalnog otvora, koji moze biti smjeSten anteriorno ili
centralno. Posljednja karakteristika bitna za morfolosku identifikaciju jest oblik uterusa, koji je
pretezito vrecastog oblika (JONES i PYBUS, 2010.) Iz navedenog je vidljivo kako je zbog
Sirokog raspona vrijednosti morfoloskih parametara vrlo tesko s potpunom sigurnosc¢u odrediti
vrsnu pripadnost parazita iz roda Echinoccocus isklju¢ivo na temelju morfoloskih obiljezja,
poglavito kada je rije¢ o grani¢nim vrijednostima. Stoga danas parazitoloska istraZivanja sve
¢esée pribjegavaju umnazanju odredenih dijelova DNK lan¢anom reakcijom polimerazom
pomocu vrsno specifiénih pocéetnica, kako bi pouzdano utvrdili vrstu parazita. Ovu metodu smo
i mi upotrijebili kako bismo provjerili vjerodostojnost morfoloske identifikacije crijevnih

parazita aglja iz istrazivanja BOSANCIC (2016.).

Utvrdili smo da su uzorci dvije vrste oblic¢a pravilno identificirani (T. canis, T. leonina), te
da su morofoloskom metodom pogresno identificirane vrste Uncinaria stenocephala i
Echinoccocus granulosus, dok kod vrste Alaria alata nismo uspjeli provesti molekularnu
identifikaciju. Pretpostavljamo da je u ovom slu¢aju nedovoljna kvaliteta rezultata
sekvenciranja posljedica degradacije DNK, §to je osnovna prepreka pouzdanoj identifikaciji

umnazanja odsjeCaka DNK pomocu lanc¢ane reakcije polimerazom.

Molekularna dijagnostika je pokazala da uzorak identificiran kao obli¢ Uncinaria
stenocephala zapravo pripada vrsti Toxocara canis, dok uzorak morfoloski identificiran kao

mala pasja trakavica Echinoccocus granulosus pripada vrsti Echinoccocus multilocularis.
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Dobiveni rezultati osobito su znac¢ajni sa stajalista javnog zdravstva, s obzirom da bolesti koje

navedeni paraziti uzrokuju zahtijevaju razli€iti pristup u kontroli.

Obli¢ Uncinaria stenocephala je parazit koji kod ljudi uzrokuje koznu larvu migrans,
dok obli¢ Toxocara canis uzrokuje visceralnu i okularnu larvu migrans. Kod kozne larve
migrans uzro¢nik kroz diskontinuirani epidermis prodire u kozu, najcesc¢e na izlozenim
dijelovima tijela poput $aka i stopala. Nakon par dana na koZi se razvija dermatitis s papulama,
vezikulama i deskvamacijom. LijeCenje Cesto nije potrebno buduéi da larva sama nestaje kroz
1 - 6 mjeseci (KARTHIKEYAN i THAPPA, 2002.). Termin visceralna larva migrans definiran
je kao migracija larvalnog stadija oblic¢a, u konkretnom slu¢aju Toxocara canis, kroz unutarnje
organe slu¢ajnog domaéina - ¢ovjeka (BEAVER, 1969.). Covijek se invadira jajascima parazita
iz tla, §to je Cest slu¢aj kod djece, ili nedovoljno termic¢ki obradenim mesom paratenic¢nih
nositelja. U crijevu Covjeka se iz jajasaca Oslobadaju larve koje probijaju trbusnu stjenku i ulaze
u portalni krvotok te naposljetku dospijevaju u jetru. Larve ostaju u jetrima ili nastavljaju
migraciju prema ostalim tkivima, primjerice plu¢ima, oku, srcu ili mozgu. Iz navedenoga je
jasno kako klinicka slika moZe izuzetno varirati od blage do po Zivot opasne bolesti, dok su
neke od komplikacija koje se javljaju hepatomegalija, endoftalmitis, te neuroloSka oboljenja.
Dijagnoza visceralne larve migrans postavlja se seroloskim ispitivanjima, a lijeCenje se provodi

albendazolom (CHANG i sur., 2006.).

Trakavica Echinoccocus granulosus uzroc¢nik je hidatidne bolesti u ljudi, dok je trakavica
Echinococcus multilocularis uzro¢nik alveolarne ehinokokoze, jedne od najopasnijih zoonoza.
Kod obje bolesti ciste sporo rastu, najcesée su lokalizirane u jetrima, no javlja se i u ostalim
parenhimskim organima. Hidatidna cista, ovisno o trajanju procesa, moze biti unilokularna,
multilokularna, mjestimi¢no ili u potpunosti kalcificirana, te proces kalcifikacije naposljetku
uzrokuje smrt uzro¢nika. Lokacija i veli¢ina ciste uvjetuju klinicku sliku te bolest ¢esto moze
proé¢i neprimjetno sve do rupture ciste (MORO i SCHSNTZ, 2009.). Hidatidoza se lijeci
kirurski ili kemoterapijom (PEDROSA i sur., 2000.; MORO i SCHSNTZ, 2009.). Dok je
hidatidna cista ograniena, alveolarna cista penetrira tkivo invadiranog organa poput tumora i
u svakom sluc¢aju koji se ne lijeci (kirurski ili kemoterapijom) je smrtonosna. Bitno je naglasiti
da je prisutnost trakavice E. multilocularis po prvi puta potvrdena u Hrvatskoj tek nedavno i to
u lisica (BECK i sur., 2016.), stoga je nas nalaz prva potvrda ovog parazita kod ¢agljeva u

Hrvatskoj.



6. ZAKLJUCAK

Identifikacija parazita na temelju morfoloskih obiljezja je uobicajeni tradicionalni nacin
dijagnostike, no ovim istrazivanjem smo dokazali moguce pogreske prilikom identifikacije
srodnih vrsta. Stoga u slucajevima vaznim za javno zdravstvo ili kod moguée pojave novih

vrsta preporu¢ujemo provjeru pouzdanosti rezultata upotrebom molekularnih metoda.

Vazan rezulat ovog istrazivanja je i prvi dokaz vrste Echinococcus multilocularis, uzro¢nika

smrtonosne alveolarne ehinokokoze ljudi, u ¢agljeva u Hrvatskoj.
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NIKOLINA TUSKAN

Usporedba pouzdanosti molekularnih i morfoloSkih metoda identifikacije

crijevnih parazita caglja

9. SAZETAK

Identifikacija parazita na temelju morfoloskih obiljezja i dalje se smatra zlatnim standardom u
klasi¢noj klini¢koj dijagnostici. Medutim, moguce su pogreSske u identifikaciji zbog male
koli¢ine dostupnog uzorka, uzorka koji ne obuhvaca parazita u svim zivotnim stadijima te
¢injenice da su odredeni paraziti morfoloski vrlo sli¢ni. Stoga je cilj nasega rada bio
molekularnim metodama provjeriti pouzdanost morfoloske identifikacije crijevnih parazita
prikupljenih iz 23 jedinke ¢aglja (Canis aureus) iz Hrvatske. Utvrdili smo da su uzorci dvije
vrste obli¢a pravilno identificirani (Toxocara canis, Toxascaris leonina), dok kod vrste Alaria
alata nismo uspjeli provesti molekularnu identifikaciju. Molekularna dijagnostika je pokazala
da uzorak morfoloski identificiran kao obli¢ Uncinaria stenocephala zapravo pripada vrsti
Toxocara canis, dok uzorak morfoloski identificiran kao mala pasja trakavica Echinoccocus
granulosus pripada vrsti Echinoccocus multilocularis. Dobiveni rezultati osobito su znacajni sa
stajaliSta javnog zdravstva, s obzirom da bolesti koje navedeni paraziti uzrokuju zahtijevaju
razli¢iti pristup u kontroli. Stoga u slucajevima vaznim za javno zdravstvo ili kod moguce
pojave novih vrsta preporucujemo provjeru pouzdanosti rezultata upotrebom molekularnih
metoda. Vazan rezulat ovog istrazivanja je i prvi dokaz vrste Echinococcus multilocularis,

uzro¢nika smrtonosne alveolarne ehinokokoze ljudi, u ¢agljeva u Hrvatskoj.

Kljuéne rijec€i: cagalj, Canis aureus, Toxocara canis, Echinoccocus multilocularis
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NIKOLINA TUSKAN

Reliability comparison of morphological and molecular methods used for identification

of intestinal parasites in jackal

10. SUMMARY

Identification of parasites based on their morphology is still considered as the gold standard in
classic clinical diagnosis. However, there is a possibility for misidentification because of low
quality and quantity of sample, sample which does not include all life stages of parasite or the
fact that certain parasites are very similar in their morphological characteristics. So the goal of
our research was to test the reliability of morphological identification of intestinal parasites
found in 23 jackals (Canis aureus) from Croatia. We confirmed that Toxocara canis and
Toxascaris leonina samples were identified correctly, while quality of results of our molecular
identification were not good enough to confirm the identification of Alaria alata. Molecular
method showed that the nematode morphologically identified as Uncinaria stenocephala
actually is Toxocara canis, while Echinoccocus multilocularis was wrongly identified as
Echinoccocus granulosus. Considering the differences in pathogenesis and treatment of the
diseases caused by these parasites, our results are very important for public health. So we
recommend to confirm morphological identification with molecular methods when diagnosing
important parasitic zoonosis and describing new species. Our results are also significant
because this is the first identification of Echinoccocus multilocularis in jackals on Croatian
territory.

Keywords: jackal, Canis aureus, Toxocara canis, Echinoccocus multilocularis
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