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POPIS KRATICA

CPV-1 = (eng. canine parvovirus-1) pseéi parvovirus-1

CPV-2 = (eng. canine parvovirus-2) pseéi parvovirus-2

CPV-2a = pseci parvovirus-2 podtip a

CPV-2b = pseci parvovirus-2 podtip b

CPV-2c = pseci parvovirus-2 podtip ¢

FPV = (eng. feline panleukopenia virus) virus macje panleukopenije, macji parvovirus
VP = strukturalni kapsidni protein

NS = nestrukturalni protein

TfR = (eng. trasferrin receptor) transferinski receptor

ORF = (eng. open reading frame) otvoreni okvir ¢itanja

DIK = diseminirana intravaskularna koagulacija

ELISA = (eng. enzyme linked immunosorbent assay) imunoenzimni test
PCR = (eng. polymerase chain reaction) lanc¢ana reakcija polimerazom

DNK = deoksiribonukleinska kiselina
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1. UvOD

Pseci parvovirus-2 (CPV-2, eng. canine pravovirus 2) otkriven je 1978. godine te je poznat
kao jedan od najvaznijih crijevnih patogena pasa diljem svijeta. Infekcija ovim virusom
uzrokuje visoki morbiditet, i do 100%, te mortalitet, vise od 10% (NANDI i sur., 2013.).
Dobio je naziv CPV-2 kako bi se razlikovao od usko povezanog CPV-1 (eng. canine
parvovirus 1). Izvorni CPV-2 naknadno je nadopunjen dvjema antigenskim podtipovima,
CPV-2a (canine parvovirus-2a) i CPV-2b (canine parvovirus 2b). U Italiji, 2000.godine,
otkriven je i CPV-2c (canine parvovirus-2c) podtip virusa koji se proSirio na podrucje
Europe, Sjeverne i Juzne Amerike te Azije. Vjeruje se da je pseéi parvovirus (CPV, eng.
canine parvovirus) nastao prilagodbom macjeg parvovirusa (FPV, eng. panleukopenia virus)
na novog domacina, odnosno na psa, preko divljih mesojeda. (NANDI i sur., 2013.).
Razlikuju se po Sest ili sedam aminokiselina koje su smjestene u VP2 kapsidnom proteinu
virusa, a koji se vezuje s transferinskim receptorom (TfR, eng. trasferrin receptor) na stanici
domacina (DECARO i BUONAVOGLIA, 2012.). Ovaj virus je iznimno zarazan te se Cesto
pojavljuje u uzgajivaénicama i u skloni§tima za napuStene Zzivotinje te se parvovirusna
infekcija s pravom smatra jednom od najvaznijih zaraznih bolesti pasa (MIRANDA i
THOMPSON, 2016.). U Republici Hrvatskoj bolest je prvi puta opisana 1980. godine
(CVETNIC, 1980.), kada je dokazana sposobnost hemaglutinacije u izmetu pasa koji su
bolovali od parvovirusne infekcije. Prvo veliko istrazivanje koje nam je dalo podatke o
prosirenosti, ¢imbenicima rizika, klinickom ocitovanju 1 molekularnoj epizootiologiji
parvovirusne infekcije na podrucju grada Zagreba objavljeno je 2017. godine (MILJAN,
2017.). Cilj ovog diplomskog rada je ustanoviti i objasniti utjecaj podtipa pseceg parvovirusa
2 na klinicku sliku, tijek i ishod lijeenja. Nadalje, cilj je i pokuSati ustanoviti moguce
klini¢ke znakove koji bi veterinarima prakti¢arima pomogli u postavljanju klinicke dijagnoze

parvovirusne infekcije, ali i u prognozi ishoda ove bolesti.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. POVIJEST

Pseci parvovirus je opisan 1978. godine i od tada je poznat kao ¢est patogen proSiren diljem
svijeta (SHACKELTON i sur., 2005.). Retrospektivne analize otkrile su da je prvi pozitivan
serum bio skupljen 1976. godine. Ipak, neovisna molekularna istrazivanja pse¢eg parvovirusa
ukazuju na mogucnost pojave tog virusa deset godina ranije nego S§to je zapravo prvi puta
opisan (SHACKELTON i sur., 2005.). Postavljeno je nekoliko hipoteza o tome kako je pseci
parvovirus mogao nastati. Prva je da je direktno mutirao od virusa macje panleukopenije.
Zatim se razmatralo nije li FPV iz vakcine mutirao, a tre¢a je da se virus jednostavno
prilagodio novom domacinu, odnosno psu. Mnogi autori smatraju da je upravo tre¢a hipoteza
najvjerojatnija zato S$to se psi i macke najceS¢e drze zajedno u kucanstvima te su
najzastupljeniji kao ku¢ni ljubimci. Nedugo nakon toga, 1979. godine, otkriven je novi
antigenski podtip, CPV-2a, a od originalnog CPV-2 mogao se razlikovati pomocu
monoklonskih protutijela. CPV-2a je ponovno mutirao te je nastao CPV-2b (Slika 1.).
Zanimljivo je da je mutacija S297A djelovala povoljno na sam virus iz tog razloga §to se S
lako¢om odrzao u populaciji (Tablica 1.) (TRUYEN, 2006.).
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Slika 1. Prikaz evolucije pseceg parvovirusa. Prilagodeno iz TRUYEN, 2006.
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Tablica 1. Evolucijske aminokiselinske zamjene izmedu FPV, CPV-2 te antigenskih tipova i
CPV mutanata. Prilagodeno iz TRUYEN, 2006.

2.2. ETIOLOGIJA

2.2.1. Grada virusne Cestice

Pse¢i parvovirus je mali virus, veli¢ine svega 27 nm, ali je zato lako prenosiv uzokujuéi
hemoragi¢ni  gastroenteritis te visoki mortalitet zarazenih pasa (DECARO i
BUONAVOGLIA, 2012.). Grada kapside mu je ikozaedarna te nema ovojnicu. Sadrzi
jednolanc¢anu deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) koja je odgovorna za kodiranje tri
strukturalna proteina (VP1, VP2, VP3) te dva nestrukturna polipeptida (NS1, NS2)
(OLIVEIRA i sur., 2019.). Protein VP2 je oblik proteina VP1 te je najzastupljenija
komponenta kapside. Na cijeli aminokiselinski slijed VP2 proteina nastavlja se N-terminalna
regija koju sadrzi protein VP1. Protein VP3 je izveden iz VP2 posttranslacijskim
proteolitickim cijepanjem te je prisutan samo u cjelovitom virionu. Kapsida sadrzi 60
gradivnih podjedinica koje su nastale kombinacijom VP1 i VP2 proteina. Svaka ta
podjedinica sadrzi osam beta ploca medusobno povezanih s Cetiri petlje (NANDI i KUMAR,
2010.). Beta ploce grade udubljenja na peterostrukim osima simetrije te se nazivaju kanjoni i
smatraju se mjestom vezanja za stani¢ne receptore. Petlje grade izdanke koji nalikuju $iljcima
i nalaze se na trostrukim osima simetrije (HUEFFER i PARRISH, 2003.). Na kapsidi
razlikujemo i manje izdanke cilindricnog oblika na peterostrukim osima simetrije te male
udubine na dvostrukim osima simetrije. Njihovom osnovnom ulogom smatra se da kanjone

uc¢ine nedostupnijima protutijelima (Slika 2.) (TSAO i sur., 1991.).
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Slika 2. Shematski prikaz grade povrsine kapside CPV-2 virusa. Prilagodeno iz HUEFFER i
PARRISH, 2003.

2.2.2. Grada genoma

Genom pseceg parvovirusa se sastoji od oko 5200 nukleotida. Takoder sadrzi dva otvorena
okvira za Citanje (ORF, eng. open reading frames). Na 3' kraju se nalazi prvi otvoreni okvir za
Citanje te kodira nestrukturne proteine NS1 i NS2. Na 5' kraju se nalazi drugi otvoreni okvir
za Citanje te kodira strukturne proteine VP1 i VP2 (OGBU i sur., 2020.; REED i sur., 1988.).

2.3. Taksonomija i klasifikacija

Pse¢i parvovirus tip 2 pripada rodu Protoparvovirus, koji se nalazi unutar porodice
Parvoviridae (LI i sur., 2019.). Porodica je, na temelju afiniteta prema domacinu, podijeljena
na jos dvije podporodice, a to su Parvovirinae i Densovirinae. Parvovirinae inficiraju
kraljeznjake, dok Densoviriane inficiraju kukce 1 ostale c¢lankonosce. Podporodica
Parvovirinae sadrzi rodove Parvovirus, Dependovirus, Erythrovirus, Amdovirus i Bocavirus
(KERR i sur., 2006.). Zajedno s macjim panleukopenija virusom, pseci parvovirus tip-2

predstavlja sojeve vrste Carnivore protoparvovirus 1 (ICTV, virus taxonomy, 2016.).



2.4. Tenacitet

Pseéi parvovirus izrazito je otporan u okoliSu te moze prezivjeti u izmetom oneciS¢enom tlu
pet mjeseci i duze, ako su uvjeti povoljni (NANDI i KUMAR, 2010.). Otporan je na mnoge
detergente, dezinficijense, kao i na promjene temperature i pH vrijednosti (GORHAM,
2018.).

2.5. ProSirenost

Antigenski podtipovi CPV-2 tijekom godina rasprostranili su se diljem svijeta pa je tako
njihova prisutnost zabiljezena u 42 drzave i na 5 kontinenata (MIRANDA I THOMPSON,
2016.). Nedavna epidemioloska istrazivanja pokazala su da je CPV-2a podtip najvise
zastupljen u Australiji (MEERS i sur., 2007.), ve¢ini Azije (YOON i sur., 2009.; PHROMNOI
i sur., 2010.; CHOU i sur., 2013.; Y1 i sur., 2014.; TIMURKAN i sur., 2015.) i europskih
drzava (CAVALLI i sur., 2014.; FILIPOV i sur., 2014.), dok je to jedini zabiljezen podtip
virusa na Novom Zelandu (OHNEISER i sur., 2015.), u Nigeriji (DOGONYARO i sur.,
2013.), Madarskoj (DEMETER i sur., 2010.), Ceskoj Republici (DECARO i sur., 2007.),
Sloveniji i Rumunjskoj (DECARO i BUONAVOGLIA, 2012.). CPV-2b je dominantni
antigenski podtip u Irskoj (MCELLIGOTT i sur., 2011.), Ujedinjenom Kraljevstvu
(DECARQ i sur., 2007.), Sjedinjenim Americkim Drzavama (HONG i sur., 2007.), africkim
drzavama (DOGONYARO i sur., 2013.) i u Cetiri azijske drzave (SOMA i sur., 2013.).
Podtipovi CPV-2a i CPV-2b podjednako su rasprostranjeni u Belgiji (DECARO i sur., 2013.),
Svicarskoj i Austriji (TRUYEN i sur., 2000.). Priblizno 20 godina nakon pojave CPV-2c
podtipa, isti je uglavnom naden u drzavama Juzne Amerike i u europskim drzavama
(SUTTON i sur., 2013.). U Poljskoj, svi izolati izolirani od 1995. do 2009. godine pripadali su
CPV-2c¢ podtipu (MAJER-DZIEDZIC i sur., 2011.). Sto se ti¢e Hrvatske, na temelju jednog
detaljnog istrazivanja, utvrdeno je da je CPV-2c neosporivo najzastupljeniji podtip virusa, a
¢ini 59,0% od ukupnog broja pretrazenih uzoraka. Slijedi CPV-2a podtip sa zastupljenos$¢u od
23,0% te najmanje zastupljen CPV-2b podtip sa svega 1,0% (MILJAN, 2017.).
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(a) (b)

(c)

Slika 3. Prosirenost CPV-2 antigenskih podtipova. Prilagodeno iz MIRANDA i
THOMPSON, 2016. A) prisutnost CPV-2a varijante B) prisutnost CPV-2b varijante C)

prisutnost CPV-2c varijante.

2.6. Epizootiologija

Pseéi parvovirus je veoma opasan enteropatogen koji uzrokuje smrtonosnu bolest kod Stenaca,
ali i odraslih pasa diljem svijeta (AMRANI i sur., 2016.). Prirodna parvovirusna infekcija
moguca je kod pasa (Canis familiaris), grmolikih pasa (Speothos venaticus), kojota (Canis
latrans), vukova (Canis lupus), lisica koje jedu rakove (Cerdocyon thous), grivastih vukova
(Chrysocyon brachyurus) te macaka (Felis silvestris), iako su zapravo svi pripadnici porodice
Canidae prijemljivi na infekciju. Pokusno se mogu inficirati i tvorovi i kune (GREEN i
DECARO, 2011.). Vektori koji sudjeluju u prijenosu virusa najéesce su ljudi, razna oprema,
insekti, glodavci, ali i psi, na ¢ijoj se dlaci virus moze dugo zadrzati (GREEN i DECARO,
2011.). Najcesca je oronazalna infekcija preko predmeta onecis¢enih izmetom. Ciljne stanice
za infekciju 1 umnazanje pseceg parvovirusa su stanice crijevnih kripti i limfoidnih organa,
iako to mogu biti i sva ostala tkiva, ukljucuju¢i i mozak (DECARO i BUONAVOGLIA,
2012.; DECARO i sur., 2009.). Parvovirusna infekcija ne mora nuzno rezultirati klini¢kim

znakovima, pogotovo ako su u organizmu S$tenca prisutna maternalna protutijela.
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Predosponiraju¢i ¢imbenici za infekciju mogu biti istovremene infestacije crijevnim
parazitima ili infekcije crijevnim bakterijama, kao Sto su Clostridium perfringens,
infekciju su Stenci starosti izmedu Sest tjedana i Sest mjeseci, iako mogu oboljeti i stariji psi
(MIRANDA i THOMPSON, 2016.; HOUSTON i sur., 1996.). Od pasmina, posebno su
prijemljivi rotweilleri, dobermani, engleski Springer Spanijeli, americki pit bull terijeri i
njemacki ovcari, dok se mjeSane pasmine smatraju otpornijima na parvovirusnu infekciju

(MIRANDA i THOMPSON, 2016.).

2.7. Patogeneza

Kako je ve¢ spomenuto, do infekcije najceS¢e dolazi unoSenjem virusa oronazalnim putem.
Nakon ulaska u organizam, virus se ubrzano umnaza u limfoidnom tkivu orofarinksa,
mezenterijalnim limfnim ¢vorovima i u timusu. Za 1-5 dana nakon infekcije nastupa viremija
te se virus krvlju prenosi do kripti tankog crijeva (GREEN i DECARO, 2011.; GODDARD i
LEISEWITZ, 2010.). Iduca tri do cetiri dana virus inficira brzodijele¢e stanice koStane srzi i
crijevne stanice te u njima tvori intranuklearne eozinofilne uklopine. Rezultat toga je izraziti
pad bijelih krvnih stanica u krvi (NANDI i KUMAR, 2010.). U zdravom organizmu psa
epitelne stanice crijevnih kripti nastaju iz germinativnog epitela Lieberkithnovih kripti te
zatim migriraju do vrha crijevnih resica i tamo sudjeluju u apsorpciji hranjivih tvari. Pseci
parvovirus inficira taj germinativni epitel kripti te uzrokuje destrukciju i kolaps epitela, Sto
uzrokuje pojavu proljeva (GREEN i DECARO, 2011.). lIzrazite promjene koje uzorukuje
virus vidljive su 1 u timusu. Lezije su obi¢no smjeStene u germinalnim centrima i u kori
timusa, Sto ukazuje na izraziti tropizam virusa prema mitoticki aktivnim stanicama. Rezultat
toga je neutropenija i limfopenija (GODDARD i LEISEWITZ, 2010.). Cirkulirajuca
protutijela mogu se naci u krvi i prije pojave klini¢kih znakova te njihov titar raste kako bolest
napreduje (POLLOCK i COYNE, 1993.).
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2.8. Klini¢ka slika

Inkubacija kod prirodne parvovirusne infekcije iznosi sedam do 14 dana, dok kod pokusne
iznosi Cetiri do pet dana. Uglavnom su zahvaceni probavni trakt, koStana srz i miokard, iako
mogu biti i koza te ZivEani sustav. Cesto dolazi i do komplikacija u obliku sekundarnih
bakterijskih infekcija i tromboze. Inaparentne ili subklinicke infekcije zabiljeZzene su kod
Stenaca koji posjeduju maternalna protutijela koja ih $tite od bolesti, ali ne i od infekcije. Kod
parvovirusnog enteritisa u Klinickoj slici dominiraju klini¢ki znakovi kao $to su povracanje,
zuto-sivi do krvavi proljev izrazito neugodnog mirisa, anoreksija i dehidracija . Tjelesna
temperatura je poviSena (40-41°C) te se javlja leukopenija. Kod ovog oblika smrt moze
nastupiti unutar dva dana nakon pojave bolesti zbog sepse i/ili diseminirane intravaskularne
koagulopatije (DIK). Takoder se mogu javiti i neuroloski simptomi kao rezultat krvarenja u
srediSnjem ziv€anom sustavu, DIK-a, hipoglikemije, sepse ili poremeéenog acido-baznog i
elektrolitnog statusa. Moguca je i pojava klinic¢kih znakova na kozi u obliku multiformnih
eritema, ulceracija na Sapama, sluznici usne Supljine i vagine te vezikula u usnoj Supljini.
Zbog intrauterine infekcije dolazi do miokarditisa, kada $§tenci uginu odmah po rodenju ili
kratko nakon epizoda dispneje i povracanja. Znakovi zatajenja srca mogu prethoditi
crijevnom obliku bolesti ili se pojave iznenada bez ikakvih drugih klini€kih znakova.
Miokarditis je postao rijedak zbog toga Sto su mnoge kuje vakcinirane ili su bile izloZene
CPV podtipovima te su stvorile snazan imunoloski odgovor. Stence koji sisu §titi visoki titar
maternalnih protutijela te tako sprjecava infekciju u ranom razdoblju zZivota kada se i stanice
miokarda umnozavaju. Tromboza ili flebitis mogu se razviti zbog postavljenog intravenskog

katetera ili zbog prisutnosti visceralnih tromba (GREEN i DECARO, 2011.).
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2.9. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Patoanatomske promjene $to ih uzrokuje CPV-2 rezultat su njegovog tropizma za brzodijelece
stanice. Makroskopske promjene su nespecifi¢ne. Za crijevni oblik bolesti svojstvene su lezije
smjeStene uglavnom u jejunumu 1 ileumu. U zahvadenim dijelovima crijeva vidljiva su
subserozna krvarenja ili kongestija crijevne sluznice. U lumenu se nalazi tamni, ponekad i
krvavi vodenasti sadrzaj (NANDI i KUMAR, 2010.). Vidljivo je i poveéanje, odnosno edem
torakalnih i/ili abdominalnih limfnih ¢vorova. Mikroskopske crijevne lezije uklju¢uju nekrozu
epitela kripti u tankom crijevu i intranuklearne virusne uklopine u tim epitelnim stanicama, ali
i u skvamoznom epitelu gornjeg dijela probavnog sustava. Crijevne resice su skratene te
dolazi do kolapsa lamine proprije (GREEN i DECARO, 2011.). Na prerezu, pluc¢a su
edematozna 1 hemoragicna. Pleuralna Supljina moze sadrzavati vece koliine serozne
tekucine, koja je ponekad moze sadrzavati 1 krv (ROBINSON 1 sur., 1980.). Nekroza i
deplecija limfoidnog tkiva uocava se u Peyerovim plocama, mezenterijalnim limfnim
¢vorovima, timusu i slezeni (GREEN i DECARO, 2011.). Za parvovirusni miokarditis
svojstveno je povecanje srca s osobitom dilatacijom lijeve pretklijetke i klijetke (NANDI i
KUMAR, 2010.). Mikroskopski se vide multifokalne infliltracije limfocita i plazma stanica te
bazofilne intranuklearne uklopine u vlaknima sréanog misi¢a (GREEN i DECARO, 2011.).

Slika 4. Intranuklearne uklopine u vlaknima sréanog misica (crvene strelice). Prilagodeno iz
AGUNGPRIYONO i sur., 1999.
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2.10. Dijagnostika

Sumnja na parvovirusnu infekciju moze se postaviti na temelju klinickih znakova, kao $to su
povracanje, proljev i leukopenija u necijepljenih pasa (GODDARD i LEISEWITZ, 2010.).
Protutijela na CPV-2 se mogu dokazati u krvnom serumu pomocu inhibicije hemaglutinacije
ili pomoc¢u brzog ELISA testa (eng. enzyme linked immunosorbent assay) kojeg veterinari
¢esto koriste u svojim praksama. Ti testovi nisu pouzdani jer psi mogu biti seropozitivni ako
su preboljeli subklinicku infekciju, ako su jo$ uvijek prisutna maternalna protutijela ili ako su
psi bili cijepljeni (MYLONAKIS i sur., 2016.). ELISA test za detekciju virusa u fecesu je
specifican, ali slabo osjetljiv. Problem predstavlja kratka prisutnost virusa u fecesu, a i
izlu¢ivanje virusa fecesom moze biti intermitentno. Hemaglutinacija se takoder koristi za
dokaz prisutnosti virusa u uzorcima fecesa i crijeva (GREEN i DECARO, 2011.). Taj test je
virusa pomocu elektronskog mikroskopa slabo je osjetljiva tehnika. Imunohistokemijske
metode omoguéuju detekciju virusnog antigena u mnogim tkivima u obliku intranuklearnih
uklopina (DECARO i BUONAVOGLIA, 2012.). Molekularne metode za dokaz CPV-2 virusa
najzastupljenije su metode u danasnje vrijeme. Metode koje se zasnivaju na lancanoj reakciji
polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction) jesu izrazito osjetljive. Ova metoda
omogucuje razlikovanje CPV-2 varijanti koriste¢i specificne pocetnice. Metoda PCR u
stvarnom vremenu (real time-PCR, eng. real time polymerase chain reaction) dokazuje

pristunost virusne DNK te omogucuje njezino kvantificiranje (NANDI i KUMAR, 2010.).

2.11. Lijecenje

Lijecenje parvovirusne infekcije svodi se na potpornu i simptomatsku terapiju. One ukljucuju
tekucinsku terapiju, antibiotsku terapiju i zaustavljanje povrac¢anja. Za ispravljanje
hipokalijemije, hipoglikemije i hipoproteinemije koristi se kristaloidna i koloidna intravenska
tekucinska terapija (MYLONAKIS i sur., 2016.). Antibiotska terapija preporuca se iz razloga
Sto oStecenje epitela crijeva omogucava ulazak bakterija u krv, a neutropenija povecava rizik
od sepse. Najucinkovitija je kombinacija penicilina i aminoglikozida, uz prethodnu adekvatnu

hidraciju zivotinje. Od antiemetika najboljim su se pokazali antagonisti serotoninskih
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receptora, kao S$to su ondansetron i dolasetron. Hranjenje putem nazogastricne sonde
preporuca se od prvog dana lijeCenja ako Stene ne jede samostalno. U slucaju jake anemije i
hipoproteinemije potrebna je transfuzija pune krvi, odnosno plazme (GREEN i DECARO,
2011.). Novi aspekti lijeCenja ukljucuju i transplantaciju fekalne mikrobiote koja rezultira

brzih oporavkom i kra¢im vremenom hospitalizacije (PEREIRA i sur., 2018.).

2.12. Imunoprofilaksa

Kod svih sisavaca, pa tako i kod pasa, mladunce od majke prima protutijela preko placente i
kolostruma. Stene primi oko 90% svih protutijela na CPV upravo preko kolostruma. PoluZivot
maternalnih protutijela iznosi oko deset dana (GODDARD i LEISEWITZ, 2010.). Stene se
prvi puta cijepi u dobi od Sest do osam tjedana. Nakon izvrSene primovakcinacije, cjepivo se
aplicira dvokratno u razmaku od dva do Cetiri tjedna. Zadnje, trece cjepivo Stene mora primiti
u dobi od 16 tjedana. Ako se pas prvi puta cijepi nakon navrSenih 16 tjedana, dostatno je
dvokratno cijepljenje u razmaku od dva do cetiri tjedna (MYLONAKIS i sur., 2016.).
Nadocijepljivanje se obavlja nakon §to je prosla godina dana od primovakcinacije, a nakon
toga svake tri godine (NANDI i sur., 2013.). Modificirana Ziva cjepiva pruzaju dulju imunost
te se najc¢esce koriste (MYLONAKIS i sur., 2016.). Dakako, na trzistu su dostupna razlicita
jedno i visevaljana te mrtva i atenuirana cjepiva protiv parvovirusne infekcije. Istrazivanja su
pokazala da vakcine koje sadrze CPV-2 i CPV-2b uspjes$no Stite od svih poznatih CPV-2
podtipova, ukljucujuéi i noviji CPV-2c podtip (NANDI i KUMAR, 2013.; SPIBEY i sur.,
2008.). U Hrvatskoj se naj¢esce koriste Vanguard Plus 5, Nobivac te Canigen DHPPi/L. Prvo
cjepivo sadrzi modificirani Zivi originalni CPV te CPV-2C podtip. Drugo sadrzi atenuirani

zivi CPV-2b, a posljednje zivi atenuirani Cornell soj.

2.13. Javno zdravstvo

U dostupnoj pretrazenoj literaturi nema podataka o prijenosu pseceg parvovirusa 2 na covjeka

i obrnuto. Stoga parvovirusna infekcija nema znacaj u javnom zdravstvu.
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2. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje

Za 0vo istrazivanje sakupljeno je i obradeno ukupno 78 uzoraka fecesa i obrisaka rektuma
pasa zaprimljenih na Kliniku za zarazne bolesti Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s
klinikom Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Navedeno uzorkovanje i prikupljanje
podataka o zivotinjama ukljucivalo je razdoblje od 1. sije¢nja 2019. do 1. prosinca 2020. Sve
zivotinje, odnosno psi pokazivali su znakove akutnog gastroenteritisa. Dostupni podaci o
nacionalu, anamnezi, klinickom pregledu i tijeku lijeenja koristeni su kod 60 pasa, u svrhu
statistiCke obrade (Tablica 2.). Koristen je i tzv. klini¢ki skor u rasponu od jedan do pet, a koji
oznacava stanje zivotinje kod prvog prijema u ambulantu. Kod procjene skora koristili su se
podaci o trajanju bolesti, ponaSanju Zzivotinje, ambulantornoj sposobnosti, utvrdenom
hidracijskom stanju te izmjerenoj rektalnoj tjelesnoj temperaturi (Tablica 3.) (MARKOVICH
isur., 2012.).

Tablica 2. Podaci koristeni za statisti¢ku obradu

PODACI O NACIONAL ANAMNEZA KLINICKI TIJEK ISHOD
VLASNIKU PREGLED LIJECENJA BOLESTI
Privatna Pasmina Razlog dolaska  Povracanje Trajanje
osoba/azil hospitalizacije
Dob Podaci o Proljev
cijepljenju
Spol Dehelmentizacija Krvavi proljev
Lancana
reakcija
polimerazom
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Tablica 3. Podaci potrebni za procjenu klini¢kog skora

TRAJAN PONASANJ AMBULANT UTVRPENO REKTALNA

JE E NA HIDRACIJS TJELESNA
BOLESTI ZIVOTINJE SPOSOBNOS KO STANJE TEMPERATU
U T RA
DANIMA
1 <1 BISTRO, NORMALNA  FIZILOSKI FIZIOLOSKA
OPREZNO
2 1-3 MIRNO, NORMALNA DEHIDRACI FIZIOLOSKA
OPREZNO A 5% DO VRUCICA
PA DO
ZNAKOVA
DEPRESIJE
3 2-3 ZNAKOVI  SLABOST DEHIDRACI) FIZIOLOSKA
DEPRESIJE A 6%-7% DO VRUCICA
4 >3 ZNAKOVI  SLABOST | DEHIDRACI FIZIOLOSKA
DEPRESIJE  NERADO A 7%-8% DO VRUCICA
HODANJE
5 >3 STUPOROZ LEZECI DEHIDRACI) NIZA OD
NO STANJE POLOZAJ A 8%-10% FIZIOLOSKE

Svi uzorci do koristenja, odnosno obrade su bili uskladisteni u ledenici pri -80°C u
ViroloSkom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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3.2. Molekularna metoda dokaza uzroénika

Prisustvo CPV-2 dokazano je primjenom lancane reakcije polimerazom kojom se umnazao
odsjec¢ak genoma virusa. Ukupna DNK izolirana je iz uzoraka fecesa ili obrisaka rektuma te je

koristena za molekularni dokaz CPV-2 u uzorcima.

3.2.1. Priprema uzoraka

Uzorci su u Virologki laboratorij stizali u obliku obrisaka rektuma ili uzoraka fecesa. Stapié s
obriskom rektuma stavio se u eppendorf epruvetu te se nepotreban dio Stapi¢a odrezao
Skarama. Zatim se u biozastitnoj komori u epruvete dodala puferirana solna otopina u koli¢ini
od 1000 pL. Nadinjena otopina kratko se promijeSala na tresilici te se nakon toga
centrifugirala 15 sekundi na 6000 okretaja.

3.2.2. Izdvajanje virusne DNK

Za izdvajanje ukupne DNK virusa koristio se komercijalni komplet QIAamp cador Pathogen
Mini Kit (250) (QIAGEN, Hilden, Njemacka) sukladno uputama proizvodaca.

Tablica 4. Sastav kompleta QlAamp cador Pathogen Mini Kit (250)

QIlAamp cador Pathogen Mini Kit 250
QIAamp male kolumne za centrifugiranje 250 komada
Sakupljacice (2ml) 1000 komada

Puferska otopina VXL 30 ml

Puferska ACB (koncentrirana) 60 ml

QIAGEN Proteinaza K 6 ml

Carrier RNA (poly A) 310 pg

Puferska otopina AW1 (koncentrirana) 98 ml

Puferska otopina AW?2 (koncentrirana) 81 ml

Puferska otopina AVE 2x20 ml
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3.2.3. Postupak izvodenja pretrage lanéanom reakcijom polimeraze (PCR)

Za izvodenje PCR metode koristili su se sljedeci reagensi:

- voda slobodna od RNK-za i DNK-za (Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD)
- reakcijski pufer 10x koncentriran

- 50 mM MgCI2

-25mM dNTP

- pocetnice N1-N2, N3-N4 (HORIUCHI i sur., 1998.)

- poCetnice V5-V56, V22-V41, V51-V52 (HORIUCHI i sur., 1998.)

- Taq Platinum 5u/ul (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD)

Tablica 5. Pocetnice za umnazanje odsjecka genoma CPV-2 koriStene za izvodenje PCR

metode. Prilagodeno iz HORIUCHI i sur., 1998.

OZNAKA POCETNICE NUKLEOTIDNI SLIJED

5 &
N1 5'-CATAG-ACCGTTACTGACATTC-3"
N2 5-TATGTCTG-TCTTGATACTTC-3"
N3 5'-CATTTTGGAAATATGATAGCA-3’
N4 5-ATTTGCTTAGTTCCTTTACCT-3"
V5 5'-AGCTATGAGATCTGAGACA-3’
V56 5'-AATTGGATTCCAAGTATGAG-3’
V22 5'-TGT-CAAAATAATTGTCCTG-3’
V41 5'-ATTGTAT-ACCATATAACAAACC-3’
V51 5'-CCAACTAAAAGAAGTAAACC-3’
V52 5-AT-TAATGTTCTATCCCATTG-3"
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Tablica 6. Sastav reakcijske smjese za izvodenje PCR metode

REAGENS KOLICINA ZA 1 UZORAK

Voda 5,60 ul
Pufer 10X 1,25 pl
50 mM MgCI2 0,75 nl
dNTP (10 mM) 1,0 pl
Pocetnica Hfor (10 nM) 0,625 pl
Pocetnica 555rev (10 nM) 0,625 pl
Taq Platinum Su/pl 0,156 pl

Svi reagensi koji €ine reakcijsku smjesu za izvodenje PCR metode otoceni su u plasti¢nu
epruvetu u koli¢ini koja se prethodno izracunala, ovisno o broju uzoraka. Otopina se potom
kratko promijesala na tresilici i centrifugirala. Nakon toga se u PCR Eppendorf epruvetice
otpipetiralo 10 pl reakcijske smjese te se dodalo 2,50 ul izdvojene DNK svakog pojedinog
uzorka. Tako pripremljeni uzorci su se poslozili u jazice u PCR uredaju koji je bio

programiran na sljedec¢i temperaturni program:
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95°C 5 minuta

—

95°C 30 sekundi

50°C 1 minuta — 10x
72°C 2 minute B

95°C 30 sekundi =

45°C 1 minuta 32x
72°C 2 minute i

72°C 10 minuta

10°C 0

hladenje na +4°C

3.2.4 Elektroforeza u gelu

Metodom elektroforeze u gelu provjerena je uspjeSnost prepisivanja i umnazanja ciljnog dijela
virusnog genoma pretrazivanih uzoraka. Osnovno nacelo rada elektroforeznog razdvajanja je
to da Cestice razli¢ite mase i naboja, pod utjecajem elektricnog polja, za isto vrijeme prelaze

razliCite puteve u agaroznom gelu.
Oprema, pribor i reagensi:

- analiti¢ka vaga (PB153) (Mettler Toledo, Kusnacht, Svicarska)

- mikrovalna pe¢nica (MO 17 MW) (Gorenje, Velenje, Slovenija)

- sustav za provodenje elektroforeze (Scie-Plast, Cambridge, Velika Britanija)

- izvor elektri¢ne struje (CS-300V) (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Velika Britanija)
- uredaj za snimanje gelova (Gel Doc 200, Bio-Rad, Hercules, California, SAD)

- kalup za gel

- CeSlji¢ za tvorbu jazica u gelu

- Eppendorf pipeta 20 ul
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- TAE pufer

- agaroza (Sigma Aldrich,St. Louis, SAD)

- boja za gel (Ethidium Bromide Solution 10 mg/ml, Bio-Rad Laboratories, SAD)
- marker DNA Ladder 100 pb (Invitrogen,Waltham, Massachusetts, SAD)

- DNA Loading Buffer (6x) (Lonza, Rockland, Maine, SAD)

3.2.4.1. Priprema TAE pufera

Reagensi za pripremu 50x koncntriranog TAE pufera:
- 93,59 EDTA (EDTA Disodium salt, Sigma Aldrich, SAD)
- 242 g Tris (TRIZMA base, Sigma Aldrich, SAD)

- 57 ml ledene octene kiseline (Kemika, Hrvatska)

Najprije se priprema 0,5 M otopina EDTA tako da se 93,5 g EDTA stavi u 400 ml
redestilirane vode uz podeSavanje pH na 8,0 dodavanjem kristala NaOH te se nakon toga
dopuni redestiliranom vodom do volumena od 500 ml. Zatim se 242 g Tris-a otopi u 750 ml
redestilirane vode te se doda 57 ml ledene octene kiseline i 100 ml 0,5 M EDTA i dopuni se

redestiliranom vodom do oznake od 1000 ml.

Za pripremu gela za elektroforezu potreban je TAE pufer koncentracije 1x, stoga Zeljenu
koncentraciju pripremimo mijeSanjem 110 ml TAE pufera koncentriranog 50x i1 490 ml

redestilirane vode.

3.2.4.2. Pripremanje gela za elektroforezu

U Erlenmayerovu tikvicu se dodalo 75 ml pufera TAE koncentriranog 1x. Zatim se pomoc¢u
analiticke vage odvagnulo 0,75 g agaroze koja se dodala u tikvicu. Tikvica se stavila u
mikrovalnu pec¢nicu te se zagrijavala tijekom 3 minute dok otopina nije postala potpuno
bistra. Otopina se hladila do 50°C te se zatim dodala boja za gel u koli¢ini od 5 ul. Prethodno

su se postavile vanjske gumene stranice na kalup za gel kako bi se sprijecilo njegovo
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razlijevanje te su umetnuti ¢eslji¢i za tvorbu jazica. Otopina se zatim izlila u kalup za gel te se
ostavila hladiti na sobnoj temperaturi i zasti¢ena od direktne svjetlosti. Nakon hladenja i
polimerizacije gela ceslji¢i su izvadeni, a vanjske gumene stranice su maknute s rubova
kalupa za gel. Kalup se zatim uronio u kadicu za elektroforezu, tako da je dio gela s jazicama
bio okrenut u smjeru katode. Kadica za elektroforezu se do oznake napunila TAE-puferom

koji je u potpunosti morao prekriti gel.

3.2.5. NanoSenje uzoraka u gel i postupak elektroforeze

Na parafinskom filmu pomijesalo se 3ul boje (DNA Loading Buffer (6x)) 1 2,50 pl uzorka te
se postupak ponovio za svaki pretrazivani uzorak. Eppendorf pipetom uzorci pomijesani s
bojom naneseni su po rednom broju u jazice. U posljednje tri jaZice nanesene su pozitivna
kontrola (FPV 7° ili Vanguard cjepivo), negativna kontrola i DNA marker. Kadica ispunjena
TAE puferom u koju se uronio gel spojila se na istosmjernu struju napona 100 V, jacine 700
mA i snage 150 W. Postupak elektroforeze trajao je 30 minuta. Nakon tog vremena, gel se
izvadio iz kadice, a rezultati su se ocitali pomocu uredaja za snimanje gelova. Veli¢ina
dobivenih odsjecaka mogla se procijeniti usporedbom polozaja dobivenog fragmenta s DNA
markerom. Prisutnost umnoZenog fragmenta odgovarajuce veli¢ine oznacavala je uspjeSan

dokaz uzroénika PCR metodom.

3.3. Odredivanje nukleotidnog slijeda proizvoda PCR-a

Nukleotidni slijed umnozenog odsjecka virusne DNK odredivan je u svrhu molekularne
tipizacije i analize pseteg parvovirusa. Slijed nukleotida odreden je u tvrtki Macrogen,
Amsterdam, Nizozemska pomo¢u ABI PRISM BigDye terminator kita (Applied Biosystem,
Carlsbad, California, SAD) na uredaju 3730 x 1 DNA analyzer istog proizvodaca, a koriStene
su iste pocetnice kao u opisanom PCR-u. Daljnju analizu DNK slijedova radilo se pomocu
racunalnog programa MEGA 7 (KUMAR i sur., 2016.). Pomo¢u navedenog programa
nacinjeno je visSestruko sravnjivanje DNK slijedova i ustanovljavanje postojecih polimorfnih

mjesta unutar slijeda svakog pojedinog uzorka.
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3.4. Statisticka obrada podataka

Obrada prikupljenih podataka provedena je statistickim programom Dell Statistica (data
analysis software system), version 12. software.dell.com. (Dell Inc., 2015). Osim parametara
deskriptivne statistike nadinjena je i statisticka analiza rezultata. Kvalitativne varijable,
ucestalosti, obradene su hi-kvadrat testom. Granica statisticke znacajnosti oznacena je na
p<0,05. S obzirom da su podaci o trajanju hospitalizacije pojedinih zivotinja pratili normalnu

raspodijelu analizirani su student-t-testom.

4. REZULTATI

Istrazivanjem je bilo obuhvaceno 78 Zivotinja. Iz prikupljenih anamnestickih podataka bilo je
vidljivo da je 44 psa imalo vlasnika, dok ih 34 bilo iz sklonista za napustene zivotinje. UoCena
je velika pasminska raznolikost pa su tako zabiljezene 22 razli¢ite pasmine. NajviSe je bilo
mjeSanaca (N=33, 42,31%), labrador retrivera (N=4), njemackih ovc€ara (N=2), belgijskih
ov€ara (N=2), americkih stafforda (N=2), a kod 17 pasa je pasmina ostala nepoznata. U
ostalih pasmina zastupljenost je bila do jedne jedinke. Zenskog spola bilo je 26 pasa, muskog
34, dok je kod 18 pasa spol ostao nepoznat. Prilikom prvog prijema zivotinje, iz
anamnestickih podataka smo saznali da je 48 pasa povracalo, 10 ih nije povracalo, a kod 20
pasa taj je podatak ostao nepoznat. Takoder, proljev je imalo 50 pasa, sedam pasa nije imalo
proljev, a kod 21 psa taj je podatak isto tako ostao nepoznat. Od 50 pasa koji su imali proljev,
kod 38 pasa taj proljev je bio krvav. Klini¢ki znakovi od strane disnog sustava zabiljezeni su

kod osam pasa.

Svih 78 pretrazenih uzoraka bilo je pozitivno na prisutnost CPV-2. Pozitivan rezultat
podrazumijevao je dokaz uzrocnika PCR metodom te prisutnost umnoZenog fragmenta
veli¢ine 1005 pb na gelu za elektroforezu. Dobiveni proizvodi PCR metode poslani su na
odredivanje nukleotidnog slijeda. Kod tri proizvoda PCR metode, unato¢ pozitivnom rezultatu

te nekoliko ponavljanja cijelog postupka, nije bilo moguce odrediti nukleotidni slijed.
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Zastupljenost pojedinih podtipova CPV-2 u 78 pretrazenih uzoraka bila je nadasve zanimljiva
te iznenadujuca. Predominantni podtip CPV-2 virusa je bio CPV-2c (N=42, 53,85%), slijedio
ga je CPV-2a (N=28, 35,9%), a najmanje zastupljen je bio CPV-2b (N=5, 6,41%) Kod tri

uzorka nije bilo moguce odrediti 0 kojem se podtipu virusa radi (Grafikon 1.)

Grafikon 1. Zastupljenost pojedinih podtipova CPV-2 virusa u pretrazenim uzorcima
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U statisti¢koj analizi prikupljenih podataka koriSten je hi-kvadrat test te studentov-t-test.
Usporedbom pojavnosti odredenog podtipa CPV-2 kod pasa koji su imali vlasnika i pasa iz
azila, ustanovljeno je da CPV-2c ima izrazitu tendenciju pojavnosti kod pasa iz azila, a CPV-
2a i CPV-2b kod pasa koji su imali vlasnika (p=0,054992). Cijepljene Zzivotinje su razvile
klinicku sliku neovisno jesu li bile zarazene tipom 2a i 2b ili 2¢ (p=0,17459974). Dobna
predispozicija je znacajna te se CPV-2c javlja znacajno ¢esS¢e u pasa starijih od tri mjeseca, u
odnosu na pse mlade od tri mjeseca kod kojih je zabiljezena ¢es¢a pojavnost podtipova CPV-
2a i CPV-2b (p=0,04391). Zbog nedovoljnog broja jedinki za pojedine pasmine, nije bilo
moguce odrediti pasminsku predispoziciju za obolijevanje od parvovirusne infekcije pasa niti
zastupljenost pojediniih virusnih podtipova. Statistickom obradom nije dokazano da su

Cistokrvne pasmine bile Ce$¢e zastupljene od mjeSanaca (p=1). Nije ustanovljena spolna
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predispozicija. Prilikom prvog prijema zivotinje u ambulantu, ustanovljeno je da izmedu
podtipova nema znacajne razlike u klinickom skoru (p=0,780707). Zanimljivo je da postoji
tendencija da se podtipovi CPV-2a i CPV-2b cesée javljaju kod pasa cijepljenih protiv
zaraznih bolesti, nego podtip CPV-2¢ (p=0,145493). Nije ustanovljen statisti¢ki znacajan
utjecaj podtipa virusa na ucestalost stacioniranja bolesne zivotinje (p=1). Duljina
hospitalizacije se nije mogla dovesti u vezu s podtipom virusa te je ustanovljeno da nema
znacajne razlike izmedu podtipova (t=1,3253, p=0,190889). Takoder se utvrdilo da nema
znacajne razlike u prezivljavanju Zivotinja inficiranih jednim od tri podtipa virusa (p=1).
Cijepljene zivotinje nisu imale statisticki znacajno prezivljavanje u odnosu na necijepljene
(p= 0.96432941). Klini¢ki skor se isto nije razlikovao izmedu cijepljenih i necijepljenih
zivotinja (p= 0.87190032).

5. RASPRAVA

Pse¢i parvovirus-2, uzro¢nik akutnog hemoragijskog enteritisa i miokarditisa, smatra se
jednim od najvaznijih i naj¢e$¢ih crijevnih patogena u pasa (NANDI i sur., 2013.). lako je
CPV-2 prvi puta opisan davne 1978. godine, u Hrvatskoj je prvi puta zabiljezen 1980. godine,
na temelju dokaza sposobnosti hemaglutinacije u izmetu psa koji je bolovao od parvovirusne
infekcije (CVETNIC, 1980.). Od tada pa do 2017. godine nije postojalo niti jedno istrazivanje
na tu temu, a koje se provelo u Hrvatskoj. Stoga vrijedi spomenuti istrazivanje provedeno
2017. godine, a koje nam je dalo uvid u prve opsezne podatke o o proSirenosti, ¢cimbenicima
rizika, klinickom ocitovanju te molekularnoj epizootiologiji infekcije parvovirusom pasa na

podrucju grada Zagreba (MILJAN, 2017.).

Istrazivanjem u ovom radu zeljelo se utvrditi kako podtip pseéeg parvovirusa 2 utjece na
klini¢ku sliku, tijek i ishod lijeCenja. Pretrazeno je 78 uzoraka uzetih od pasa koji su dosli u
ambulantu s Klinickom slikom akutnog gastroenteritisa te je svih 78 uzoraka, pretrazeno PCR
metodom, bilo pozitivnho na prisutnost CPV-2. Najzastupljeniji podtip pseéeg parvovirusa
zasigurno je bio CPV-2c, i to kod 42 psa. Slijedio ga je podtip CPV-2a, utvrden kod 28 pasa.
Najmanje zastupljen bio je podtip CPV-2b, zabiljezen kod pet pasa. Veoma slicna
zastupljenost pojedinih podtipova virusa zabiljeZena je i u nekim europskim drzavama, kao

Sto su Italija i Njemacka (DECARO 1 sur., 2011.; MIRANDA 1 sur., 2016.). Hrvatskoj
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najblize europske drzave, Madarska i1 Slovenija, najces¢e susrecu CPV-2a podtip, Sto je jako
zanimljivo (DEMETER i sur., 2010.; DECARO i BUONAVOGLIA, 2012.). U susjednoj nam
Austriji CPV-2a i CPV-2b podtipovi podjednako su rasprostranjeni (TRUYEN i sur., 2000.).
Na podru¢ju Republike Hrvatske najzastupljeniji je CPV-2c podtip (59,0%), zatim CPV-2a
podtip (23,0%), a posljednji je podtip CPV-2b sa svega 1,0% (MILJAN, 2017.). Izolati
opisani u ovom radu pripadali su najcesce tipu CPV-2c (N=42, 53,85%), slijedio ga je CPV-
2a (N=28, 35,9%), a najmanje zastupljen je bio CPV-2b (N=5, 6,41%). Iz navedenog se moze
zakljuciti da je proSirenost podtipova pseceg parvovirusa u Hrvatskoj stalna. Iako je doslo do
neznatnog povecanja udjela podtipa 2b, i dalje je najzastupljeniji podtip 2¢ kojeg slijedi
podtip 2a. Postavlja se pitanje koji su to epizootioloski ¢imbenici koji dovode do ovakve
distribucije podtipova? Djelomi¢ni odgovor nam daje Cinjenica da se podtip CPV-2c¢ cesce
dokazivao kod pasa iz sklonista za zivotinje, a podtipovi CPV-2a i CPV-2b kod pasa koji su
imali vlasnika. 1z osobne komunikacije s djelatnicima sklonista, koja su obuhvacena u ovom
istrazivanju, utvrdeno je da se imunoprofilaksa parvoviroze provodi u svake zivotinje prvog
dana prijema u nastambu. Veca zastupljenost CPV-2¢ podtipa u skloni$tima bi se mozda
mogla objasniti na na¢in da CPV-2c podtip neprestano cirkulira u sklonistima za nezbrinute
Zivotinje, a zbog velikog opterecenja prostora zbog stalnog prijema novih Zivotinja, mjere
op¢e profilakse su nedovoljne te se Zivotinje zarazavaju usprkos cijepljenju. Druga je
mogucnost i da dolazi do proboja cijepne immunosti kada se psi zaraze podtipom 2c.
Rezultati ovog istrazivanja to opovrgavaju. Psi koji su oboljeli od parvoviroze unato¢
cijepljenju najées¢e su bili zarazeni podtipovima 2a i 2b (69,23%), a Zivotinje zarazene
podtipom 2c bile su cijepljene u 50% slu¢ajeva. Ovi udjeli govore upravo suprotno, iako

razlika nije statisticki znacajna.

U ovom radu pokusalo se istraziti ¢imbenike dispozicije u pretraZzenih pasa, a isto tako se
pokusalo 1 ustanoviti postoje li razlike u epizootiologiji pojedinih podtipova pseceg
parvovirusa 2. Opce prihvaceno je misljenje da od parvovirusne infekcije obolijevaju
pretezito Stenci u dobi od Sest tjedana do Sest mjeseci (MIRANDA i THOMPSON, 2016.).
Zanimljivo, u ovom radu je ustanovljeno da se CPV-2c podtip znacajno ¢escée javlja kod pasa
starijih od tri mjeseca, dok se podtipovi CPV-2a i CPV-2b ¢esce javlja kod pasa mladih od tri
mjeseca. Ovo je znacajna razlika u epizootiologiji medutim razloge ove dobne predispozicije
tek treba ispitati. Raniji podaci ukazuju na to da su Cistokrvni psi primjemljivi na parvovirsnu
infekciju, za razliku od mjeSanaca (MIRANDA i THOMPSON, 2016.). Ovo istraZivanje

dokazalo je upravo suprotno. Mjesanci su ¢inili 33 jedinke od 61 za koje je pasmina bila
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poznata. Statisticka analiza nije pokazala znacCajnu razliku u zastupljenosti ¢istokrvnih pasa i
mjeSanaca. U ovom istrazivanju svi psi iz skloni$ta su bili krizane pasmine te se ovaj rezultat

treba uzeti obazrivo.

Klinickom slikom prevladava krvavi, smrdljivi, profuzni proljev te povra¢anje (GREEN i
DECARO, 2011.), sto je i ustanovljeno kod vecine pretrazivanih pasa u ovo istrazivanju.
Radena je 1 procjena klini¢kog skora, odnosno procjena stanja u kojem se nalazi zivotinja kod
prvog prijema u ambulantu. Jedno istrazivanje je ukazalo na to da je psima inficiranim CPV-
2b podtipom dodijeljen klinicki skor 3, a kod infekcije podtipom CPV-2c¢ to je bio klincki
skor 2 (MARKOVICH i sur., 2012.). Ovim istrazivanjem je Ustanovljeno da nema znacajne
razlike u klinickom skoru izmedu pojedinih podtipova virusa. Podtip virusa dakle nema

utjecaja na tezinu oboljenja pasa do posjeta veterinaru.

Utjecaj pojedinih podtipova virusa na potrebu za bolnickim lijeCenjem Zivotinje, duljinu
hospitalizacije te prezivljavanje Zivotinje opisano je u svega nekoliko radova te se nije
dokazao nikakav utjecaj (GODSALL i sur., 2010.). Isti su rezultati ovog istrazivanja. Ovo je
osobito bitno kod davanja prognoze ishoda lije¢enja te procjene troSkova, jer neovisno o

podtipu oni se ne razlikuju.

Imunoprofilaksa ima veliki znacaj u zastiti psa od parvovirusne infekcije, ali isto tako 1 kod
prezivljavanja nakon infekcije (DECARO i sur., 2009.). Unatrag nekoliko godina medu
veterinarima vlada misljenje da cjepivo pse ne S§titi dovoljno od moguée parvovirusne
infekcije te da je sve ¢eS¢a pojava bolesti kod pasa s urednim cijepnim statusom. Moguci
razlog je to §to cjepivo sadrzi izvorni podtip CPV-2, a na terenu cirkuliraju neki sasvim drugi
podtipovi od kojih psi nisu zasticeni (NANDI i sur., 2013.). Ovim istrazivanjem nije dokazan
¢eS¢1 prodor imunosti kod pasa inficiranih tipom 2c. Isti je rezultat bio opisan 1 2017. godine
(MILJAN, 2017.). Zanimljivo je da cijepljenje nije utjecalo na klini¢ki skor prilikom prijema,
kao niti na prezivljavanje. Ovo je od posebnog znafaja za veterinare prakticare. Vrlo je
vjerojatno da je odredeni broj zivotinja koje su bile cijepljene imao subklinicki oblik infekcije
ili klini¢ku sliku koja nije upucivala na parvovirusnu infekciju pasa te uzorci nisu upuceni na
dijagnosticke pretrage za potvrdu CPV-2 infekcije. Po drugoj strani, psi koji jednom razviju
klini¢ku sliku koja odgovara parvovirozi zahtjevaju agresivno lijecenje neovisno o cjepnom

statusu.

Od prvog opisa bolesti, parvoviroza pasa ne gubi na znacaju u veterinarskoj medicini.

Sustavno pracenje epizootiologije i klinickog oc€itovanja bolesti, kako je to predstavljeno u
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ovom istrazivanju, izrazito je vazno. Ovakvi podaci mogu dati osnovu izmjena u profilaksi i

lijecenju ove bolesti te sustavnom suzbijanju.

6. ZAKLJUCCI

1. U Republici Hrvatskoj zastupljena su sva tri podtipa CPV-2.

2. CPV-2c podtip virusa ¢esSce se javlja kod pasa iz skloniSta za nezbrinute Zivotinje, a

podtipovi CPV-2a i CPV-2b kod pasa od privatnih vlasnika.

3. Podtipovi CPV-2a i CPV-2b se ¢esce javljaju u Stenadi do tri mjeseca starosti, dok se

podtip CPV-2c znacajno ¢esce javlja kod starijih zivotinja.

4. Tezina klinicke slike, duljina i ishod lije€enja parvoviroze pasa ne ovisi o podtipu

virusa.
5. Cijepljenje zasti¢uje pse od infekcije i novim CPV-2c podtipom.

6. Psi koji razviju klinicku sliku, koja upucuje na parvovirozu, zahtijevaju agresivan

pristup lije€enju neovisno o cjepnom statusu.
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8. SAZETAK

UTJECAJ PODTIPA PSECEG PARVOVIRUSA 2 NA KLINICKU SLIKU, TIEK I ISHOD
LIJECENJA

Parvovirusna infekcija pasa prvi puta je opisana krajem proslog stoljeca, a danas je jedna od
najvaznijih zaraznih bolesti u ove vrste. Izrazita sklonost mutacijama dovodi do pojave novih
sojeva koji istiskuju starije u populaciji pasa.

Za ovo istrazivanje sakupljeno je 1 obradeno ukupno 78 uzoraka fecesa i obrisaka rektuma
pasa zaprimljenih na Kliniku za zarazne bolesti Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s

klinikom Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Navedeno uzorkovanje i prikupljanje
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podataka o zivotinjama ukljucivalo je razdoblje od 1. sijecnja 2019. do 1. prosinca 2020. Sve
zivotinje, odnosno psi pokazivali su znakove akutnog gastroenteritisa. Dostupni podaci o
nacionalu, anamnezi, kliniCkom pregledu te tijeku i ishodu lijecenja koriSteni su u svrhu
statistiCke obrade. Metodom lan¢ane reakcije polimeraze u uzorcima fecesa ili obriscima
rektuma dokazivana je prisutnost pseceg parvovirusa-2.

Nakon odredivanja nukleotidnog slijeda umnozenih odsjecaka virusnog genoma ustanovljena
je prisutnost sva tri poznata podtipa CPV-2 virusa, a najzastupljeniji su podtipovi CPV-2c
(53,85%) i CPV-2a (35,9%). Iz dodatnih anamnestickih podataka bilo je vidljivo da se podtip
CPV-2c ¢esce javlja kod pasa iz azila. Isti podtip se javlja ceSce u Stenadi, dok se preostala
dva javljaju ¢esce u starijih zivotinja. Tezina klinicke slike, tijek i ishod lije¢enja ne ovise o
podtipu virusa. Cijepljenje daje zastitu pasa neovisno o podtipu virusa. Psi koji razviju
klini¢ku sliku, koja upucuje na parvovirozu, zahtjevaju agresivan pristup lije€enju neovisno o

cjepnom statusu.

KLJUCNE RIJECI: parvovirusna infekcija pasa, anamnesti¢ki podaci, podtip CPV-2,

klinicki slika, imunoprofilaksa

9. SUMMARY

INFLUENCE OF DOG PARVOVIRUS SUBTYPE 2 ON THE CLINICAL PICTURE,
COURSE AND OUTCOME OF TREATMENT

Parvovirus infection in dogs was first described at the end of the previous century. Due to the
high rate of mutations, new subtypes often emerge and become dominant in the dog
population. For this research, a total of 78 faeces and rectal swabs of dogs were collected and
processed at the Clinic for Infectious Diseases of the Department of Microbiology and
Infectious Diseases with the Clinic of the Faculty of Veterinary Medicine, University of
Zagreb. This sampling and collection of data on animals included the period from 1 January

2019 to 1 December 2020. All animals and dogs showed signs of acute gastroenteritis. Data
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on nationality, medical history, clinical examination, and course and outcome of treatment
were used for statistical analysis. The presence of canine parvovirus-2 was demonstrated by a

polymerase chain reaction in faecal samples or rectal swabs.

After determining the nucleotide sequence of the amplified segments of the viral genome, the
presence of all three known subtypes of the CPV-2 virus was established, and the most
common subtypes are CPV-2c (53.85%) and CPV-2a (35.9%). Additional anamnestic data
showed that the CPV-2c subtype was more common in shelter dogs. The same subtype is
more commonly responsible for infections in puppies, while the other two are common in

older dogs.

Assessment of the clinical picture, course and outcome of disease showed that there was no
significant difference between individual virus subtypes. Immunoprophylaxis gives the same
level of protection for all three subtypes. Finally, parvovirosis demands aggressive therapy

regardless of the vaccinal status.

KEYWORDS: canine parvovirus infection, anamnestic data, CPV-2 subtype, clinical picture,

immunoprophylaxis
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