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SAZETAK

GENSKA TIPIZACIJA KRPELJA | PATOGENA PRENOSIVIH KRPELJIMA
NA PODRUCJU REPUBLIKE HRVATSKE

Krpelji se nakon komaraca smatraju najvaznijim bioloskim vektorima uzro¢nika
bolesti u svijetu. Dosadasnja podjela se temeljila na identifikaciji vrsta temeljem
specificnih morfoloskih obiljezja. Ucestalija primjena molekularnih metoda dovela je
do promjena u sistematizacija, ali i do dokaza novih patogena u krpeljima, Zivotinjama i
ljudima.

Kako bi se utvrdio znacaj, vektorski potencijal 1 raznolikost krpelja na podrucju
RH istrazivanje je provedeno na 509 arhivskih prethodno morfoloski determiniranih
krpelja. Krpelji su pojedinacno analizirani sekvenciranjem odsjecka 16S rRNA gena. U
svakog pojedinacnog krpelja istrazena je prisutnost patogena iz rodova Babesia,
Theileria, Anaplasma, Ehrlichia, Hepatozoon, Mycoplasma, Borrelia, Rickettsia,
Francisella i Coxiella, te je provedeno mapiranje krpelja i dokazanih patogena.

Sekvenciranjem je dokazano Sest vrsta krpelja iz roda Ixodes: I. gibbosus, 1.
canisuga, I. kaiseri, 1. ventalloi, 1. hexagonus i I. ricinus. Unutar vrsta I. hexagonus i I.
ricinus su dokazana tri i 24 razli¢ita genotipa. Rod Dermacentor je bio zastupljen sa
dvije vrste, D. marginatus i D. reticulatus. Unutar roda Rhipicephalus dokazana je vrsta
R. bursa i skupina R. sanguineus sensu lato (s.l.), sa Cetiri razli¢ita genotipa. Tri skupine
sekvenci tri genotipa su bile slicne sekvencama R. turanicus, a ¢etvrta R. sanguineus
sensu stricto (s.s.). Hyalomma margintum je bila jedina vrsta roda Hyalomma, dok su
unutar roda Haemaphysalis dokazane: H. parva, H. inermis i H. concinna.

Vrste iz rodova Babesia i Theileria su dokazane u 6,3% i 6,1% krpelja. Rod Babesia je
bio zastupljen s osam skupina sekvenci koje su odgovarale B. canis, B. vulpes, B.
microti, B. venatorum, Babesia sp. ,,Badger type A” i ,,Badger type B”, B. ovis, Babesia
cf. crassa i Babesia sp ,,tavsan®. Unutar roda Theileria dokazane su Cetiri vrste: T. ovis,
T. orientalis (buffeli/sergenti), T. equi i T. capreoli. U 18% krpelja su dokazane
proteobakterije iz porodice Anaplasmataceae: Anaplasma capra, A. phagocytophilum,
Ehrlichia canis, Ehrlichia sp., ,,Candidatus Neoehrlichia lotoris i endosimbionti

Wolbachia sp. i Midichloria mitochondrii. Anaplasma capra je dokazana u R. bursa, te



R.turanicus 2 i R. turanicus 3, a E. canis u R. bursa. Tri vrste iz roda Hepatozoon su
sekvenciranjem dokazane u 6,1% krpelja: H. canis, H. felis i Hepatozoon ,,Badger
type“. Pet vrsta iz roda Rickettsia, R. slovaca, R. raoultii, R. aeschlimannii, R. massiliae
i R. monacensis su dokazane u 11,7% krpelja. U R. turanicus 3 s PeljeSca dokazana je
Francisella tularensis subsp. holartica, dok je endosimbiont , Francisella-slican*
dokazan u 1,5% D.reticulatus i D. marginatus. Na podru¢ju kontinentalne Hrvatske u
genotipovima I. ricinus su dokazane Borrelia afzelii i B. valaisiana u 1,9% i 0,8%
krpelja. Istrazivanjem nisu dokazane bakterije iz roda Mycoplasma i vrsta Coxiella
burnetii. Ovo istrazivanje predstavlja prvo opsezno istrazivanje krpelja i patogena u

krpeljima u Hrvatskoj.

Kljuéne rijec¢i: krpelji, patogeni, 16S rRNA, PCR, sekvenciranje, mapiranje, Hrvatska
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Ticks are obligate hematophagous ectoparasites of mammals, birds, amphibians and
reptiles, and currently are after mosquitoes considered as most important biological vectors of
pathogens in the world.Overall 920 species of ticks have been described so far, classified
within three families (Ixodidae, Argasidae and Nuttalliellidae), among which Ixodidae (hard
ticks) represents the most important family. About 10% of known tick species can transmit
various pathogens such as viruses, rickettsiae, bacteria and parasites. With development of
molecular methods, a new species, strains or genetic variants of pathogens/microorganisms,
are being detected in ticks worldwide, and the spectrum of potential tick transmitted
pathogens affecting domestic animals and humans that can cause disease important not only
in veterinary medicine but also within public health aspects, continues to increase.

Current classification of ticks was based on species identification according to morphological
features, but frequent use of molecular methods has led to changes in systematization. For
example, sequence analysis of 12S rRNA gene, classified the genus Boophilus in the genus
Rhipicephalus, while analysis of 12S rRNA, 16S rRNA and COX1showed that Rhipicephalus

sanguineus is considered a complex group (sensu lato) and includes at least 17 related species.



So far in Croatia, studies based on morphological determination of ticks have described 21
tick species grouped within five genera, while molecular studies are scarce. The first genetic
study on ticks within R. sanguineus complex showed presence of two genetic lines
Rhipicephalus sp. phylogenetically classified in group Il with subgroups Rhipicephalus sp. lla
and Rhipicephalus sp. Ilb. Within the genus Ixodes, two species of ticks, I. canisugaand I.
hexagonus have been confirmed. Numerous studies in Croatia focused on detection of of tick
transmitted pathogens in animals, while studies on pathogens in tick, and even tick species

present in Croatia are lacking.

The aim of the study was to investigate tick species present in Croatia based on
sequencing of 16S rRNA gene fragment and to compare results with results of morphological
determination. Furthermore, to investigate pathogens in individual ticks in order to obtain
more precise data on ticks and pathogens in ticks they may carry for the first time in Croatia
and to compare detected pathogens with tick “genetic” lines. One of the aims was to visualize

ticks and detected pathogens by mapping, as well.

The study was carried out on 509 archived morphologically identified ticks. Ticks
from different locations were collected from domestic and wild animals, dogs, cats, humans
and environment during period of 2014 to 2017. DNA was extracted manually from each tick
and analyzed individually based on PCR amplification of 16S rRNA gene fragment. All
extracted DNA from each tick was screened for presence of Babesia, Theileria, Anaplasma,
Ehrlichia, Hepatozoon, Mycoplasma, Borrelia, Rickettsia, Francisella and Coxiella DNA
using conventional PCR and subsequent sequencing. Amplified products were analysed using
capillary electrophoresis, purified with ExoSAP-IT® PCR Clean-Up Reagent kitand sequenced
in both directions in Macrogen Europe. Sequences were assembled using.Lasergene®
software, edited with Seqman™, and compared with available squences in GenBank"using
the BLAST®. Obtained results were visualised by mapping with QGIS® software.

In the current study we have detected 15 tick species belonging to five genera.
Genus Ixodes (31,2%; 159/509) was the most representative genus with six species: l.ricinus,
I. canisuga, I. hexagonus, I. gibbosus, I. kaiseri and 1. ventalloi. Ixodes gibbosus, 1. kaiseri
and I. ventalloi were confirmed molecularly for the first time in Croatia. The number of
species is not surprising, because previous studies morphologically described eight species in

Croatia.



Out of the five known species in Europe, three species from subgenus Pholeoixodes, I.
canisuga, I. hexagonus, and 1. kaiseri were detected in this study. Presence of I. kaiseri from
red fox in the continental region represents the first confirmation of species in Croatia, but
also one of the rarest findings in Europe. So far has been detected from foxes and dogs from
Germany, Romania, Hungary and Serbia.

Ixodes canisuga (4,5%; 23/509) ticks were geographically limited to continental
Croatia, and as other species from subgenus Pholeoixodes, werecollected from red foxes,
except one tick from environment.Sequences were identical to sequences from other
European countries, including neighboring countries such as Serbia, Bosnia and Herzegovina
and Hungary.

The last species, 1. hexagonus (3,7%, 19/509) was detected in all regions, except Istria.
Unlike I. canisuga, sequence analysis showed presence of three different groups of sequences
grouped within three isolates I. hexagonus 1, I. hexagonus 2 and |. hexagonus 3. Sequences
showed up to two nucleotide differences from each other and shared 99% similarity. Ixodes
hexagonus 1 dominated in all areas and was present in southern Adriatic (Mljet). In central
Adriatic, it appeared together with I. hexagonus 2, while in the continental region with 1.
hexagonus 2 and I. hexagonus 3. Detection of I. hexagonus in central and southern Adriatic
represents the first finding of tick species in the coastal region. Sequences of I. hexagonus 1
and I. hexagonus 3 were identical to sequences from European countries, while I. hexagonus 2
with the same sequences shared a slightly lower similarity of 99,7%.

One of the interesting findings represent genetic confirmation of 1. ventalloi (1,2%;
6/509) from european hares from Vir. Besides its first molecular confirmation in Croatia,
represents the first finding in Southeastern Europe. Current study confirmed presence of I.
gibbosus (0,8%, 4/509) in Croatia. So far has been described only on Bra¢, therefore its
finding on sheeps from Cres, Rab and Pag indicates its possible presence in other coastal
areas.Sequences shared 99% similarity with sequences from Turkey and Greece.

Sequencing confirmed 24 different groups of sequences of I. ricinus (20,8%; 106/509),
similar to other European studies, for the first time in Croatia. Sequences shared 98%
similarity and differed up to two nucleotides. Genotypes were geographically located in
continental region, besides two ticks from Gorski kotar and central Adriatic. Ticks were
mostly collected from the environment, but also from canids and wild ruminants, except for
one tick collected from humans. The most frequent isolate was 1. ricinus 1 (71,7%; 76/106),
followed by 1. ricinus 7 (4,7%; 5/106), I. ricinus 6 (2,8%; 3/106) and I ricinus 3 (1,9%;

2/106). The remaining 20 genotypes were detected each in one tick. Sequences of I. ricinus 1,



I. ricinus 7, 1. ricinus 15, I. ricinus 16 and I. ricinus 20 were identical to I. ricinus sequences

in Europe, while sequences of 19 isolates showed similarity from 98% to 99%.

Dermacentor reticulatus is considered as tick species which has the fastest expansion
throughout Europe, and whose southern limits have not been determined precisely. This study
confirmed its presence in all investigated areas, besides Istria and southern Adriatic.
Confirmation of tick in northern (Senj, mouflon) and central Adriatic (Vir, european hare)
represents the southernmost finding of the species in Croatia. All 16S rRNA sequences were
identical and shared 99% to 100% similarity with D. reticulatus sequences from Europe.
Another member of genus, D. marginatus has been detected southwards, on Hvar from wild

boarand throughout continental Croatia.

Rhipicephalus bursa and R. sanguineus sensu lato (s.l.) were confirmed within genus
Rhipicephalus. Rhipicephalus bursa (11,2%; 57/509) was present in almost entire coastal
area. In continental region was collected from foxes in Zagreb and Daruvar and from sheep
from Slunj, which represents its first confirmation outside coastal area and evidence of its
spreading from south to north. Sequences shared 99% similarity with sequences of R.
bursafrom Europe, such as Turkey, France and Spain.

One third of the ticks belonged to the Rhipicephalus sanguineus s.l. (32,2%; 164/509).
Group of 149 sequences belonged to the R. turanicus. Differences within sequences varied up
to three nucleotides and were classified into three groups: R. turanicus 1, R. turanicus 2 and
R. turanicus 3. The most frequent isolate R. turanicus 3 was found in central and southern
Adriatic, but also in Zagreb area. Confirmation of R. turanicus in Zagreb from fox is the first
description of species in continental Croatia. Remaining two genotypes have been confirmed
throughout central and southern Adriatic, as well. Sequences were identical to the sequences
of R. turanicus from Turkey and R.turanicus found on Murter.

Fourth group of sequences (9,1%; 15/164) shared similarity of 94% with the other sequences
and corresponded to the sequences of R.sanguineus s.s. Rhipicephalus sanguineus s.s. was
collected only from dogs from the northern (Rovinj, Premantura) and central Adriatic (Zadar,
Obrovac Sinjski, Hvar), and in continental region (Zagreb, Vinkovci). Sequences were

identical to sequences of Rhipicephalus sanguineus from dogs from Serbia and Croatia.



Hyalomma marginatum (6,9%; 35/509) was the only species from the genus
Hyalomma. Ticks were present in coastal region and collected mainly from cows, then horses,
goats, donkeys and dogs. Sequences were identical to each other but also to other sequences
from Europe but at the same time shared 99,7% similarity with the 16S rDNA sequences of

Hy. rufipes from Afrika and Hy. turanicum from Irak.

For the first time in Croatia three species from Haemaphysalis genus were confirmed:
H. parva (1,5%; 8/509), H. inermis (1,2%; 6/509) and H. concinna (0,4%; 2/509). Ticks from
eastern Croatia were collected from the environment, except H. concinna from foxes (Pozega)
and H. inermis from foxes and horses (Jastrebarsko, Zadar). Sequences of H. concinna were
identical with sequences from Hungary, while sequences of H. inermis and H. concinna

shared 99,5% similarity with sequences from Australia and Turkey.

Members from family Anaplasmataceae were the most commonly detected
microorganisms occuring in 18% (92/509) of ticks. Sequencing revealed several species of
anaplasma Anaplasma capra, A. phagocytophilum, Ehrlichia canis, Ehrlichia sp.,
“Candidatus Neoehrlichia lotoris” and endosymbionts Wolbachia sp. and Midichloria
mitochondrii. The most significant finding is the detection of DNA of A. capra and E. canis
for the first time in Croatia. Zoonotic A. capra was detected in 5,1% of ticks belonging to R.
bursa, R. turanicus, D. marginatus and H. inermis. Ticks from Rhipicephalus genus were
present in central and southern Adriatic (sheeps, goats), while D. marginatus and H. inermis
in continental Croatia (sheep, fox). DNA of Ehrlichia canis was detected in 0,4% of R. bursa

from sheep and goats from central Adriatic.

Piroplasms (12,4%; 63/509) were the second most common group of pathogens
detected in 12,4% of ticks in this study. Sequencing showed almost equal prevalence of
Babesia spp. (6,3%) and Theileria spp. (6,1%). Babesia genus included eight group of
sequences corresponding to B. canis, B. vulpes, B. microti, B. venatorum, Babesia sp. “Badger
type A” and “Badger type B”, B. ovis, Babesia cf. crassa and Babesia sp. "tavsan". Babesia
canis represents well known piroplasm in dogs from Croatia. Sequencing revealed two
genotypes of B. canis, B. canis 1 (1,9%) and B. canis 2 (0,4%). Babesia canis DNA was
detected in D. reticulatus (fox, brown bear, dog) as expected, but also in D. marginatus (dog,

human), R. bursa (goat, cattle), R. turanicus (goat), I. hexagonus (fox) and I. ricinus (fox).



Zoonotic babesia B. venatorum and B. microti were detected in I. ricinus from foxes and
environmentin continental Croatia.

Within the genus Theileria, four species have been detected: T. ovis, T. orientalis
(buffeli/ sergenti), T. equi and T. capreoli. The most common species T. ovis was detected in
3,5% of ticks: R. turanicus (sheep), D. reticulatus (foxes), R. bursa (cow, sheep), Hy.
marginatum (dog) and I. ricinus (red deer). Pathogen was more abundant in central and
southern Adriatic. Theileria orientalis (buffeli/sergenti) was detected in 1,9% of ticks: D.
reticulatus, D. marginatus and |. gibbosus. Pathogen was geographically limited to
continental Croatia, with the southernmost finding in D. reticulatus from Otocac and I.
gibbosus from Cres. Theileria capreoli was so far confirmed in grey wolves but and dogs in
Croatia, but never in ticks. Detection in one D. marginatus from environment represents its

first detection in ticks in Europe.

Three species of genus Hepatozoon were confirmed in 6,1% of ticks: H. canis, H. felis
and Hepatozoon ,,Badger type". Sequence analysis showed two different H. canis genotypes,
H. canis 1 and H. canis 2. Both genotypes were geographically limited to continental region,
except one H. canis 1 detected in R. sanguineus s.s. from central Adriatic (Medvida).
Pathogen was detected in ticks collected from foxes (I. hexagonus, I. ricinus, I. canisuga, D.
reticulatus, horse (I. ricinus), environment (I. ricinus) and in two ticks from dogs, I. ricinus
and R. sanguineus s.s. Rhipicephalus turanicus 3 from cats from Dugi otok was found to
harbour DNA of H. felis (0,4%).

Five species from Rickettsia genus were detected in 11,7% of ticks namely: R.
slovaca, R. raoultii, R. aeschlimannii, R. massiliae and R. monacensis. The causative agents
of TIBOLA syndrome R. slovaca and R. raoultii have been detected in 0,9% and 4,7% of
ticks. Rickettsia slovaca DNA was found in D. reticulatus (fox, mouflon) from northern
Adriatic and D. marginatus (human, cattle, sheep) from continental Croatia. Rickettsia
raoultii was expectedly frequentin D. reticulatus collected from various animal species and
environment. Besides D. reticulatus, rickettsia DNA was present in D. marginatus and H.
parva from environment in continental region.So far, DNA of zoonotic rickettsia from spotted
fever group R.aeschlimannii was detected in Split and Sinj area. This study confirmed its
DNA in Hy. marginatum throughout coastal area. Rickettsia DNA was also present in R.

turanicus from southern Adriatic. Rickettsia massiliae was detected in 2,4% R. turanicus ticks



from domestic ruminants from southern Adriatic. Rickettsia monacensis (0,9%) was detected

in 1. ricinus from continental region and in Hy. marginatum from Sinj.

Francisella tularensis (0,2%) was detected in one R. turanicus 3 from Peljesac.
Sequence was identical to F. tularensis subsp. holartica from D. marginatus (BIH, Portugal),
H. concinna (Hungary), 1. ricinus (Germany, Serbia) and european hare (Spain). In 1,5% of
D. reticulatus (golden jackal, wild boar, horse, fox, environment) and D. marginatus (human)
from continental Croatia sequences were identical to ,,Francisella-like* endosymbiont from
D. reticulatus collected from environment in Poland.

Borrelia burgdorferi s.I. DNA was detected in 2,7% ticks. Sequencing revealed higher
prevalence of B. afzelii (1,9%) than B. valaisiana (0,8%). Similar to previous studies, both
species have been detected in various genotypes of I. ricinus in continental Croatia. Most
ticks were collected from environment, except two ticks from dog and fox. Bacteria from

Mycoplasma genus, as well as Coxiella burnetti were not detected.

This study is one of the most comprehensive studies on genetic diversity of ticks
collected from different species of domestic and wild animals, dogs, cats, humans, and the
environment, not only in Croatia but also in Europe, which includes comparison of
morphological determination and genotyping of 16S rDNA gene fragment. Sequencing of 16S
rRNA and comparison with the BLAST® has shown to be the most suitable method for
detecting tick species and at the same time the analyzed gene is sufficiently heterogeneous to
enable the differentiation of potential genotypes within the species. This study confirmed
presence of D. reticulatus, D. marginatus, 1. ricinus, I. hexagonus, 1. canisuga, R. bursa, R.
turanicus sensu lato, R. sanguineus sensu strico, Hy. marginatum, but for the first time
species such as I. gibbosus, I. kaiseri, 1. ventalloi, H. concinna, H. inermis and H. parva, have
been confirmed molecularly. The genetic approach showed genetic diversity within the
population of I. ricinus and R. turanicus in Croatia, and also the presence of at least two
species within the R. sanguineus sensu lato complex. The systematic approach in detection of
tick transmitted pathogens in individual ticks showed presence on numerous pathogens,
important not only in veterinary medicine but also within public health aspects. This research

contributed to the knowledge of tick species, their distribution and tick transmitted pathogens.

Key words: ticks, pathogens, 16S rRNA, PCR, sequencing, mapping, Croatia



POPIS KORISTENIH KRATICA I ZNAKOVA

KRATICA ZNACENJE

BiH Bosna i Hercegovina

BLAST Basic Local Alignment Search Tool, engl.

pb parova baza (base pairs, engl.)

CO; ugljikéni dioksid

°C Stupnjeva Celzija

cytB citokrom b (cytocrome b, engl.)

DNK deoksiribonukleinska kiselina

ECDC Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (European Centre for
Disease control and prevention, engl.)

GPS Global Positioning System, engl.

groESL Chaperone protein encoding gene, engl.

gltA Citrate synthase encoding gene, engl.

HRZZ Hrvatska zaklada za znanost

HVI Hrvatski veterinarski institut

HzJZ Hrvatski zavod za javno zdravstvo

Hz herca

IGS Intergenic spacer region, engl.

IS1111 Transposon-like repetitive region, engl.

ITS1 Internal transcribed spacer 1, engl.

ITS2 Internal transcribed spacer 2, engl.

min minuta

mMtDNK Mitohondrijska deoksiribonukleinska kiselina

NCBI National Center for Biotechology Information, engl.

Osp Outer membrane surface proteins, engl.

OspA Outer membrane surface protein A, engl.

OspC Outer membrane surface protein C, engl.

PCR lan¢ana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction, engl.)

QGIS Open Source Geographic Information System, engl.

RH Republika Hrvatska

rOmpA Outer membrane protein A, engl.

rRNK ribosomska ribonukleinska kiselina



s.l.

S.S.

SAD
Salp15
sek
SENILAT
SFG

sin.
TIBOLA
VLSe

12S rRNK
16S rRNK
18S rRNK

sensu lato

sensu stricto

Sjedinjene Americke Drzave

Secreted salivary protein 15, engl.
sekunda

Scalp eschar neck lymphadenopathy, engl.
Spotted fever group, engl.

sinonim

Tick-borne lymphadenopathy, engl.
Variable major proteine like sequence, epressed, engl.
12S ribosomalna RNA

16S ribosomalna RNA

18S ribosomalna RNA
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1. UvOD



Krpelji su obligatni hematofagni ektoparaziti sisavaca, ptica, gmazova i
vodozemaca, nakon komaraca se smatraju najvaznijim vektorima uzroc¢nika bolesti prenosivih
na domace i divlje Zivotinje, kuéne ljubimce i ljude (DANTAS-TORRES i sur., 2012.). Do
danas je opisano Cak 920 vrsta krpelja, svrstanih u tri porodice (Ixodidae, Argasidae i
Nuttalliellidae ), medu kojima su Ixodidae (krpelji Sikare) najznacajnija i najbrojnija porodica
(BARKER i MURRELL, 2008.). Oko 10% od trenutno poznatih 920 vrsta krpelja prenosi
razlicite vrste patogena poput virusa, rikecija, bakterija, protozoa i helminata (JONGEAN i
UILENBERG, 2004.).

Podjela krpelja se tradicionalno temeljila na morfoloskoj identifikaciji vrsta, no
ucestala primjena molekularnih metoda dovodi do ucestalijih promjena sistematizacije. Tako
je na primjer rod Boophilus analizom nukleotidnih sljedova 12S rRNA (BEATI i KEIRANS,
2001.) svrstan u rod Rhipicephalus, a analizom 12S rRNA, 16S rRNA i COX1 gena dokazano
je da Rhipicephalus sanguineus ¢ini sloZzenu grupu krpelja (sensu lato) koja ukljucuje barem
17 srodnih vrsta (DANTAS-TORRES i sur., 2013.).

U dosadasnjim istrazivanjima na podru¢ju Republike Hrvatske (RH) morfoloskom
determinacijom opisano je pet rodova i 21 vrsta krpelja unutar porodice Ixodidae (KRCMAR,
2012.) dok su molekularna istrazivanja oskudna. Prvim genskim istrazivanjem krpelja unutar
kompleksa R. sanguineus dokazane su dvije genetske linije Rhipicephalus sp. koje su
filogentski razvrstane u skupinu 11 sa podskupinama Rhipicephalus sp. lla i Rhipicephalus sp.
Ilb (HORNOK i sur., 2017a.). Unutar roda Ixodes sekvencioniranjem odsjecaka 16S rRNA i
COX1 gena potvrdene su jo$ dvije vrste I. canisuga i I. hexagonus (HORNOK i sur., 2017b.).

Patogeni su specijalizirani samo za pojedine vrste krpelja §to ujedno odreduje njihov
vektorski potencijal. Redovita primjena molekularnih metoda, omogucila je otkrivanje novih
uzro¢nika bolesti u vektorima, zivotinjama i ljudima, poput Borrelia myamotoii i
,,Candidatus Neoehrlichia mikurensis“ (SILAGHI i sur., 2016.; CUTLER i sur., 2019.). U
posljednjih nekoliko godina takoder su otkriveni novi patogeni Kkoji Se povezuju sa
slu¢ajevima mediteranske pjegave groznice u ljudi, poput Rickettsia massillae, R. monacensis
i R. aeschlimannii (PAROLA i sur., 2013.).

Najznacajnije krpeljima prenosive bolesti ljudi u Europi su krpeljni encefalitis
uzrokovan istoimenim virusom, borelioza uzrokovana bakterijama iz kompleksa Borrelia
burgdorferi sensu lato (s.l.), te krimsko-kongoanska hemoragijska groznica uzrokovana
virusima iz roda Nairovirus (porodica Bunyaviridae). Uzroc¢nici borelioze i krpeljnog
encefalitisa dominiraju na podrucju kontinentalne Hrvatske (TIJSSE-KLASEN i sur., 2013a.),

dok uzro¢nik krimsko-kongoanske hemoragijske groznice nije dokazan bez obzira na
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prisutnost vektora Hyalomma marginatum na podrucju priobalja (BECK i sur., 2016b.).
Krpeljima prenosive rikecioze su zoonoze uzrokovane bakterijama iz roda Rickettsia
(PAROLA i sur., 2013.). U RH su u ljudi dokazane R. conori i R. monacensis (TIJSSE-
KLASEN i sur., 2013b.; DZELALIJA i sur., 2016.), a u krpelja R. aeschlimanni, R.
monacensis, R. masillag, R. slovaca, R. helvetica, R. raoulti i R. hoogstraalii sp. nov. (DUH i
sur., 2006., 2010.; DZELALIJA i sur., 2016.).

Na podrucju RH provedena su istrazivanja o ucestalosti patogena prenosivih krpeljima
u zivotinja. U pasa su osim Babesia canis dokazane piroplazme poput B. vogeli, B. vulpes, B.
gibsoni, Theileria equi (BECK 1i sur., 2009.). Piroplazme su dokazivane u domacih i divljih
zivotinja, poput B. cabali i T. equi u konja (GOTIC, 2015.); B. vulpes i T. capreoli u lisica
(DEZDEK i sur., 2010.); B. canis i T. capreoli u vukova (BECK i sur., 2017a.); T. capreoli,
B. venatorum, B. divergens i genotip slican B. divergens u divljih cervida (PINTUR, 2012a.);
te B. microtti u Sumskih glodavaca (BECK i sur., 2010a.). Uzro¢nik granulomatozne
anaplazmoze ljudi i zivotinja, te uzro¢nik infektivne ciklicke trombocitopenije pasa, A.
phagocytophilum i A. platys su u pasa dokazane sa ucestalosti od 0,3% i 2,5% (HUBER i sur.,
2017.). Anaplasma phagocytophilum je dokazana i u konja (GOTIC i sur., 2017.), divljih
prezivaca, Sumskih glodavaca, te lisica (BECK i sur., 2016a.). Anaplasma marginale, A. bovis
I A. centrale, uzro¢nici anaplazmoze goveda su dokazani u goveda, lisica i divljih prezivaca
(BECK i sur., 2016a.; JURKOVIC i sur., 2020.). Od pripadnika roda Ehrlichia genski je
dokazana samo Ehrlichia sp. u divokoze i srne (BECK i sur., 2016a.), a postojanje E. canis je
upitno jer unato& dokazu protutijela u pasa (MRLJAK i sur., 2017.; JURKOVIC i sur.,
2019a.), uzrocnik nije potvrden molekularnim metodama (HUBER 1 sur., 2017.).

Vecina istrazivanja u RH temeljena je na ucestalosti krpeljno-prenosivih patogena u
Zivotinja, dok je vrlo malo dostupnih podataka o prisutnosti patogena u krpelja i samim
vrstama krpelja na podru¢ju RH. Cilj ovoga rada je istraziti vrste krpelja na podru¢ju RH
sekvenciranjem odsjecaka 16S rRNA gena, te usporediti dobivene rezultate sa rezultatima
morfoloske determinacije. Nadalje, u pojedina¢nim krpeljima istraziti prisutnost patogena
kako bi po prvi puta u RH imali to¢ne podatke o krpeljima 1 patogenima koje nose, usporediti
dokazane patogene s genskom ,linijjom™ krpelja i u konacnici provesti mapiranje krpelja i

dokazanih patogena na podruc¢ju RH.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA



2.1. SISTEMATIZACIJA KRPELJA

Krpelji su obligatni hematofagni ektoparaziti koji pripadaju koljenu ¢lankonozaca
(Arthropoda), razredu paucnjaka (Arachnida) i redu grinja (Acarina).

Do danas je opisano, prema posljednoj objavljenoj sistemtizaciji, priblizno 920 vrsta
krpelja svrstanih u tri porodice i to Ixodidae (krpelji Sikare), Argasidae (krpelji nastambi) i
Nuttalliellidae (BARKER i MURRELL, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.).
Najznacajnija i najveca porodica Ixodidae ukljucuje priblizno 720 vrsta unutar 14 rodova od
kojih su najznacajniji: Ixodes (249 vrsta), Haemaphysalis (166 vrsta), Amblyomma (143
vrste), Rhipicephalus (82 vrste), Dermacentor (36 vrste) i Hyalomma (27 vrsta) (BARKER i
MURRELL, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.; NCBI, 2020.). Porodica Argasidae
sadrzava oko 193 vrsta svrstanih u pet rodova: Argas, Antricola, Carios, Ornithodoros i
Otobius (BARKER i MURRELL, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.; NCBI, 2020.).
Porodica Nuttalliellidae zastupljena je sa svega jednim rodom Nuttalliella i jednom vrstom
krpelja N. namaqua koja je do sada dokazana na podru¢ju Tanzanije i juzne Afrike
(BARKER i MURRELL, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.; MANS i sur., 2011.).

Podjela krpelja se tradicionalno temeljila na morfoloskim karakteristikama
(CAPORALE i sur., 1995.; GUGLIELMONE i sur., 2006.) pojedinih vrsta. U vrsta koje
posjeduju sli¢na morfoloska obiljezja, kao primjerice vrste unutar R. sanguineus s.l. skupine
(DANTAS-TORRES i sur., 2013.; NAVA i sur., 2018.; BAKKES i sur., 2020.) morfoloska
determinacija moze biti pogresna (ESTRADA-PENA i sur., 2017b.).

Genska istrazivanja krpelja su znatno pridonijela novim podjelama u sistematizaciji i
otkrivanju novih vrsta, a istovremeno omogucuju razumijevanje biologije vektora i patogena
koje prenose (ARAYA-ANCHETTA i sur., 2015.). Najces¢e primjenjivani molekularni
markeri koji se koriste za gensku karakterizaciju krpelja i filogenetska istrazivanja su
mitohondrijski geni poput COX1 i COX2 (citokrom ¢ oksidaza, cytochrome ¢ oxidase, engl.),
16S rRNA, 12S rRNA i Cyt B (citokrom b, cytochrome b, engl.) i nuklearni poput 18S rDNA,
te ITS1 i ITS2 regija (internal transcribed spacer, engl.) (DANTAS-TORRES i sur., 2013,;
LV i sur., 2014a., 2014b.; ARAYA-ANCHETTA i sur., 2015.; HORNOK i sur., 2017a.,
2017b.; NOUREDDINE i sur., 2011.; NAVA i sur., 2018.; BAKKES i sur., 2020.).

Prvo filogenetsko istrazivanje u kojemu je primijenjen pristup analiziranja sekvenci
su proveli BLACK 1 PIESMAN 1994. godine. Zakljuc¢ili su da sekvenciranje mitohondrijske

16S rRNA predstavlja u¢inkovitu metodu za razlikovanje rodova i vrsta, te da postoje razli¢ite



sekvencijske varijante unutar samih populacija krpelja. Takoder su potvrdili osnovnu
filogentsku podjelu krpelja HOOGSTRAALA i AESCHLIMANNA (1982.) koja se temljila
na specifi¢nim morfoloskim obiljeZjima, zemljopisnoj proSirenosti, razvojnom ciklusu krpelja
1 njihovim nositeljima. Isto tako su zakljucili da je potrebno provoditi daljnja molekularna
istrazivanja sekvenciranjem sa ciljem detaljnog poznavanja populacija krpelja. WESSON i
sur., (1993.) su godinu dana ranije proveli sekvenciranje ITS1 i ITS2 regije tri razli¢e vrste
unutar Ixodes ricinus kompleksa u SAD-u. Zaklju¢uju da vrste Ixodes dammani i I. scapularis
predstavljaju istu vrstu i istovremeno razli¢itu od vrste I. pacificus. Primijetili su da postoje
genske razli¢itosti populacija ovisne o podru¢jima uzorkovanja i da I. dammani ne postoji kao
vrsta. Kasnija genska istrazivanja krpelja i poznavanje vrsta su izuzetno znacajna za

razumijevanje vektorskog znacaja pojedinih vrsta krpelja.

lako postoje nesuglasice vezane uz sistematizaciju pojedinih vrsta unutar porodica
Ixodidae i Argasidae (ESTRADA-PENA i sur., 2010.; GUGLIELMONE i sur., 2010.), prema
trenutnoj sistematizaciji ,,National Center for Biotechnology Information® (NCBI),
predstavnici porodica Ixodidae, Argasidae i Nuttalliellidae sistematizirani su na slijedeci

nadin;

Carstvo: ANIMALIA
Koljeno: ARTHROPODA
Potkoljeno: CHELICERATA
Razred: ARACHNIDA
Podrazred: ACARINA
Nadred: PARASITIFORMES
Red: IXODIDA
Nadporodica: IXODOIDEA
Porodica: ARGASIDAE (Koch, 1844.)
Rod: ANTRICOLA (Mcintosh, 1935.)
Rod: ARGAS (Latreille, 1795.)
Rod: NOTHOASPIS (Keirans& Clifford, 1975.)
Rod: ORNITHODOROS (Koch, 1844.)
Rod: OTOBIUS (Banks, 1912.)
Porodica: IXODIDAE (Koch, 1844.)
Rod: AMBLYOMMA (Koch, 1844.)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Rod: ARCHAEOCROTON(Dumbleton, 1943)
Rod: BOTHRIOCROTON (Kierans& King &Sharrad, 1994.)
Rod: HAEMAPHYSALIS (Koch, 1844.)
Rod: HYALOMMA (Koch, 1844.)
Rod: NOSOMMA (Shulze, 1919.)
Rod: IXODES (Latreille, 1795.)
Rod: DERMACENTOR (Koch, 1844.)
Rod: RHIPICENTOR (Nuttall & Warburton, 1908.)
Rod: RHIPICEPHALUS (Koch, 1844.)
Podrod: BOOPHILUS
Podrod: RHIPICEPHALUS
Rod:ROBERTSICUS (Price, 1959)
Porodica: NUTTALLIELLIDAE (Shulze, 1935.)
Rod: NUTTALLIELLA (Bedford, 1931.)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=2599315&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=2599314&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

2.2. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE KRPELJA IZ PORODICE IXODIDAE

Tijelo krpelja sastavljeno je od prednjeg dijela na kojem se nalaze usni organi
(gnathostoma) i ovalnog, straznjeg dijela (idiosoma) na kojemu se nalaze noge, spolni, analni
I stigmalni otvori (Slika 1.).

Velic¢ina krpelja, ovisno o vrsti, razvojnom stadiju, spolu i stupnju nasisanosti iznosi
od nekoliko mm do 4 cm. Nenasisani krpelji imaju ovalno dorzoventralno spljosteno tijelo,
dok su nasisani jajoliki ili okrugli. Boja tijela moze biti zuta, smeda ili tamno-smeda, te
sivkasta do crvenkasta u nasisanih krpelja. Hitinski skelet pripadnika rodova Dermacentor i
Amblyomma je viSebojan, §to ih morfoloski razlikuje od ostalih rodova unutar porodice

Ixodidae (ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.) (Slika 2.).

auricula
palp

hypostome

basis capituli

porose area

genital

dorsal shield aperture

(scutum)

spiraculan
plate

festoons

ANLIS

Slika 1. Shematski prikaz grade krpelja Sikare (fam. Ixodidae)
(Izvor: MATHISON i PRITT, 2014.).

Gnatosomu sacinjavaju ovratnik (basis capituli) i usni aparat (glavica, capitulum) koji
se sastoji od para helicera, hipostoma (rila) i para Cetverolanih palpi (Slika 2.). Krpelji iz
rodova Ixodes, Hyalomma i Amblyomma imaju dugacak usni aparat, dok je kod krpelja iz

rodova Dermacentor, Rhipicephalus, Hyalomma i Haemaphysalis kraéi (Slika 3.).



Hipostom je srediSnja cjevasta struktura usnog aparata smjestena ispod helicera (Slika 2.).
Prekrivena je zubi¢ima (kukicama), koje su rasporedene u pravilnim poduznim redovima (od

2 do 6) usmjerenim prema tijelu krpelja (ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.).

Slika 3. Jednobojan hitinski skelet i dugi usni aparat Zenke krpelja Ixodes ricinus (lijevo);

visebojan hitinski skelet i kratak usni aparat zenke Dermacentor reticulatus (desno)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).



Ovratnik predstavlja ¢vrstu hitinoznu kapsulu koja je ispunjena misi¢ima palpi,
aparatom za gutanje, kroz koju prolaze osnove helicera, zdrijelo i1 slinski kanali. Oblik
ovratnika moze biti heksagonalan, trapeziodan, pravokutan ili trokutast i specifiCan je za
pojedine rodove. Pravokutan ovratnik imaju krpelji iz rodova Dermacentor, Haemaphysalis i
Ixodes, dok krpelji iz roda Rhipicephalus imaju heksagonalan ovratnik (Slika 4.) (ESTRADA-
PENA i sur., 2004., 2017a.).

Slika 4. Heksagonalan ovratnik krpelja iz roda Rhipicephalus

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Na dorzalnoj povrsini straznjeg dijela ovratnika mogu se na¢i kornue (cornua), a na
ventralnoj povrsini lateralne izboc¢ine (auriculae) (Slika 5.). Prisutstvo ili odsutstvo, te duljina
kornua i/ili aurikula ima vaznu ulogu prilikom morfoloske determinacije vrsta iz roda
Dermacentor i Ixodes (ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.).

U Zenki se dorzalno nalaze parna Supljikava podrucja (area porosa), razli¢itog oblika (ovalan,
okrugao, krugkast, trokutast) (Slika 6.) (ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.). Area porosa
luce antioksidativne tvari koje sprjeCavaju razgradnju zaStinog voStanog sekreta kojeg
izlu¢uje Geneov organ (smjeSten dorzalno, izmedu skutuma i glave) prilikom polaganja jaja
(NICHOLSON i sur., 2019.).
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Slika 5. Izrazene kornue (crvene strelice, lijevo) i aurikule (zuta strelica, desno) krpelja Ixodes

accuminatus (lzvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Slika 6. Trokutaste (lijevo, Ixodes ricinus) i ovalne (desno, Dermacentor marginatus) area

porosa (lzvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Glavno obiljezje krpelja Sikare (Ixodidae) je tvrdi hitinski §tit smjeSten na dorzalnoj
strani idiosome. Kod Zenki, li¢inki 1 nimfi §tit od tvrdog hitina prekriva samo dio dorzalne
povrsine tijela (scutum), dok je preostali dio tijela pokriven mekanim, rastezljivim hitinom
(alloscutum) koji se povecava prilikom uzimanja krvnog obroka (Slika 1.). Citava dorzalna
povrsina tijela muzjaka prekrivena je tvrdim hitinom koji se naziva konskutum (conscutum)
(ESTRADA-PENA i sur., 2004.; 2017a.).

Lateralno na skutumu/konskutumu kod krpelja iz rodova Dermacentor, Rhipicephalus,
Hyalomma i Amblyomma su smjestene oc¢i, dok kod rodova Ixodes i Haemaphysalis nisu
prisutne. Na lednom S§titu se mogu uociti cervikalne brazde smjestene medijalno prema sredini
skutuma i lateralne brazde. PovrSina lednog S$tita muZzjaka i zenki Cesto je prekrivena
punktacijama, razli¢ite gustoce ili veli¢ine. lako mogu biti prisutne u vecine krpelja, najbitnije
su za razlikovanja vrsta unutar rodova Haemaphysalis i Rhipicephalus (ESTRADA-PENA i
sur., 2004., 2017a.).

Na straznjem rubu idiosome u muzjaka i zenki se nalazi do 11 izbocina (festuna)
(Slika 1.). Izrazeni su kod vrsta iz rodova Amblyomma, Dermacentor, Hyalomma,
Haemaphysalis i Rhipicephalus, dok kod vrsta iz roda Ixodes nedostaju (ESTRADA-PENA i
sur., 2004., 2017a.).

Disni (stigmalni) otvori su smjeSteni lateralno iza ¢etvrtog para koksi (coxa V)
okruzeni plocicama (peritremae) koje mogu biti okrugle, ovalne, poput zareza, sa ili bez
dlagica (Slika 1., Slika 7.) (ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.).

Slika 7. Dis$ni otvori okruzeni peritremama

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Na ventralnoj povrS$ini idiosome nalaze se analni i spolni otvor, analne brazde te analni
stitovi/ploce u muzjaka nekih rodova (Slika 1.).

Spolni otvor je smjeSten u prednjoj trecini tijela samo u odraslih oblika dok u li¢inki 1
nimfi nije prisutan. Ima izgled poprec¢ne pukotine i obi¢no se u nenasisanih krpelja nalazi u
ravnini drugog para koksi, osim u krpelja iz roda Ixodes kod kojih je smjesten u ravnini treceg
ili Cetvrtog para. Prekriven je hitinskom plo¢icom, a s prednje strane je ogranic¢en brazdom.
Spolni otvor u Zenki formiraju dvije lateralne usne koje mogu imati izgled uskog ili Sirokog
slova ,,U* ili ,,V*, dok sam otvor moze biti ravan, udubljen ili ispupcen i koriste se prilikom
determinacije Zenki rodova Dermacentor, Rhipicephalus i Hyalomma (ESTRADA-PENA i
sur., 2004., 2017a.).

Analni otvor je smjeSten u straznjoj trecini tijela i omeden je sa prednje ili straZnje
strane analnom brazdom. Analna brazda je u vecine krpelja smjestena sa straznje, dok je

jedino u krpelja iz roda Ixodes smjestena sa prednje strane analnog otvora (Slika 8.).

Slika 8. Spolni otvor (crna strelica), analna brazda (Zuta strelica)

i analni otvor (crvena strelica) krpelja Ixodes ricinus

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Muzjaci na ventralnoj strani idiosome mogu imati razlicito rasporedene sklerotizirane
stitove. U muzjaka iz roda Ixodes izgledaju poput ravnih plo¢a, ima ih 7 (1 pregenitalna, 1
medijalna, 2 adanalne, 2 epimeralne, 1 analna) i prekrivaju cijelu ventralnu povrSinu idiosome
(Slika 9.). Ventralni Stitovi su u muzjaka iz rodova Rhipicephalus i Hyalomma su vidno
izboCeni 1 formiraju adanalne (2), akcesorne (2) i subanalne (2 ili 4) ploce (Slika 9.), dok u
muzjaka rodova Dermacentor i Haemaphysalis nisu izrazeni (ESTRADA-PENA i sur., 2004.,
2017a.).

Slika 9. Ventralne plo¢e muzjaka Ixodes ricinus (lijevo) i Hyalommamarginatum (desno)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Noge krpelja sastoje se od 6 ¢lanaka: prvi uz tijelo je koksa (coxa), zatim trohanter
(trochanter), femur (femur), genu (genu), tibija (tibia) i posljednji tarzus (tarsus). Li¢inke
imaju tri, dok nimfe i adulti imaju Cetiri para nogu. Krpelji iz rodova Amblyomma i
Hyalomma jedini imaju $arene noge (Slika 10.).

Koksa je spojena sa tijelom, a na njoj mogu biti jedan ili dva trnovita Siljka. Prvi par
koksi se obicno razlikuje po izgledu i broju Siljaka. Na prvoj koksi u krpelja iz roda
Haemaphysalis prisutan je jedan, dok su dva S$iljka prisutna u rodova Dermacentor,
Hyalomma i Rhipicephalus. Vecina vrsta iz roda Ixodes na prvoj koksi ima jedan $iljak,

medutim u nekih vrsta mogu biti prisutna dva §iljka ili pak u potpunosti nedostajati. Trohanter
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je manji, cilindri¢an i prvi pokretni ¢lanak nogu. U vrsta iz roda Haemaphysalis na trohanteru
moze biti prisutan mali trnoviti Siljak.

Na dorzalnoj povrsini tarzusa prvog para nogu nalazi se osjetni organ, tzv. Hallerov
organ. Na zavrSetku tarzusa nalazi se jastuCi¢ za prianjanje (pulvillum) te 2 kandze

(ESTRADA-PENA i sur., 2004., 2017a.).

Slika 10. Sarene noge krpelja Hyalomma marginatum

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Unutarnji organi krpelja su smjeSteni u cirkuliraju¢oj hemolimfi, koja predstavlja
vodeni medij bogat solima, aminokiselinama, proteinima i hemocitima. Jednostavno srce je
smjesteno dorzalno u srednjem dijelu tijela (NICHOLSON 1 sur., 2019.). Probavni sustav
krpelja sastoji se od usnog otvora koji pocinje u rilu, slinskih Zlijezda, zdrijela, kratkog
jednjaka i crijeva koji se dijele na zeludac, tanko i straznje crijevo (NICHOLSON 1 sur.,
2019.). Zeludac ima nekoliko bo¢nih slijepih ogranaka koji preuzimaju znatnu koli¢inu
usisane krvi.

Parne slinske zlijezde su grozdaste, Zuto bijele boje, razmjestene bo¢no unutar tijela
krpelja, izmedu rila i stigmalnih otvora. Sastoje se od mnogobrojnih okruglastih mjehuri¢a od
kojih polaze tanke izvodne cijevi koje se ulijevaju u zajednicki slinski kanal, koji zavr§ava u
rilu (NICHOLSON i sur., 2019.).
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Ekskretorni sustav krpelja sastoji se od tzv. Malpigijevih cjev¢ica koje se izlijevaju u
srednji dio crijeva i rektalni mjehur. Respiratorni sustav se sastoji od traheja, koje u vidu
tankih cjevcica prolaze kroz kozu i1 bo¢ne dijelove tijela i zavrSavaju stigmalnim otvorima.
Zivéani sustav se sastoji od mozga, dva Zdrijelna i niza ventralnih ganglija (NICHOLSON i
sur., 2019.).

Reproduktivni organi muzjaka sastoje se od sjemenika, sjemenovoda, spolnog otvora i
akcesornih spolnih Zlijezda. Od njihovog sekreta formira se specijalna vrecica (spermatofora)
u kojoj se nalaze spermatozoidi. Spolni sustav Zenke sastoje se od ovarija, jajovoda, uterusa,

vagine, spolne zlijezde, Geneovog organa i spolnog otvora (NICHOLSON i sur., 2019.).
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2.3.  BIOLOSKE KARAKTERISTIKE KRPELJA IZ PORODICE IXODIDAE

2.3.1. Razvoj krpelja

Razvoj krpelja porodice Ixodidae je slozen i ukljucujetri stadija: li¢inka (larva), nimfa i
adult (muzjak i Zenka) (Slika 11.).

Krpelji trebaju jednog, dva ili tri nositelja, te se dijele na monoksene, diksene ili triksene
(ESTRADA-PENAisur., 2004.). Monokseni krpelji poput Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus citav razvoj zavr$avaju na jednom nositelju na kojemu se svi stadiji hrane |
presvlace, a oplodena i nasisana zenka otpusta na tlo da bi polozila jaja. Dikseni krpelji,
primjerice R. bursa i Hy. marginatum trebaju dva nositelja. Li¢inke se hrane i presvlace u
nimfe na jednom nositelju, nakon hranjenja se nimfe otpustaju na tlo gdje se presvlace u
adulte koji se prihva¢aju na drugog nositelja gdje se hrane i pare (ESTRADA-PENAisur.,
2004., 2017a.). Tre¢a i najbrojnija skupina su trikseni krpelji koji za potpuni razvoj
parazitiraju na tri razli¢ita nositelja. Svaki razvojni stadij se nakon hranjenja otpusta, da bi se
na tlu presvukao u idu¢i stadij. Karakteristican je za krpelje iz rodova Ixodes, Dermacentor,
Haemaphysalis i za neke vrste iz rodova Rhipicephalus (R. sanguineus s.l.) i Hyalomma (Hy.
lusitanicum) (ESTRADA-PENA.isur., 2004., 2017a.).

Slika 11. Prikaz razvojnih stadija krpelja (li¢inka (a), nimfa dorzalno (b), nimfa
ventralno(c) i zenka (d)) (Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Prije parenja, Zenke se hrane 5 do 20 dana povecavajuéi svoju veli¢inu 100 do 120
puta. Nakon parenja na nositelju, oplodene i nasisane zenke se otpustaju na tlo 1 traze
tamna, zaSticena mjesta sa dovoljno vlage za polaganje jaja najc¢esce ispod suhog lis¢a, pri
korijenu grmlja i drugog raslinja te u pukotinama u zemlji ili gnijezdima glodavaca. Jaja
polazu 10 do 15 dana nakon otpustanja te potom ugibaju (ESTRADA-PENA i sur., 2004.).
Prilikom polaganja jaja vaznu ulogu ima Geneov organ koji izluCuje zastitni vosStani sekret i
prekriva povrsinu jaja povecavajuci njihovu otpornost na uvjete okoliSa. Osim Sto osigurava
zaStitu jaja od vlage i temperature, posjeduje i antimikrobna svojstva (XAVIER i sur., 2019.).
Broj polozenih jaja varira ovisno o vrsti krpelja od 1.500 do 20.000 (ESTRADA-PENA i sur.,
2004.). Tako na primjer zenke R. sanguineus mogu poloziti od 1.500 do 4.000 (DANTAS-
TORRES i sur., 2013.), a zenke D. reticulatus od 3.000 do 7.200 jaja (FOLDVARI i sur.,
2016.).

Razvoj li¢inki unutar jaja prosjecno traje oko 10 dana, Sto ovisi o vrsti krpelja i
uvjetima okoliSa, a ponajvise o toplini i vlazi. Iz jaja izlazi li¢inka koja se nakon hranjenja
krvlju presvla¢i u nimfu. Embrioniranje jaja R. sanguineus s.l. moze trajati 6 do 23 dana.
Razvoj (presvlacenje) od li¢inke nakn Sto izade iz jaja do nimfe 5 do 15 dana, a nimfi do
adultnog stadija od 9 do 47 dana (DANTAS-TORRES, 2008.). Licinke se hrane 3 do 7 dana,
animfe 4 do 10 dana. Po zavrSetku hranjenja volumen tijela li¢inki i nimfi se poveéava 10 do
20 puta. Konac¢no, nimfa se presvlaci u muzjake i zenke (adulti) (Slika 11.) (ESTRADA-
PENA i sur., 2004.).

Trajanje razvojnog ciklusa ovisi o okoliSnim ¢imbenicima (temperatura, relativna
vlaznost, duljina dana), prisutnosti nositelja i vrsti krpelja (DANTAS-TORRES i sur., 2013.,
MEDLOCK i sur., 2013.). Razvoj monoksenih krpelja (R. annulatus) traje krace od 2 mjeseca
(ESTRADA-PENAIsur., 2017a.). Razvoj diksenih krpelja moZe trajati 73 do 97 dana kod Hy.
marginatum ili ¢ak do godine dana kod R. bursa (ESTRADA-PENAisur., 2017a.). Trikseni
krpelj, R. sanguineus s.l. ima razvoj kraci od 6 mjeseci (63 do 91 dan) (DANTAS-TORRES,
2008.), dok razvoj I. ricinus, D. reticulatus ili H. punctata traje od 1 do 3 godine
(FOLDVARIisur., 2016.; ESTRADA-PENAisur., 2017a.; SPRONGisur., 2018.).

Krpelji imaju ograni¢enu sposobnost kretanja, ovisno o vrsti. Vrste iz rodova Hyalomma i
Amblyomma su aktivni lovci, dok vrste iz rodova Ixodes, Dermacentor i Haemaphysalis
uglavnom ¢&ekaju nositelja na vr$nim dijelovima vegetacije (ESTRADA-PENA i sur., 2004.;
DANTAS-TORRES, 2010.). Vaznu ulogu ima tzv. Hallerov organ (osjetni organ), pomocu
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kojeg osjete promjenu koncentracije ugljicnog dioksida (CO>) ili amonijaka u okolini (dah
i/ili mokraca nositelja), toplinsko zracenje ili pak kretanje nositelja kroz obliznu vegetaciju.

Nakon pronalaska nositelja krpelji traze odgovaraju¢e mjesto za prihvacanje, najéesce
na podrucju glave (usi, njuska), podbradka, aksile (pazuh), ingvinalnog (prepone, mlijecna
zlijezda) ili interdigitalnog podrucja. Kozu nositelja zarezu pomocu helicera i hipostoma, pri
¢emu dolazi do osteéenja tkiva, kapilara i stvaranja hranidbene lezije (Slika 12.) (ESTRADA-
PENA i sur., 2004.). Krpelji iz rodova Hyalomma i Amblyomma zbog duljine hipostoma
uzrokuju znacajnija oStecenja u odnosu na vrste iz roda Rhipicephalus (JONGEJAN i
UILENBERG, 2004.).

Ucvrscéuju se izlu€ivanjem tzv.“cementne® tvari koja se skrucuje i prodire kroz prvi
sloj epidermisa (stratum corneum) (SZAZBO i sur., 1999.). Hranjenje zapoginje inokulacijem
sline kojom se osim prijenosa mikroogranizama, izlucuju brojne farmakoloski aktivne tvari
poput anestetika, vazodilatatora, antikoagulansa, inhibitora agregacije trombocita,
antihistaminika ili inhibitora sustava komplementa. Na ovaj nacin inhibiraju koagulaciju krvi,
upalne i imunoloske reakcije organizma nositelja, te omoguéavaju uspjesno hranjenje. Zenke
vrsta iz rodova Ixodes i Dermacentor slinom mogu izlucivati neurotoksin koji uzrokuje

krpeljnu paralizu (SIMO i sur., 2017.).

cheliceral

epidermis i
feeding lesion copllitary

dermis

Slika 12. Hranjenje zenke krpelja iz porodice Ixodidae
(Izvor: ESTRADA-PENA i sur., 2004.).
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2.3.2. Prijenos patogena

Krpelji mogu prenijeti razlicite vrste virusa, rikecija, bakterija i parazita te uzrokovati
razvoj bolesti u primljivog nositelja. Poznato je da oko 10% od 920 do danas opisanih vrsta
krpelja prenose patogene na zivotinje i ljude (JONGEAN i UILENBERG, 2004.; BARKER i
MURRELL, 2008.). Postoji specijaliziranost patogena za pojedine vrste krpelja $to ujedno
odreduje njihov vektorski potencijal, a posljedica je evolucijske prilagodbe vektora i

patogena, a ne slucajnosti.

Mikroorganizmi se izmedu razvojnih stadija krpelja prenose transstadijski. Svaki

razvojni stadij krpelja moZe unijeti i prenijeti mikroorganizme Koji Se U njima umnaZzaju na
novi stadij i/ili nosioca. Osim transtadijskog prijenosa, mogu se prenositi i transovarijski ili
zajednickim bliskim hranjenjem na istom nosiocu (,,co-feeding®, engl.). ,,Co-feeding“ je
poseban nacin prijenosa patogena izmedu krpelja prilikom zajednickog bliskog hranjenja
inficiranih li¢inki i neinficiranih nimfi na istom nosiocu. Posebice je znafajan za prijenos
virusa Kkrpeljnog encefalitisa krpeljima vrste Ixodes ricinus (LABUDA i sur., 1993,
HAVLIKOVA i sur., 2013.).

Transovarijski prijenos je rjedi i omogucava dugotrajnije odrzavanje mikroorganizama unutar
populacije krpelja i njihov prijenos bez ponovnog hranjenja na inficiranoj Zivotinji
(CHAUVIN i sur., 2009.; PANTCHEV i sur., 2015.). Dokazan je kod vecine vrsta iz roda
Babesia (CHAUVIN i sur., 2009.; BONNET i sur., 2007.; SOLANO-GALLEGO i BANETH,
2011.), rikecija kao R. conori, R. raoultii i R. helvetica (SPRONG i sur., 2009,
SOCOLOVSCHI i sur., 2009.; PAROLA i sur., 2013.), B. burgdorferi s.I. (ROLLENDisur.,
2013.; VAN DUIJVENDIJK i sur., 2016.) i virusa krpeljnog encefalitisa (DANIELOVA i
sur., 2002.).

Gotovo se svi mikroorganizmi prenose slinom krpelja prilikom hranjenja krvlju, osim
vrsta iz roda Hepatozoon koji se prenose ingestijom krpelja s invazijskim stadijima. Jedan od
dobro istrazenih primjera predstavlja prijenos vrste H. canis krpeljem R. sanguineus s.l. u
pasa (BANETH, 2011.).

Prijenos s krpelja na Zrtvu ovisi ponajprije o vrsti samog patogena. Virus krpeljnog
encefalitisa se prenosi u trenutku prihvacanja, dok je ostalim patogenima potrebno od
nekoliko sati do nekoliko dana. Babesia canis se prenosi unutar 48 do 72 sata, medutim

pokusno je dokazan mehanicki prijenos unutar 8 do 24 sata muzjacima koji su prethodno

20



zapoceli hranjenje i presli na novu zrtvu (VARLOUD 1 sur., 2018.). Isto tako uzro¢nik
monocitne erlihioze pasa Ehrlichia canis se moze adultima (zenkama i muZjacima)
Rhipicephalus sanguineus prenijeti ve¢ unutar 3 sata od pocetka hranjenja (FOURIE i sur.,
2013.).

Ucinkovitost prijenosa ovisi 1 o brzini razvoja imunoloskog odgovora nositelja i
sposobnosti patogena da izbjegne imunoloSku reakciju organizma. Mehanizam uspjesnog
izbjegavanja imunoloSkog odgovora je najbolje objaSnjen kod bakterija iz kompleksa B.
burgdorferi s.1.. Borelije sadrze razlicite vrste membranskih proteina (Osp, outer membrane
surface proteins, engl.). U crijevima krpelja je klju¢an protein OspA (outer membrane surface
protein A, engl.) pomoc¢u kojeg se vezu za receptore stani¢ne stijenke. Prilikom uzimanja
krvnog obroka potaknute krvlju migrigraju u slinske Zlijezde. Unutar 36 do 48 sati poCinju
izlu¢ivati OspC (outer membrane surface protein C, engl.) koji se veze za proteine slinske
zlijezde i inducira proizvodnju proteina Salp15 (secreted salivary proteins, engl.) (KENEDY i
sur., 2012.; SIMO i sur., 2015.). Zajedno s VLSe proteinom (Variable major proteine like
sequenceexpressed, engl.) $titi borelije jer inhibiraju imunoloSki odgovor nositelja
(PANTCHEV i sur., 2015.; SIMO i sur., 2015.).

Povisena temperatura okoliSa ubrzava metabolizam iskracuje Zivot krpelja sto dovodi do
povecanog intenzitet hranjenja na nositeljima i moguénost prijenosa patogena (DANTAS-
TORRES i sur., 2013.; MEDLOCK i sur., 2013.).

Patogeni se mogu prenositi 1 bez prihvacanja ili ingestije krpelja. Dokazan je
transplacentarni prijenos B. gibsoni (FUKUMOTO i sur., 2005.), te prijenos direktnim
kontaktom izmedu pasa ugriznim ranama, posebice u borbenih pasa (pitbul, tosa inu)
(JEFFERIES i sur., 2007.; YEAGLEY i sur., 2009.). Dokazan je i prijenos transfuzijom krvi
B. canis i B. gibsoni (STEGEMAN i sur., 2003.).
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2.4. PROSIRENOST I VEKTORSKI ZNACAJ NAJZNACAJNIJIH RODOVA
PORODICE IXODIDAE

Porodica Ixodidae ukljucuje priblizno 720 vrsta unutar 14 rodova od kojih su na
podru¢ju Europe najznacajniji: Ixodes (249 vrsta), Haemaphysalis (166 vrsta), Amblyomma
(143 wvrste), Rhipicephalus (82 vrste), Dermacentor (36 vrsta) i Hyalomma (27 vrsta)
(BARKER i MURRELL, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.).

Prve studije o poznavanju krpelja porodice Ixodidae na podru¢ju RH je proveo
OSWALD prije gotovo 80 godina (1940., 1941a., 1941b.), dok je KRCMAR 2012. godine u
preglednom radu dao cjelovit popis pet rodova i 21 vrste krpelja unutar porodice Ixodidae do
sada opisanih u RH. Najrasprostranjeniji rod ¢ine krpelji iz roda Ixodes sa osam opisanih
vrsta, potom Harmaphysalis sa Sest, Rhipicephalus sa ¢etiri, dok su rodovi Dermacentor i

Hyalomma zastupljeni sa po dvije vrste (KRCMAR, 2012.).

2.4.1. Rod Ixodes

2.4.1.1. ProSirenost i vrste krpelja iz roda Ixodes

Krpelji iz roda Ixodes predstavljaju najbrojniji rod unutar porodice Ixodidae sa
opisanih 249 vrsta koje su grupirane u devet podredova (BARKER i MURRELL, 2008.;
GUGLIELMONE i sur., 2010.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.). U Tablici 1. je zbirni prikaz

proSirenosti 23 vrste dokazane na podruc¢ju Europe.

Najistrazivaniji i najrasprostranjeniji krpelj 1xodes ricinus je vektor najznacajnijih
uzro¢nika u Europi, lajmske bolesti 1 krpeljnog encefalitisa (PETNEY 1 sur., 2012.; ECDC,
2019a.). Rasprostranjen je diljem cijele Europe, od Velike Britanije do Turske na istoku,
juzne Finske na sjeveru te juzne Italije na jugu. Na podrucju sjevero-istocne Europe (Finska,
Estonija, Latvija, Litva) se preklapa s distribucijom srodne vrste I. persulcatus (Slika 13.).
Istrazivanja koja su proveli MATERNA i sur. (2008.), JORE i sur., (2011.) i MEDLOCK i
sur., (2013.) ukazuju na $irenje I. ricinus prema sjeveru, a u Skandinavskim zemljama na vise

nadmorske visine u planinskim podrucjima.
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Slika 13. Prosirenost I. ricinus na podruc¢ju Europe (Izvor: ECDC, 2019a.).

U istrazivanjima temeljenim na morfoloskoj determinaciji u Hrvatskoj je opisano
osam vrsta krpelja roda Ixodes: 1. ricinus, I. hexagonus, |. gibbosus, I. frontalis, I.
vespertilionis, 1. trianguliceps ,I. arboricola i I. canisuga (RIJPKEMA i sur., 1996.; PUNDA-
POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003., 2008.; BECK i sur., 2010b., 2016b.; KRCMAR i sur.,
2012., 2014., 2019.; PINTUR i sur., 2012b.; TIJSSE-KLASEN i sur., 2013a.; JEMERSIC i
sur., 2014.). U Tablici 2. je prikazana prosirenost morfoloski determiniranih vrsta roda Ixodes

I njihovih nositelja.
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Tablica 1. Vrste krpelja iz roda Ixodes opisane na podruc¢ju Europe.
(Preuzeto iz: PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.).

VRSTA v &
PODVRSTA KRPELJA VRSTA ZIVOTINJE PROSIRENOST
I ricinus Vecina 2ivl(_)tinj skih vrsta, Europa
judi
Oveca, govedo, konj, pas,
I. persulcatus jelen, Covjek, ptice, mali sjeveroisto¢na Europa
glodavci
I. gibbosus Gove(é(i)\,ll(}i\lﬁg,plig i?‘ pas, juzna (Italija) i jugoistona (Gréka, Turska) Europa
I. ventalloi Zec, is, hslljcljaij ez, macka, Engleska, Francuska, Spanjolska, Portugal, Italija
Ixodes | acuminatus Mali glodavci, lisice, Engleska, Belgija, Italija, Madarska, Portugal,
' jazavac, kuna, Covjek Spanjolska, Rumunjska, Bugarska, Francuska
zapadna (Engleska, Francuska), sredisnja (Ceska,
1. apronophorus Mali glodavci, ptice, Njemadka, Svicarska, Poljska, Madarska, Austrija
' lisice, divlje svinje Slovacka,), sjeverna (Latvija) i jugoisto¢na Europa
(Rumunjska, Moldavija, Ukrajina, Bugarska)
A - Spanjolska, Portugal, Njemacka, Austrija,
I. inopinatus Lisica Rumunjska
1. laguri Mali glodavci, jez, mali Austrija, Bugarska, Estonija, Madarska, Latvija,
) mesojedi Litva, Moldavija, Rumunjska, Slovacka, Ukrajina
Jez, lisica, tvor, kuna
I. hexagonus bjelica, pas, macka, ovca, zapadna, srednja, jugoistocna i juzna Europa
konj
Lisica, jazavac, kuna zapadna (Francuska, Engleska, Nizozemska),
I. canisuga bjelica, tvor, srednja (Svicarska, Madarska Austrija), juzna
pas, macka, ovca (Spanjolska) i jugoistoéna (Rumunjska) Europa
zapadna (Engleska, Francuska, Belgija,), sredi§nja
(Njemacka, Nizozemska, Austrija, Ceska, Poljska
|. arboricola Ptice Slovagka, Svicarska, Madarska), sjeverna (Finska,
Pholeoixodes Danska, Norveska, Svedska, ) juzna (Italija),
isto¢na (Rusija) i jugoisto¢na (Rumunjska) Europa
I. crenulatus LISIC?’JaZ?\’aC’JeZ’ Poljska, Rumunjska, Bugarska
Cagalj,pas
zapadna (Irska, Engleska, Francuska, Belgija,
| lividus Ptice Nizozemska), srediSnja (Njemacka, Madarska,
' Slovenija, Ceska), sjeverna (Danska, Norveska,
Svedska) i jugoistoéna (Rumunjska, Bugarska)
| Lo N . Francuska, Svicarska, Njemacka, Austrija,
. rugicolis Kune, pas, macka, lisica . .
Poljska, Rumunjska
I. kaiseri Lisice, psi Njemacka, Madarska, Rumunjska, Srbija, Malta
zapadna (Engleska, Francuska, Belgija,
Nvizozemska,), sredis$nja (Njemaéka, Madarska,
Trichotoixodes I. frontalis Ptice, jazavci, kune CeSka, Slovacka, Poljska Svicarska, austrija),

sjeverna (Danskg, Norveska, Svedska, Finska),
juzna (Italija, Spanjolska, Portual,), istocna
(Rusija, Ukrajina) i jugoisto¢na (Srbija, Bugarska)

I. vespertilionis Sigmisi Europa (osim Finske i Svedske)
sredi$nja (Njemacka, Poljska, Ceska, Madarska,
Eschatocephalus I. simplex Sigmisi Slovacka), juzna (Portugal, Spanjolska) i
jugoistocna (Grcka, Rumunjska, Srbija, Bugarska)
I. ariadnae Sismisi Madarska, Njemacka, Belgija

Exopalpiger

I. trianguliceps

Glodavci, jez, voluharice

zapadna (Engleska, Francuska, Nizozemska, ),
sredi$nja (Njemacka, Poljska, Austrija, Svicarska,
Cetka, Madarska), sjeverna (Danska, Svedska,
Norveska, Finska), juzna (Italija, gpanjolska,) i
jugoistocna (Bugarska, Rumunjska) Europa

Ceratixodes l. uriae Ptice Engleska, Island, Francuska, Norveska, Finska

Scaphixodes . calgdonicus Pt?ce Francuska, Svicarska, Njemacka, Poljs&(a, Danska
l. unicavatus Ptice Engleska, Francuska, Nizozemska, Svedska

Multidentatus I. rothschildi Ptice Francuska, Engleska
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Tablica 2.

Vrste krpelja iz roda Ixodes morfoloski determinirane na podrucju Hrvatske.

VRSTA 5
KRPELJA VRSTA ZIVOTINJE LOKACIJA PRIKUPLJANJA REFERENCA
I. arboricola Kos Zagreb KRCMAR, 2012.
I. frontalis Kuna bjelica; kugara Velebit, Zagreb; Dubrovnik KRCMAR, 2012.
1. gibbosus Ovca, okoli§ Brac KRCMAR, 2012.
Konj, govedo Dugo Selo, Zagreb
JeZ, kuna zlatica Velika Kapela; Dugo Selo KRCMAR, 2012.
Pas Dakovo
I. hexagonus Okolis, jez Lug, Zmajevac KRCMAR, 2019.
Lisica Zagrebacka, Varazdvlnska,. _Krapmsko- JEMERSC i sur., 2014,
Zagorska zupanija
Lisica Jastrebarsko HORNOK i sur., 2017a.
Oveca, Koza, govedo, Pula, Cres, Losinj, Zac_jar, Split, Brac, KRCMAR, 2012.
konj, magarac Dubrovnik
Konj Vinkovci, Vukovar, Otok KRCMAR, 2019.
Ovca Pag BECK i sur., 2016b.
Krska gusterica Rovinj, Unije
Tovarjez, Lakal, Kaversada, Figarola, KRCMAR. 2012.
Primorska gusterica Banjol, Sveti Ivan, Velika Sestrica, Pisulj, ’
Zeca, Susak, Oruda, Skolji¢, Sveti Petar
Zagreb, Dugo Selo, Struzec, Petrinja, v
Stara Ves, Mikleus KRCMAR, 2012.
Zagreb, Cakovec, Slavonski Brod, RIJPKEMA i sur., 1996.;
Okoli$ Haljevo, B. Manastir, Lug, Sv. Purad, BECK i sur., 2010b.;
Draz, Zmajevac, P. Moslavina, Spacva, TIJSSE-KLASEN i sur.,
Tompojevci, Topoline, ondravlje, Podolje, 2013a.; KRCMAR i sur.,
V. Kopanica, Koska, Ceminac, ,Erdut 2014., 2019.
Kuna E}itllizz; kuna Zagreb; Haljevo, Spacva, KRCMAR, 2012., 2019.
. . Velika Kapela, Vratovo, Plitvice, -
Mali glodavei Vukomeric¢ke Gorice, Kozjak KRCMAR, 2012.
. Dugo Selo, Dekanovec, Nedelisée KRCMAR, 2012.
Srna obi¢na 2 - -
o Gorski kotar (Lipov vrh) PINTUR i sur., 2012b.
I. ricinus

Jelen obi¢ni

Haljevo, Beli Manastir, Spac¢va, Sotin,
Podravska Moslavina, Podravlje

KRCMAR, 2019.

Obi¢ni Skanjac

Dubrovnik

Svraka; svilorepa

Stara Ves, Bacinska jezera

Slavuj, kos; drozd

Biograd (Vrana), Metkovi¢

KRCMAR, 2012.

Macka

Zmajevac, Vinkovci, Otok, Donji
Andrijevci, Lug, Vukovar, Erdut,
Orahovica, Bilje, Piskorevci, Popovac

KRCMAR, 2012., 2019.

Pas

Dakovo, Sungerski Lug, Mikleus

KRCMAR, 2012.

Haljevo, Beli Manastir, Zmajevac,
Grabovac, Lug, D. Andrijevci, Vukovar,
Vinkovci, Sotin, Orahovica, Lovas,
Kunjevci, Otok, Vrbanja, P. Moslavina

KRCMAR i sur., 2014.,
2019.

Covjek

Zmajevac

KRCMAR, 2012.

Mali sumski glodavci

Velebit, Ucka, Gorski kotar, Velika
Kapela, Plitvice, Krizevci Medvednica,
Vukomericke gorice

KRCMAR, 2012.

Varazdinska, Krapinsko-Zagorska,
Zagrebacka, GradZagreb, Bjelovarsko-

JEMERSIC i sur., 2014.;

Lisica Blvlog_orska, Slvsackvo- - KRCMAR, 2019,
moslavackaiKarlovacka zupanija;
Haljevo, Spacva, Lug
I. vespertilionis Sigmis Dubrovnik, Cres KRCMAR, 2012.

I. canisuga

Okoli$, jazavac, lisica

Mitrovac, Vukovar; Jastrebarsko

KRCMAR, 2019;
HORNOK i sur., 2017a.

Sumska voluharica

I. trianguliceps

Rijeka, Ucka, Lika, Velebit, Split,
Medvednica, Krizevci

KRCMAR, 2012.
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2.4.1.2. Genska istrazivanja krpelja iz roda Ixodes

Do danas je provedeno nekoliko genskih istrazivanja krpelja iz roda Ixodes. Genetsku
raznolikost najrasprostranjenijeg krpelja I. ricinus istrazivali su XU i sur., (2003.), CASATI i
sur., (2008.), NOUREDDINE i sur., (2011.), ROED i sur., (2016.) i VIKSE i sur.,(2020.).

XU isur., (2003.) smatraju da se radi o sloZzenoj vrsti Ixodes ricinus kompleks koja se
sastoji od 15 blisko povezanih vrsta rasprostranjenih u razli¢itim dijelovima svijeta sa gotovo
identi¢nim morfoloskim obiljezjima i vektorskim kapacitetom.

Istrazivanje CASATIJA i sur., (2008.) se temeljilo na sekvenciranju viSe mitohondrijskih
gena poput Cyt B, 12S rDNA, COI, COIl i visoko polimorfnoj kontrolnoj regiji (CR) 26
krpelja I. ricinus prikupljenih u Sest europskih zemalja. Autori su pokazali postojanje niske
genetske varijacije u svih pet mtDNA (mitochondrial DNA, engl.) sekvenci i da ne postoji
korelacija izmedu identificiranih haplotipova sa njihovim zemljopisnim podrijetlom.
NOUREDDINE i sur., (2011.) su istrazivali genetske razlike izmedu populacija I. ricinus u
Euroaziji i sjevernoj Africi analizom dva mitohondrijska i Cetiri jezgrina gena. Zakljucili su
da postoji veliki broj razli¢itih haplotipova u Europi s vrlo niskom nukleotidnom razlikom.
Uodcili su da su sli¢ne razlike i na mikro i na makro razini populacija bez obzira na mjesto
uzorkovanja. Takoder su izvijestili izostanak jasne filogeografske strukture izmedu razli¢itih
europskih haplotipova 1. ricinus, dok su uzorci iz sjeverne Afrike tvorili divergentnu
filogentsku grupu.

ROED i sur., (2016.) su analizom mitohondrijskih gena (Cyt B i CR) potvrdili postojanje tri
genetske linije i to one iz Velike Britanje, potom Zapadne Norveske, dok trecu predstavljaju
uzorci iz Sjeverozapadne Europe (Svedska, Danska, Finska, Njemacka, Poljska, Ceska).
Najnovijim istrazivanjem cjelokupne mitohondrijske DNK VIKSE 1 sur. (2020.) su potvrdili
rezultate istrazivanja CASATIJA i sur., (2008.) i NOUREDDINEA i sur. (2011.).

LATROFA i sur., (2016.) su proveli morfoloska i genetska istrazivanja 96 krpelja
Ixodes ventalloi sa Sicilije. Po prvi puta su objektivho povezali morfologiju krpelja sa
genskim istraZzivanjem te su zakljucili da postoji 16 razlic¢itih haplotipova sa genskom
varijablilnosti od 5% unutar istrazivane populacije, ali bez morfoloske razlicitosti.
WODECKA i sur., (2016.) su istrazivali vrste roda Ixodes umnazanjem odsjecaka ITS-2 regije

I njihove restrikcije u Poljskoj sa lisica i rankunskih pasa. Pokazali su primijenjivost metode
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za razlikovanje vrsta I. ricinus, I. hexagonus i I. canisuga temeljem veli¢ine restrikcijskih

odsjecaka bez dodatnog sekvenciranja.

Heterogenost populacija 1. canisuga, 1. kaiseri i | hexagonus dokazali su i HORNOK i
sur. (2017b.). Analizirali su krpelje sekvenciranjem odsjecka COXI i 16S rDNA iz razlicitih
zemalja Europe te su dokazali veci broj haplotiva koristenjem COX1 gena nego 16S rDNA.
Ovim istrazivanjem su po prvi puta molekularno dokazane vrste |. canisuga i I. hexagonus s

lisica iz Jastrebarskog u Hrvatskoj.

2.4.1.3. Vektorski kapacitet krpelja iz roda Ixodes

2.4.1.3.1. Ixodes ricinus

Ixodes ricinus je vektor protozooa, bakterija i virusa: Anaplasma phagocytophilum,
Borrelia burgdorferi s.l., Borrelia myamotoi, ,,Candidatus Neoehrlichia mikurensis”, Babesia
divergens, B. venatorum, B. microtti, Theileria capreoli, virusa krpeljnog encefalitisa te
rikecija R. monacensis i R. helvetivca (SPRONG i sur., 2018.). Svi navedeni patogeni, izuzev

T. capreoli su zoonoze.

Najznacajnije krpeljno prenosive bolesti ljudi u Europi su lajmska bolest uzrokovana
bakterijama iz kompleksa Borrelia burgdorferi s.lI. i krpeljni encefalitis uzrokovan istoimenim
virusom (RIZZOLI i sur., 2011.; RICCARDI i sur., 2019.). Obje bolesti dominiraju
kontinentalnom Hrvatskom gdje je I. ricinus najucestaliji (RDPKEMA i sur., 1996.; MULIC i
sur., 2011.).

Rod Borrelia se sastoji od dvije skupine: uzro¢nika lajmske bolesti i povratne
groznice (relapsing fever group, engl.) (CUTLER i sur., 2019.; RIZZOLI i sur., 2011.).
Kompleks B. burgdorferi s.l. se sastoji od 18 genetskih vrsta od kojih je sedam dokazano
patogenih za ljude prisutno u Europi: B. afzeli, B. garinii, B. bavariensis, B. spielmanii, B.
burgdorferi sensu stricto, B. lusitaniae, B. valasiana i B. bissetii (RIZZOLI i sur., 2011.).
Osim karakteristicnog simptoma ,.erithema migrans®, povezuju se i sa drugim klini¢kim
manifestacijama poput artritisa i neuroborelioze uzrokovane s B. burgdorferi s.s.,
neuroborelioze uzrokovane s B. garinii i atrofiénim kroni¢nim akrodermatitisom s B. afzeli
(RIZZOLli sur., 2011.).
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Prve slucajeve bolesti ljudi opisane tada kao erythrema chronicum migrans u
Hrvatskoj opisao je FORENBACHER, 1940. godine. Endemskim podruc¢jem se danas smatra
sjeverozapadna Hrvatska, a sporadicni slucajevi bolesti dokazani su na podruc¢ju Gorskog
kotara, okolice Rijeke i Slavonskog Broda (BORCIC i sur, 1999., 2001.; POLJAK i sur.,
2000.; MULIC i sur., 2011.; TIJSSE-KLASEN i sur., 2013a.). U istrazivanju koje su proveli
TIJSSE-KLASEN i sur., (2013a.) iz biopsata koze ljudi s ,,erythema migrans* dokazane su 3
genetske vrste. Najudestalija je bila B. afzelli, potom B. garinii na podru¢ju Cakovca i
Slavonskog Broda, dok je B. bavariensis dokazana na podru¢ju Rijeke. Prema podatcima
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) u 2017. godini je bilo 429, dok je u 2016.
godini taj broj bio nesto visi, sa ukupno 468 prijavljenih sluc¢ajeva (ZBHRV16.; ZBHRV17.).

Genetske vrste kompleksa B. burgdorferi s.I dokazane u 1. ricinus u Europi su B.
afzelii, B. garinii i B. valasiana, potom B. spielmanii i B. burgdorferi s.s., te B. lusitaniae
(RAUTER i HARTUNG, 2005.; ESTRADA-PENA i sur., 2018.). ESTRADA-PENA i sur.
(2018.) su objedinili rezultate istrazivanja B. burgdorferi s.I. u krpelju I. ricinus iz okolisa
periodu od 2010. do 2017. godine u Europi. U ukupno 82.004 pretrazenih krpelja I. ricinus
najucestalija vrsta je bila B. afzelli (558), potom B. garinii (552), B. burgdorferi s.s. (404), B.
valaisiana (373), B. lusitaniae(78) i B. spielmanii (61), ¢cime su potvrdili rezultate istrazivanja
RAUTERA i HARTUNGA (2005.).

U Hrvatskoj je provedeno nekoliko molekularnih istrazivanja B. burgdorferi s.l. u
krpelja I. ricinus iz okolisa (RIJPKEMA i sur., 1996.; BECK i sur., 2010b.; TIJSSE-KLASEN
I sur., 2013a.). Prvo istrazivanje su proveli RIJPKEMA i sur., 1996. godine podrucju
Cakovca. Autori su dokazali DNK detiri genetske vrste: B. afzeli (21%; 26/124), B. garinii
(4%; 5/124), B. valasiana (4%;5/124) i B. burgdorferi s.s. (0,8%; 1/124) (RIJPKEMA i sur.,
1996.). U preliminarnom istrazivanju na podru¢ju Zagreba BECK i sur., (2010b.) su u
skupnim uzorcima . ricinus iz okolisa sekvenciranjem dokazali DNK B. garinii, B. afzelii, B.
burgdorferi s.s. i B. valaisiana. Sli¢ne rezultate istrazivanja dobili su TIJSSE-KLASEN i sur.
(2013a.). Na podru¢ju Slavonskog Broda u I. ricinus iz okolisa dokazali su DNK B. afzeli
(51%; 55/108), B. garinii (27%; 29/108), B. lusitaneae (9,2%; 10/108), B. valasiana (7,4%;
8/108), B. spielmanii (0,9%; 1/108) i B. burgdorferi s.s. (4,6%; 5/108).

Osim istrazivanja U krpeljima, provedena su dva sustavna istrazivanja o
seroprevalenciji B. burgdorferi s.I. u pasa. JURKOVIC i sur., (2019a.) su dokazali nisku
ucestalost protutijela od 0,4% (6/1.433) na B. brugdorferi s.l. u istrazivanju na tri skupine
pasa (naizgled zdravi, bolesni i uginuli psi) sa slicnom distribucijom medu skupinama.

MRLJAK 1 sur., (2017.) su u naizgled zdravih pasa utvrdili nesto viSu ucestalost od 0,7%
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(3/435). Najveca ucestalost je utvrdena na podrucju kontinentalne Hrvatske, no protutijela su
dokazana i u tri naizgled zdrava psa na podrucju Rijeke, Dubrovnika (MRLJAK i sur., 2017.)
i Splita JURKOVIC i sur., 2019a.).

Tijekom posljednjeg desetljeca, otkrivene su nove vrste borelija, poput vrste Borrelia
miyamotoi (CUTLER i sur., 2019.). Prvi slucaj bolesti u ljudi potvrdili su PLATONOV i sur.,
2011. godine u Rusiji, a nedavno su CUTLER i sur., (2019.) u preglednom radu opisali
slu¢ajeve u pacijenta sa znakovima meningoencefalitisa u Nizozemskoj i Njemackoj. Spada u
skupinu uzro¢nika povratne groznice i prenosi se krpeljima Sikare. Prvi puta je dokazana u
krpelju I. persulcatus 1994. godine u Japanu (FUKUNAGA i sur., 1995.). Do danas je
dokazana u krpeljima I. ricinus iz okolisa u zemljama diljem Europe, kao Sto je Italija
(RAVAGNAN i sur., 2018.), Spanjolska (REMESAR i sur., 2019a.), Francuska (BOYER i
sur., 2020.), Svicarska (OECHSLIN i sur., 2017.), Njemac¢ka (SZEKERES i sur., 2017.),
Slovacka (HAMSIKOVA i sur., 2017.), Poljska (KUBIAK i sur., 2019.), Rumunjska
(KALMAR i sur., 2016.) i Srbija (POTKONJAK i sur., 2019.).

Krpeljni encefalitis je endemican na podrucju sredi$nje i sjeverne Europe, te Rusije. U
Europi je u periodu od 2012. do 2016. godine bilo 12.500 prijavljenih sluc¢ajeva bolesti u ljudi
(BEAUTE i sur., 2018.; RICCARDI i sur., 2019.). Uzrokovan je kompleksom virusa
krpeljnog encefalitisa (Rod Flavivirus, Porodica Flaviviridae) koji se sastoji od tri podtipa:
europski koji prenosi 1. ricinus, te sibirski i dalekoistocni koje prenosi I. persulcatus.
Najvazniji rezervoar su mali glodavei (HAVLIKOVA i sur., 2013.), a virus se unutar
populacije krpelja prenosi zajedni¢kim bliskim hranjenjem (,,co-feeding“, engl.) i zatim
transtadijski.

Krpeljni encafilitis su prvi puta u ljudi u RH opisali 1953. godine VESENJAK-
HIRJAN i sur., (1976.) u sjevero-zapadnoj Hrvatskoj, dok su nakon gotovo 70 godina
otkrivena Zarista na podrudju Gorskog kotara (BORCIC i sur., 2001.) i srednje Posavine
(MILETIC-MEDVED i sur, 2011). Na podrugju RH je i danas endemifan u
sjeverozapadnom dijelu (MULIC i sur., 2011.; VILIBIC-CAVLEK i sur., 2014.). Tijekom
2017. godine u Hrvatskoj je prijavljeno 10 slucajeva oboljenja ljudi, dok je taj broj u 2016.
iznosio svega 6 slucajeva (ZBHRV16.; ZBHRV17.).

JEMERSIC i sur., (2014.) su do sada proveli jedino istraZivanje krpelja u RH kojime
je virus dokazan u 5,7% I. ricinus (20/346) i 17,6% 1. hexagonus (3/17) sa lisica, te u

uzorcima slezena dva jelena (1,1%; 2/182) na podrucju kontinentalne Hrvatske.
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Anaplasma phagocytophilum je obligatna intracelularna alfaproteobakterija (Rod
Anaplasma, Porodica: Anaplasmacetaceae) koju na podrucju Europe prenose I. ricinus i I.
persulcatus. Uzro¢nik je granulomatozne anaplazmoze ljudi i zivotinja (DUGAT i sur., 2015.;
MATEI i sur., 2019.). Rasprostranjena je na gotovo ¢itavom podruc¢ju Europe i dokazana u
razli¢itim vrstama divljih Zivotinja (divlji prezivac¢i, medvjed, lisica, divlja svinja), domaéih
zivotinja (domaci prezivaci, konj, magarac), malim glodavcima, pticama, psima, mackama i
ljudima (STUEN i sur., 2013.; SAINZ i sur., 2015.; MATEI i sur., 2019.). Danas se smatra
slozenom vrstom jer je sekvenciranjem 16S rRNA dokazano 15 genskih varijanti na podrucju
Europe, SAD-a i Rusije (RAR i GOLOVLIOVA, 2011.), dok je analizom groESL (chaperone
protein encoding gene, engl.) gena dokazano vise razli¢itih ekotipova (I-1V) i osam skupina
koje cirkuliraju ovisno o strukturi stani$ta 1 prisutnosti odgovarajucih nositelja i/ili rezervoara
(JAHFARI i sur., 2014.; JAARSMA i sur., 2019.; MATEI i sur., 2019.).

U Hrvatskoj je provedeno jedno istrazivanje anaplazmi u ljudi i nekoliko istrazivanja u

zivotinja. PAKOVIC-RODE i sur.(2015.) su opisali tri slu¢aja humane anaplazmoze na
temelju porasta razine protutijela u parnim serumima, ali bez genske tipizacije uzro¢nika.
U istrazivanjima koje su proveli MRLJAK i sur., (2017.) i JURKOVIC i sur., (2019a.),
ucestalost protutijela na Anaplasma spp. u pasa je SNAP®4Dx i SNAP®4Dx®™ Plus testovima
iznosila 6,2% (27/435) i 4,5% (64/1433) sli¢no kao u vecini europskih studija (SAINZ i sur.,
2015.). JURKOVIC i sur., (2019a.). su utvrdili vi$u uéestalost protutijela u naizgled zdravih
(5,4%, 41/753) nego u bolesnih (3,4%, 21/617) ili uginulih (3,2%, 2/63) pasa.

Molekularnim istrazivanjem u krvi naizgled zdravih pasa HUBER i sur., (2017.) su
dokazali veéu ucestalost vrste A. platys (2,5%, 27/1.080) nego A. phagocytophilum (0,3%,
3/1.080). Ucestalost A. phagocytophilum je bila neSto veéa u pasa u kontinentalnoj Hrvatskoj
(0,8%, 2/242) nego u priobalju (0,1%, 1/712). BECK i sur., (2019.) su A. phagocytophilum
dokazali u uzorcima bubrega, plu¢a i miokarda tri psa uginulih od posljedica hemoliticke
anemije i diseminirane intravaskularne koagulopatije. Osim u pasa molekularno je dokazana u
kobile iz Slavonije (GOTIC i sur., 2017.), te u uzorcima slezena malih $umskih glodavaca,
divljih prezivaca poput srne, jelena obi¢nog, jelena lopatara, divokoze i muflona, te lisica
(BECK i sur., 2016a.).

Sekvenciranjem 16S rRNA gena BECK i sur., (2016a.) su dokazali dva genotipa A.
phagocytophilum, nazvana CAP1 i CAP2. Izolat CAP1 dokazan u 85% (62/74) zivotinja je
bio identican sa sekvencom A. phagocytophilum iz jelena iz Danske (pristupni broj:
AY776165). Dugi izolat CAP2 je pokazao 99% slicnosti sa izolatom iz jelena iz Japana
(pristupni broj: AB196720) i dokazan je u 16,2 % (12/74) zivotinja: srne, jelena, lisica i
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muflona (BECK i sur., 2016a.). JAARSMA i sur., (2019.) su daljnjim sekvenciranjem groESL

gena ustanovili da svi izolati A. phagoytophilum dokazani u RH pripadaju Ekotipu I.

Candidatus Neoehrlichia (N.) mikurensis, zoonotska bakterija svrstana u porodicu
Anaplasmacetaceae (rod ,,Candidatus Neoehrlichia) (SILAGHI i sur., 2016.; PORTILLO i
sur., 2018.) je krpeljno—prenosiv patogen koji je potvrden u imunokompromitiranih bolesnika
iz Njemacke, Svedske, Ceske i Svicarske (SILAGI i sur., 2016.; PORTILLO i sur., 2018.).
Divlji glodavci predstavljaju rezervoare, a vektor je I. ricinus. Do danas je dokazana u 1.
ricinus iz okolisa ali i u krpelja prikupljenih s razli¢itih vrsta zivotinja (glodavci, divlje svinje,
psi, ptice, te domaci i divlji prezivaci) i ljudi u viSe od 16 zemalja u Europi. Podatci su
objavljeni u preglednim radovima koje su proveli SILAGHI i sur., (2016.) i PORTILLIO i
sur., (2018.).

U RH je molekularno dokazana preliminarnim istrazivanjem u uzorcima slezena malih
Sumskih glodavaca (18,5%; 22/119), divljih svinja (9,5%; 24/254), medvjeda (30%; 3/10),
jazavaca (33%, 10/33), muflona (2%; 1/62) i divokoza (13%; 7/54) (BECK i sur., 2016a.), te
u bubregu psa koji je uginuo od posljedica hemoliticke anemije (BECK i sur., 2019.).

Rickettsia monacensis, uzro¢nik bolesti nalik mediteranskoj pjegavoj groznici
dokazana u ljudi u Italiji i Spanjolskoj (JADO i sur., 2007.; MADEDDU i sur., 2012.) je
preliminarnim istraZzivanjem koje su 2010. godine proveli BECK i sur., (2010b.)
sekvenciranjem dokazana u skupnim uzorcima I. ricinus (16,7%) iz okolisa u Zagrebu. U
okolini Slavonskog Broda TIJSSE-KLASEN i sur., (2013b.) su u 78% 1. ricinus iz okolisa
sekvenciranjm dokazali DNK R. helvetica (79/101), u 21% R. monacensis (21/101) i u 1% R.
raoulti (1/101). U Europi je R. monacensis dokazana u I. ricinus iz okolisa u Njemackoj
(SIMSER i sur., 2002.), Poljskoj (RYMASZEWSKA i PIOTROWSKI, 2012.), Svicarskoj
(LOMMANO i sur., 2012.), Ceskoj (HONIG i sur., 2017.), Spanjolskoj (REMESAR i sur.,
2019a.), Bugarskoj (okolis, psi, koze; NADER i sur., 2018.) i Italiji (lisice; DA ROLD i sur.,
2018.).

Ixodes ricinus se u Europi smatra vektorom zoonotskih vrsta Babesia kao $to su B.
microti, B. divergens i B. venatorum. Babesia microti je najce$¢i uzro¢nik humane
piroplazmoze u SAD-u (VANNIER i sur., 2014.), dok je u Europi to B. divergens (VANNIER
i sur.,, 2014.). Prvi slucaj piroplazmoze covjeka u svijetu, opisali su 1957. godine
SKARBALO i DEANOVIC, u splenektomiranog farmera iz okolice Zagreba, sa visokom
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temperaturom, anemijom i zuticom. Zbog tvorbi u eritrocitima sliénim onima u Plasmodium
sp., uzro¢nika malarije, pretpostavili su da se radilo o vrsti B. bovis.

Babesia microti su prvi puta u ljudi u Europi molekularno dokazali HILDEBRANDT i
sur., 2007. godine u Njemackoj, a nakon njega HOLLER i sur., (2013.) u Danskoj,
MONIUSZKO-MALINOWSKA i sur., (2016.) u Poljskoj, ARSUAGA i sur., (2016.) u
Spanjolskoj, te STAHL i sur., (2018.) u Francuskoj.

Babesia divergens je jedan od najznacajnijih uzro¢nika piroplazmoze goveda (ZINTL
i sur., 2003.). ASENSI i sur., (2018.) su opisali 9 molekularno dokazanih slucajeva B.
divergens u ljudi u Europi u peroidu od 2003. do 2017. godine u Portugalu, Spanjolskoj,
Francuskoj i Norveskoj. Osim u goveda u Madarskoj (HORNOK i sur., 2014a.) Italiji
(CASSINI i sur., 2012.) Svedskoj (ANDERSSON i sur., 2017a.) i BIH (STEVANOVIC i
sur., 2020.), molekularno je dokazana u divljih prezivaca poput srne i jelena obi¢nog u
Slovenij (DUH i sur., 2005.), Irskoj (ZINTL i sur., 2011.), Austriji (CEZANNE i sur., 2017.) i
Ceskoj (HRAZDILOVA i sur., 2020.).

Babesia venatorum (Babesia sp. EU1) je u Europi molekularno dokazana uglavnom u
divljih preziva¢a poput jelena obi¢nog, srne, muflona i soba u Svedskoj (ANDERSSON i sur.,
2016.), Ceskoj (HRAZDILOVA i sur.,, 2020.), Njematkoj (OVERZIER i sur., 2013
KAUFFMANN i sur., 2017.), Svicarskoj (NOVACCO i sur., 2019.) i Spanjolskoj
(REMESAR i sur., 2019b.). U ljudi je potvrdena molekularno u svega dva istraZivanja, u
Italiji (HERWALDT i sur., 2003.) i Njemackoj (HASELBARTH i sur., 2007.).

Zoonotske babezije su u istrazivanjima u Europi dokazane u I. ricinus iz okolisa,
ali 1 u krpeljima prikupljenim s razlicitih vrsta Zivotinja 1 ljudi. WIELINGA 1 sur., (2009.),
WOIJCIK-FATILA, i sur., (2015.) i HAMSIKOVA i sur., (2016.) su u l. ricinus iz okoliga, u
istrazivanjima u Nizozemskoj, Poljskoj i Slovackoj dokazali DNK B. microti, B. divergens i
B. venatorum. Osim u I. ricinus iz okolisa, DNK sve tri vrste je dokazana u I. ricinus s jelena
obi¢nog i srne u Belgiji (LEMPEREUR i sur., 2012.) i Njemackoj (OVERZIER i sur., 2013.);
te u Belgiji (LEMPEREUR i sur., 2011.), Engleskoj (SMITH i WALL, 2013.) i Rumunjskoj s
pasa i macaka. U lItaliji (DA ROLD i sur., 2018.), Njemackoj (NAIJM i sur., 2014a.) i
Rumunjskoj (ANDERSSON i sur., 2017b.) u 1. ricinus s lisica dokazana je DNK B. microti i
B. venatorum. U krpelja s ljudi u Nizozemskoj (TIJSSE-KLASEN i sur., 2011.) dokazana je
DNK B. microti, a B. venatorum na podrucju sjeverne Italije (BATTISTI i sur., 2019.). Vrsta
B. microti je u I. ricinus s malih glodavaca dokazana u Bugarskoj (NADER i sur., 2018.) i
Njemackoj (OBIEGALA i sur., 2015.).

U RH su u dva istrazivanja u divljih prezivaca i malih glodavaca molekularno
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dokazane zoonotske vrste babezija, dok istrazivanja u krpelja nedostaju. PINTUR je 2012.
godine u uzorcima slezena srna i jelena obi¢nog na podrucju Gorskog kotara i Moslavine
dokazao B. venatorum, B. divergens i genotip sli¢an B. divergens. U istrazivanju koje su
proveli BECK i sur., (2010a.) dokazana su dva izolata B. microti u voluharica 6% (2/33)
(Myodes glareolus) i 16,2% (6/37) zutogrlih miseva (Apodemus flavicolis).

Ixodes ricinus je jedan od mogucih vektora piroplazme T. capreoli (Slika 14.) (MANS
i sur., 2015.). Piroplazma je u Europi dokazivana u divljih prezivaca poput jelena lopatara,
jelena obi¢nog, srne i muflona u Madarskoj (HORNOK i sur., 2017c.), Njemackoj
(KAUFFMANN i sur., 2017.), ltaliji (GALUPPI i sur., 2011.; ZANET i sur., 2014.),
Portugalu (PEREIRA i sur., 2016.) i Spanjolskoj (GARCIA-SANMARTIN i sur., 2007.). U
istrazivanju koje su u ltaliji proveli GALUPPI i sur., (2011.), T. capreoli je dokazana u
skupnim uzorcima I. ricinus sa jelena lopatara.

U RH T. capreoli je molekularno dokazana u studijama provedenim na razli¢itim
vrstama divljih zivotinja. PINTUR (2012a.) je dokazao tajleriju u jelena obi¢nih i srna na
podru¢ju Gorskog kotara, Moslavine i Baranje; BECK i sur., (2017a.) u vukova (13,9%,
15/108;Gorski kotar, Lika i priobalje), a DEZDEK i sur., (2010.) u lisica (0,5%, 1/191,
Zagorje). Theileria cepreoli je dokazana i u miokardu psa koji je uginuo od posljedica
septicnog Soka (BECK i sur., 2019.).

Slika 14. Merozoit piroplazme T. capreoli u otisku slezene srne (Giemsa, imerzija)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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BECK i sur., (2017b.) su u dva krpelja I. ricinus s kune bjelice (Martes foina) na
podrucju kontinentalne Hrvatske prvi puta molekularno dokazali Hepatozoon sp. Daljnjim
istrazivanjem predloZena je nova vrsta Hepatozoon martis dokazana u 64% (42/66) kuna

bjelica na kontinentalnom podruéju (Zagrebacka Zupanija) (HODZIC i sur., 2018a.).
2.4.1.3.2. Ixodes hexagonus

Ixodes hexagonus se smatra vektorom male piroplazme Babesia vulpes (sin. Theileria
annae, Babesia microti—like, Spanish dog isolate) (Slika 15.) koja se smatrala endemskom u
lisica i pasa u sjeverozapadnim dijelovima Spanjolske (CAMACHO i sur., 2003.; NAIM
isur., 2014a., 2014b.). BECK i sur., (2009.) su je po prvi puta dokazali izvan granica
Spanjolske u asimptomatskog psa (3%, 1/29) sa otoka Krka, a kasnije DEZDEK i sur.,
(2010.) u lisica (5,2%; 10/191) iz Hrvatske. JURKOVIC i sur., (2019b.) su po prvi puta
opisali B. vulpes u oboljelog psa s podrucja Grada Zagreba. Kasnije je dokazana u lisica u
Portugalu, Italiji, Njemackoj, Austriji, Rumunjskoj, Slovackoj, Srbiji 1 BiH (SOLANO-
GALLEGO i BANETH, 2011.; NAJM i sur., 2014a.; SOLANO-GALLEGO i sur., 2016.;
HODZIC i sur., 2015a.).
U Europi, je osim pasa u Spanjolskoj dokazana u bolesnih pasa iz Portugala i Svedske
(SIMOES i sur., 2011.; FALKENO i sur., 2013.), te asimptomatskih pasa iz Srbije i
Francuske (GABRIELLI i sur., 2015.; RENE-MARTELLET i sur., 2015.).

00% 0
00

Slika 15. Merozoit piroplasme B. vulpes u krvnom razmazu psa (Giemsa, imerzija)

5

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Osim B. vulpes, u I. hexagonus je dokazana DNK drugih patogena. U I. hexagonus s
lisica u Njemackoj dokazana je DNK H. canis, B. microti i T. orientalis (NAJM i sur.,
2014b.), a u krpelja s pasa DNK rikecija poput R. helvetica, R. raoulti i R. monacensis
(SCHREIBER i sur., 2014.). ESTRADA-PENA i sur., (2017c.) su u Spanjolskoj u I.
hexagonus s pasa dokazali DNK H. canis, B. canis i B. gibsoni, dok su JAFHARI i sur.,
(2017.) u krpelja s jeza u Belgiji dokazali DNK ,,Candidatus Neoehrlichia mikurensis”.

2.4.1.3.3. Ostale vrste krpelja iz roda Ixodes

Ixodes persulcatus je vektor bakterija iz kompleksa Borrelia burgdorferi s.I. (B. afzeli,

B. garini i B. burgdorferi s.s.), R. helvetica, A. phagocytophilum, B. microtti (ALEKSEEV i
sur., 2004.; MASUZAWA i sur., 2008.), virusa poput uzro¢nika Omsk-hemoragi¢ne groznice
I virusa krpeljnog encefalitisa (DANTAS-TORRES i sur., 2012.). Osim uzro¢nika lajmske
borelioze, prenosi drugu vrstu borelije Borrelia myamotoi (FUKUNAGA i sur., 1995.).

Malo je dostupnih podataka o vektorskom kapacitetu ostalih vrsta krpelja iz roda

Ixodes na podruc¢ju Europe. U vrsta I. ventalloi i I. accuminatus s macke i ptice
TOMASSONE i sur., (2013.) su u ltaliji dokazali DNK R. helvetica, Borrelia spielmanii, B.
valaisiana, dok su ANTUNES i sur., (2016.) u I. ventalloi iz okolisa u Portugalu dokazali
DNK A. marginale.

U I. canisuga s pasa i lisica u dva istrazivanja u Njemackoj NAJM i sur., (2014a., 2014b.) su
dokazali DNK B. vulpes, H. canis i B. microti, a HORNOK i sur., (2013.) u Madarskoj DNK
E. canis u I. canisuga s lisica.

U vrste I. simplex sa §iSmisa HORNOK i sur., (2016.) su u Madarskoj dokazali DNK tri vrste
piroplasmi T. capreoli, B. canis i T. orientalis; a SILAGHI i sur., (2012.) DNK ,,Candidatus

Neoehrlichia mikurensis” u vrste I. trianguliceps s malih glodavaca u Njemackoj.
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2.4.2. Rod Dermacentor

2.4.2.1. ProSirenost i vrste krpelja iz roda Dermacentor

Od opisanih 36 vrsta iz roda Dermacentor (BARKER i MURRELL, 2008.;
GUGLIELMONE i sur., 2010.), D. reticulatus i D. marginatus su dvije najvaznije vrste
dokazane na podru¢ju Europe i Hrvatske (KRCMAR i sur., 2012.; PETNEY i sur., 2012.;
RUBEL i sur., 2016.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.).

Dermacentor marginatus je prosiren uglavnom na podrucju juzne (Portugal, Italija,
Spanjolska, Francuska), jugoistoéne Europe i dijelovima sredisnje Europe (Francuska,
Njemacka) (Slika 16.) (RUBEL i sur., 2016.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.). Najcescée je
opisivan na domaéim i divljim prezivac¢ima, konjima, divljim svinjama, psima, vukovima i
povremeno ljudima (PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.).

Dermacentor reticulatus je prisutan u mnogim zemljama zapadne, isto¢ne, te
sredisnje Europe, rjedi je na podruéju juzne Europe (juzna Francuska i Portugal) (RUBEL i
sur., 2016.; ECDC, 2019b.) (Slika 17.). KJAER i sur., (2019.) su dokazali D. reticulatus na
podruéju sjeverne Europe, u Norveskoj, Svedskoj i Danskoj.

Znacajan je zbog brzog Sirenja Europom i prijenosa patogena opasnih za zdravlje ljudi i
zivotinja (FOLDVARI i sur., 2016.; RUBEL i sur., 2016.). Ubrzano Sirenje pospjesuju
klimatske promjene, promjene u okoliSu (kréenje Suma, smanjena uporaba pesticida),
povecanje populacije divljih Zivotinja, transport Zivotinja i sve veci broj domacih Zivotinja 1
kuénih ljubimaca. UspjeSnom Sirenju takoder pogoduju bioloske znacajke krpelja kao Sto je
aktivnost pri niskim temperaturama tijekom zimskih mjeseci (KIEWRA i sur., 2016.), te
izostanak selektivnosti prema izboru nositelja. Dokazan je na viSe od 60 razlicitih vrsta divljih

i domacih zivotinja (FOLDVARI i sur., 2016.).

Prema dosada$njim istraZivanjima provedenim u RH, temeljenim na morfoloskoj
determinaciji, D. reticulatus je rasprostranjeniji na kontinentalnom podrucju, dok je D.
marginatus ucestaliji u priobalju. Prosirenost D. reticulatus i D. marginatus u Hrvatskoj je

prikazana u Tablici 2.
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Slika 17. Prosirenost D. reticulatus na podrucju Europe (Izvor: ECDC, 2019b.).
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Tablica 3. Prosirenost D. reticulatus i D. marginatus na podruc¢ju Hrvatske.

VRSTA .
KRPELJA VRSTA ZIVOTINJE LOKACIJA PRIKUPLJANJA REFERENCE
Cres, Pula, Krk, LoSinj, Zadar, Kastela, %
Split, Sinj, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Ovca Sveti Purad, Zmajevac, Podolje KRCMAR, 2019.
Sinj PUNDA-POLIC i sur., 2002.
Sinj, Kastela DUH i sur., 2003.
. . KRCMAR, 2012,;
Koza Kastela, Sinj DUH i sur., 2003,
Petrinja, Struzec, Pula, Krk, Cres, KRCMAR, 2012.:

D. marginatus

Govedo, konj

Losinj, Zadar, Kastela, Split, Brac,
Dubrovnik; Kastela, Sinj

DUH i sur., 2003.

Petrinja, Struzec, Pula, Krk, Cres,

Konj Losinj, Zadar, Kastela, Split, Brac, KRCMAR, 2012,;
Dubrovnik
Dakovo KRCMAR, 2012.
Pes Sveti Purad, Zmajevac KRCMAR, 2019.
Magka Zmajevac KRCMAR, 2012.
Cakovec, Struzec, Brac¢ KRCMAR, 2012.
Okoli Slavonski Brod, Beli Manastir, TIISSE-KLASEN i sur., 2013a.;

Haljevo, Sveti Durad, Podravlje,
Podolje, Zmajevac

KRCMAR i sur., 2014., 2019.

Poljska voluharica

Pescenica, Vratovo

KRCMAR, 2012.

Sumska voluharica

Repusnica

KRCMAR, 2012.

Obic¢ni Sumski mi§

Velebit (Prezid)

KRCMAR, 2012.

Prugasti poljski mi§

Repusnica

KRCMAR, 2012.

Divlja svinja

Podravlje, Tikves; Hvar

KRCMAR, 2019.;
BECK i sur., 2016b.

D. reticulatus

Konj, govedo

Dugo Selo, Zagreb

KRCMAR, 2012.

Lisice Sisacko Moslavacka Zupanija JEMERSC i sur., 2014.
Divlja svinja, jelen Podravska Moslavina, Spacva, =
obi¢ni Haljevo, Podravlje, Tikve§ KRCMAR, 2019.
Beli Manastir, Donji Andrijevci, 5
Okolig Koska, Sveti Burad, Lug, Topoline, KRCMAR i sur., 2014.,2019.;

Haljevo, Tompojevci, Spacva, Podolje,

Draz; Zagreb

BECK i sur., 2010b.;

Ovca, macka, pas

Lug, Zmajevac, Velika Kopanica,
Budimci

KRCMAR, 2019.
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2.4.2.2. Genska istraZzivanja krpelja Dermacentor reticulatus i Dermacentor marginatus

Na podrucju Europe provedeno je nekoliko genskih istrazivanja krpelja Dermacentor
reticulatus (MOVILA i sur., 2013.; KLOCH i sur., 2017.; PAULAUSKAS i sur., 2018.), dok
genska istrazivanja krpelja D. marginatus nedostaju.

MOVILA i sur., (2013.) su analizirali odsje¢ak od 300 pb 12S rRNA gena 65 krpelja D.
reticulatus sa podrué¢ja Cernobila. Dokazali su &etiri razli¢ita haplotipa sa polimorfizmom na
tri nukleotidna polozaja.

KLOCH i sur., (2017.) su istrazivali polimorfizam 16S rDNA sa vise lokacija iz Poljske i
Njemacke te su zakljuéili da je populacija gotovo identi¢na za razliku od ITS2 regije koja je
pokazala razliku izmedu njemackih i poljskih krpelja.

PAULAUSKAS i sur., (2018.) su analizirali mikrosatelitske regije krpelja D. reticulatus iz
razli¢itih zemalja Europe. Podijelili su europsku populaciju na isto¢nu i zapadnu i zakljucili
da se preklapaju na podru¢ju Sredi$nje Europe. Zanimljivo da je D. reticulatus iz Dragani¢a
pripadao istocnoj populaciji (PAULAUSKAS i sur., 2018.).

DOBEC i sur., (2009.) smatraju da su po prvi puta u Hrvatskoj dokazali vrstu Dermacentor
reticulatus, bez obzira na ranije morfoloske opise (KRCMAR, 2012.). Autori su
sekvenciranjem ITS1 regije molekularno analizirali 13 krpelja i pokazali slicnost od 99,8% sa
ostali sekvencima D. reticulatus u Europi (DOBEC i sur., 2009.).

Dermacentor marginatus je sekvenciranjem odsjecka 16S rRNA gena u tri studije
potvrden na podruéju srednjeg priobalja Hrvatske. PUNDA-POLIC i sur., (2002.) su dokazali
D. marginatus na ovcama iz Sinja, BECK i sur., (2016b.) na ovcama i divljoj svinji sa

Peljesca i Hvara, a DUH i sur., (2003.) na govedima, ovcama i kozama iz okolice Splita.
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2.4.2.3. Vektorski znacaj krpelja iz roda Dermacentor

2.4.2.3.1. Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus je vektor uzro¢nika piroplazmoze pasa, protozoona Babesia
Canis (SOLANO-GALLEGO i sur., 2016.), potom B. caballi i Theileria equi uzro¢nika
piroplazmoze konja, te , tropske* bakterije Anaplasma marginale (FOLDVARI i sur., 2016.)
uzro¢nika anaplazmoze goveda, nedavno dokazana u bolesnih krava iz sredi$nje Hrvatske

(JURKOVIC i sur., 2020.).

Prenosi i zoonotske patogene od kojih su najvaznije rikecije R. slovaca i R. raoultii, te
viruse Omsk-hemoragijske groznice i krpeljnog encefalitisa (FOLDVARI i sur., 2016.).
Rickettsia slovaca i R. raoulti su obligatne intracelularne bakterije, uzro¢nici sindroma
nazvanih TIBOLA (tick-borne lymphadenopathy, engl.) i SENLAT (scalp eschar neck
lymphadenopathy, engl.) (FOLDVARI i sur., 2016.). Sindrom TIBOLA je nakon
mediteranske pjegave groznice najucestalija krpeljno-prenosiva rikecioza na podrucju
Mediterana (Italija, Francuska, Spanjolska i Portugal), te se povremeno javlja u Njemackoj,
Poljskoj, Bugarskoj i Madarskoj (FOLDVARI i sur., 2016).

Oba patogena su dokazana u krpelju D. reticulatus u studijama provedenim diljem
Europe. U vecéini istrazivanja DNK R. raoultii je dokazana u D. reticulatus iz okolisa u Litvi
(RADZIJEVSKAJA i sur., 2015.), Njemackoj (KHON i sur., 2019.), Austriji (DUSCHER i
sur., 2016.), Poljskoj (WOJCIK-FATLA i sur., 2013.), Ceskoj (RUDOLF i sur., 2016.),
Madarskoj (HORNOK i sur., 2017d.), Ukrajini (KARBOWIAK i sur., 2016.) i Francuskoj
(MICHELET i sur., 2016.). SGROI i sur., (2020.) i NAMINA i sur. (2019.) su dokazali DNK
R. raoultii u D. reticulatus s divljih svinja u juznoj Italiji, te s pasa u Litvi.

U Italiji GARCIA-VOZOMEDIANO i sur., (2020.) i CHISU i sur., (2018a.) su DNK
R. slovaca dokazali u D. reticulatus sa divljih svinja, a REMESAR i sur., (2019a.) u
Spanjolskoj u D. reticulatus iz okolisa.

HODZIC i sur., (2017a.) i SPITALSKA i sur., (2012.) su u BiH i Slovackoj
istrazivali i usporedivali prisutnost obje vrste rikecija u krpelju D. reticulatus iz okolisa. U 54
krpelja D. reticulatus u BiH, HODZIC i sur., (2017a.) su sekvenciranjem odsjecka gItA
(citrate synthase-encoding gene, engl.) gena dokazali jednaku ucestalost R. slovaca (5/54) i R.
raoultii (5/54). SPITALSKA i sur., (2012.), su u Slovadkoj u krpelja iz okolida
sekvenciranjem odsjecka ompA (outer membrane protein A, engl.) gena dokazali veéu

ucestalost R. raoulti (22,3%) nego R. slovaca (3,4%). Sli¢ne rezultate dobili su u krpelja
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prikupljenih sa zivotinja (konji, goveda, koze i psi) kojima je R. slovaca dokazana u 1,8%, a
R. raoulti u 27,2% krpelja.

Osim patogena za koje je dokazano uspjesan vektor, primjenom molekularnih metoda
u krpelja D. reticulatus iz okolisa dokazana je DNK B. microti i B. divergens u Poljskoj
(WOICIK-FATLA i sur., 2015.); A. phagocytophilum u Ukrajini (KARBOWIAK i sur.,
2014.), Njemackoj, Belgiji i Nizozemskoj (SPRONG i sur., 2019.); Ehrlichia canis u
Njemackoj i Nizozemskoj (SPRONG i sur., 2019.); Borrelia garinii, B. afzelii, B. spielmanii i
B. miyamotoi u Nizozemskoj (SPRONG i sur., 2019.); Coxiella burnetti u Belgiji (SPRONG i
sur., 2019.); Francisella tularensis subsp. holartica i endosimbionti ,,Francisella- sli¢ni* u
Madarskoj (KREIZINGER i sur., 2013.) i Poljskoj (WOJCIK-FATLA i sur., 2015.).
U D. reticulatus s pasa u Spanjolskoj ESTRADA-PENA i sur., (2017c.) su dokazali DNK B.
gibsoni, a SCHREIBER i sur., (2014.) u Njemackoj DNK R. helvetica. NAJM i sur., (2014a.,
2014b.) su u dva istrazivanja u Njemackoj dokazali DNK B. vulpes i H. canis u D. reticulatus
s lisica, a SILAGHI i sur (2012.) DNK ,,Ca. Neoehrlichia Mikurensis” u D. reticulatus s

malih glodavaca.

Babesia canis je u Hrvatskoj najucestalija piroplazma pasa (BECK i sur., 2009.;
BRKLJACIC i sur., 2010.) (Slika 18.). Prvi slu¢aj piroplazmoze pasa na podru¢ju RH opisao
je SUTLIC (1942.) 1939. godine. Od tada je proveden veéi broj istraZivanja piroplazmoze
uzrokovane B. canis u RH (MATIJATKO i sur., 2007.; BECK i sur., 2009.; BRKLJACIC i
sur., 2010.; BECK i sur., 2017a., 2019.).

U istrazivanju krpeljno-prenosivin patogena koje su proveli MRLJAK i sur., (2017.)
protutijela na B.canis otkrivena su u ¢ak 20% (87/435) naizgled zdravih pasa. Molekularnim
istrazivanjem BECK i sur., su 2009. godine dokazali vrste iz rodova Babesia i Theileria u krvi
3,4% (29/848) asimptomatskih pasa, a nakon sekvenciranja B. canis potvrdena je u 69%
(20/29) pozitivnih pasa. Ucestalost B. canis u bolesnih pasa je bila znatno visa i iznosila je
96% (78/81) (BECK i sur., 2009.). Osim u pasa B. canis je molekularnim istrazivanjem
dokazana u uzorcima slezena asimptomatskih vukova (6,5%, 7/108) iz Like i u vuka iz

zatoceniStva iz Zagreba (BECK 1 sur., 2017a.).
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Slika 18. Merozoiti B. canis u razmazu krvi (lijevo, crvena strelica) i

otisku slezene (desno, Zuta strelica) psa (Giemsa, imerzija)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Piroplazmoza konja uzrokovana Babesia caballi i Theileria equi je najucestalija
krpeljno prenosiva bolest ekvida (GUIDI i sur., 2014.; SCOLES i UETI, 2015.). Na
podru¢ju Europe uzro¢nici su dokazani u konja i magaraca na podru¢ju Mediterana
(Francuska, GUIDI 1 sur., 2014.; Italija, MANNA 1 sur., 2016.; Spanjolska, MONTES
CORTES i sur., 2019.), ali i sporadi¢no u zapadnoj (Nizozemska, BUTLER i sur., 2012.),
srediSnjoj (Madarska, FARKAS i sur., 2013.) i jugoistocnoj Europi (Rumunjska,
GALLUSOVA i sur., 2014.; Srbija, Crna Gora i BIH, DAVITKOV i sur., 2016.).
MANNA i sur., (2016.) i GALLUSOVA i sur., (2014.) su u istrazivanjima provedenim u
Italiji 1 Rumunjskoj sekvenciranja odsjeCka 18S rRNA gena zakljucili da na podrucju
Europe postoje razlicite genetske skupine B. caballi (A, B1, B2) i T. equi (A, B, C,D i E)
koje cirkuliraju medu ekvidima neovisno o geografskoj lokaciji. Istrazivanja ucestalosti
piroplazmi konja u D. reticulatus u Europi su skudna. JONGEAN i sur., (2015.) su
dokazali DNK B. caballi i T. equi u D. reticulatus iz okolisa u Nizozemskoj i Belgiji, a
SPRONG i sur., (2019.) u D. reticulatus iz okolisa u Njemackoj.

U Hrvatskoj je GOTIC (2015.) iz krvi molekularno dokazala B. caballi i T. equi
u 3,6% (13/362) i 13,2% (48/362) konja. Sekvenciranjem su dokazana dva genotipa T.
equi, T. equi genotip 1 u 10,8% (38/362) i T. equi genotip 2 u 2,5% (9/362) konja.

Babesia caballi i T. equi 1 su dokazani u kontinentalnom dijelu, dok je na podrucju
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priobalja dokazan isklju¢ivo T. equi 2 (GOTIC, 2015.). Osim u konja, B. caballi i T. equi su
sekvenciranjem dokazani u krvi dva bolesna psa iz Zagreba (BECK i sur., 2009.).

Anaplasma marginale, najpatogenija vrsta anaplazmi goveda je ucestala u goveda na
podrucju Sjeverne i juzne Amerike, Afrike, Azije i Australije (ATIF, 2016.; KOCAN i sur.,
2010.; SAID i sur., 2018.), dok je u Europi uglavnom ograni¢ena na podru¢je Mediterana i
sredisnje Europe. Molekularno je dokazana u krvi goveda i ovaca u Italiji (DE LA FUENTE i
sur., 2005.; CECI i sur., 2014.), jelena obi¢nog i jelena lopatara u Portugalu (PEREIRA i sur.,
2016.) i Spanjolskoj (DE LA FUENTE i sur., 2004.), te u goveda u Svicarskoj (HOFMANN-
LEHMANN i sur., 2004.), Austriji (BAUMGARTNERI sur.,1992) i Madarskoj (HORNOK i
sur., 2012.). Najmanje se 20 vrsta krpelja u svijetu spominju kao mogu¢i vektori A. marginale
(KOCAN i sur., 2010.; ANTUNES i sur., 2016.; HORNOK i sur., 2012.), medutim do danas
je D. reticulatus jedini dokazani vektor u Europi (ZIVKOVIC i sur., 2007.).

Anaplasma marginale je sekvenciranjem dokazana u uzorcima slezene pet krava (Slika 19.) i
krvi tri krave sa znakovima vrucice, tamnim urinom, ikterusom, gubitkom tjelesne tezine na
podrugju sredignje Hrvatske (Glina) (JURKOVIC i sur., 2020.).

Slika 19. Morule A. marginale u eritrocitima otiska slezene krave (Giemsa, imerzija)
(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI).
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U Hrvatskoj su provedena svega dva molekularna istrazivanja patogena u krpelju D.
reticulatus. U preliminarnom istrazivanju patogena u krpeljima iz okolisa u Zagrebu BECK i
sur., (2010b.) su u D. reticulatus sekvenciranjem dokazali DNK B. canis (77,4%); R. raoultii
(87,1%) i B. burgdorferi s.1. (6,4 %). Na podru¢ju Cakovea DOBEC i sur., (2009.) su dokazali
DNK R. helvetica i R. slovaca u 10% (10/100) i 2% (2/100) krpelja.

2.4.2.3.2. Dermacentor marginatus

Provedena su brojna istrazivanja patogena u D. marginatus, vektorski kapacitet
za veéinu patogena nije u potpunosti razjasnjen.

U Italiji su TROTTA i sur., (2012.) dokazali DNK B. canis u D. marginatus s pasa;
IORI i sur., (2010.) DNK B. ovis s koze i T. equi s konja; CHISU i sur., (2019.) DNK T.
orientaliss goveda, koze i ovce; dok su SATTA i sur., (2011.) i CHISU i sur., (2020.) DNK E.
canis dokazali u krpelja s divljih svinja i muflona. U dva istrazivanja dokazana je i DNK
rikecija R. slovaca i R. raoultiiu krpelja s divljih svinja (SGROI i sur., 2020.; CHISU i sur.,
2020.).

U D. marginatus s goveda, ovaca i koza u Grckoj, CHALIGIANNIS i sur., (2018.) su
dokazali DNK T. orientalis, T. ovis i T. annulata; PAPA i sur., (2020.) DNK A. ovis u krpelja
s koza; a MORAGA-FERNANDEZ i sur., (2019.) u DNK R. slovaca i R. raoultii u D.
marginatus s ovaca i koze.

NARANJO i sur., (2006.) su u Spanjolskoj DNK A. marginale dokazali u D. marginatus sa
goveda; a MARQUEZ, (2008.) DNK R. slovaca i R. raoultii sa ovaca i pasa. HORNOK i sur.,
(2013.) su u Madarskoj u D. marginatus s pasa dokazali DNK E.canis i Borrelia afzeli.

Osim navedenih istrazivanja kojima je DNK patogena dokazana u D. marginatus s
razli¢itih vrsta zivotinja, u krpelja iz okolisa dokazana je DNK A. marginale i Coxiella
burnetii u Portugalu (ANTUNES i sur., 2016.; SANTOS-SILVA i sur., 2017.); R. slovaca i R.
raoultiiu Turskoj (ORKUN i sur., 2020.); te Francisella tularensis subsp. holartica u BiH
(HODZIC i sur., 2017.).

Na podru¢ju Hrvatske provedeno je jedno istrazivanje krpeljno prenosivih patogena u
D. marginatus kojime su PUNDA POLIC i sur., (2002.) sekvenciranjem dokazali DNK R.
slovaca u 36,8% (14/38) krpelja sa ovaca, koza i goveda, na podrucju srednjeg priobalja
(okolica Splita).
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2.4.3. Rod Rhipicephaus
2.4.3.1. ProSirenost i vrste krpelja iz roda Rhipicephalus

Unutar roda Rhipicephalus opisane su 82 vrste krpelja (BARKER i MURRELL,
2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.), od kojih je u Europi prisutno Sest: R. sanguineus s.1.,
R. turanicus, R. pusillus, R. rossicus, R. bursa i R. annulatus (PETNEY i sur., 2012,
ESTRADA-PENA i sur., 2017a.). Primjena molekularnih metoda stalno dovodi do promjena
u sistematizaciji vrsta, stoga sadasnja podjela ne predstavlja i kona¢nu. U Tablici 4. je zbirni

prikaz prosirenosti vrsta i njihovih nositelja opisanih na podruc¢ju Europe.

Na podrucju Hrvatske, u istrazivanjima temeljenim na morfoloskoj determinaciji,
opisane su Cetiri vrste roda Rhipicephalus: R. sanguineus, R. turanicus, R. bursa i R.
annulatus (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003., 2008.; KRCMAR, 2012.; BECK

I sur., 2016b.). U Tablici 5. je prikazana proSirenost opisanih vrsta i njihovih nositelja.
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Slika 20. Prosirenost R. sanguineus na podruc¢ju Europe (Izvor: ECDC, 2019c.).
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Tablica 4. Prosirenost krpelja iz roda Rhipicephalus na podrué¢ju Europe.
(Preuzeto iz: PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.)

VRSTA KRPELJA

VRSTA ZIVOTINJE

PROSIRENOST

R. sanguineus

Psi, glodavci, ptice, ljudi

zapadna (Engleska, Francuska, Nizozemska), sredisnja
(Njemacka), juzna i jugoisto¢na Europa

Goveda, koze,ovce, divlji

juzna (Francuska, Portugal, Spanjolska, Italija (Korzika)) i

R. annulatus RS jugoistoéna (Rumunjska, Bugarska, Albanija, Srbija, Crna Gora,
prezivaci; ljudi i psi N
Kosovo, Gr¢ka) Europa
Govedo, ovca, konj, koza, .
R. bursa - juzna Europa
magarac, zec, pas, ljudi

R . - vaedq, ovee, pst, konjl.’ juzna (Portugal, Spanjolska, juzna Francuska i Italija) i

. turanicus divlji kanidi, zec, kune, ptice, . q K i<k

eusteri jugozapadna (Bugarska, Rumunjska) Europa
R. rossicus Razlicite vrste zivotinja, ljudi Poljska, Rumunjska, Moldavija
R. pusillus Zec, kunié juzna (Portugal, Spanjolska, juzna Francuska, Italija) Europa

Tablica 5. Vrste krpelja iz roda Rhipicephalus morfoloski determinirane na podru¢ju

Hrvatske.
VRSTA VRSTA
KRPELJA JIVOTINJE LOKACIJA PRIKUPLJANJA REFERENCE
R. annulatus Govedo, konj Losinj, Zadar, Split, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Ovca, govedo, Pula, Losinj, Cres, Krk, Zadar, Split, *
koza Kastela, Sinj, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
. .. DUH i sur., 2003., 2008.;
Ovca Mué, Kastela, S‘;Ja’ Bosanka, Gruda, PUNDA-POLIC i sur., 2002.;

g BECK i sur., 2016b.
Koza Mué, Sinj, Kastela, DUH i sur., 2003.;

R bursa Dugi otok BECK i sur., 2016b.

' s by PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur.,
Govedo Mué, Sinj, Kastela, Bosanka 2003.: BECK i sur., 2016b.
Konj Pula, Losinj, Cvlres, Krk, Z_adar, Split, KRCMAR, 2012,
Bra¢, Dubrovnik

Pas Hvar BECK i sur., 2016b.
Okoli Brag KRCMAR, 2012.

oS Bosanka BECK i sur., 2016b.

Pula, Mali Losinj, Cres, Zadar, }
Ovca Ugljan, PaSman, Dugi otok, Mljet, KRCMAR, 2012.
Dubrovnik

Koza Cres, Mljet KRCMAR, 2012.
R. sanguineus Govedo Pula, Zadar, Split, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Pas Umag, Pula, Cres, Zadar, Split, Brag, KRCMAR, 2012,

Hvar, Mljet, Dubrovnik

Cagalj, magarac Dubrovnik KRCMAR, 2012.

Okoli§ Dubrovnik KRCMAR, 2012.

Zadar, Ugljan, Iv’asme_m, Dugi otok, KRCMAR, 2012.

Brac, Mljet
Ovea Mu¢, Kastela, Bosanka, GluSci, Kuna, DUH i'sur., 20(.)3" 2008, P_UNDA_POLIC
Pag. Sini i sur., 2002.;
g, >y BECK i sur., 2016b.
R. turanicus Srna obi¢na Lokrum KRCMAR, 2012.
Koza, macka, pas Mljet KRCMAR, 2012.

PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur.,

Koza Mu¢; Sinj, Kastela, Gruda 2003.; BECK i sur., 2016b.
Pas Zadar, Hvar BECK i sur., 2016b.
Okoli$ Kuna BECK i sur., 2016b.
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2.4.3.2. Genska istraZivanja krpelja iz roda Rhipicephalus

Danas najistrazivaniju skupinu predstavlja R. sanguineus s.l. kompleks (BURLINI i
sur., 2010.; MORAES-FILHO i sur., 2011.; NAVA i sur., 2012., 2018.; DANTAS-TORRES i
sur., 2013., 2017.; COIMBRA-DORES i sur., 2016.; SANTOS-SILVA i sur., 2017
HORNOK i sur., 2017a.; BAKKES i sur., 2020.). Poznato da R. sanguineus ¢ini slozenu
grupu krpelja (sensu lato) koja ukljucuje najmanje 17 srodnih vrsta: R. sanguineus s.s., R.
turanicus, R. aurantiacus, R. bergeoni, R. boueti, R. camicasi, R. leporis, R. guilhoni, R.
rossicus, R. moucheti, R. pusillus, R. sulcatus, R. tetracornus, R. ramachandrai, R.
ziemmanni, R. pumilio i R. schulzei. Navedene vrste imaju slicna morfoloska obiljezja §to
onemogucava pouzdanu determinaciju no genski su razli¢iti i posjeduju razli¢it vektorski
potencijal (DANTAS-TORRES i sur., 2013.; NAVA i sur., 2018.; BAKKES i sur., 2020.).

BAKKES i sur., (2020.) su sekvenciranjem 12S rRNA i 16S rRNA dokazali postojanje

dvije razli¢ite genetske linije koje su do sada zajednicki nazvane R. turanicus s.l.. Zbog
genske sli¢nosti manje od 95% svih Afrotropskih krpelja R. turanicus ali i morfoloskih razlika
predlozili su uvodenje nove vrste Rhipicephalus africanus. Ovim istrazivanjem su potvrdili
ranije pretpostavke DANTAS-TORRESA i sur., (2013.) i COIMBRA-DORES i sur., (2016.)
0 grananju R. turanicus s.l. u dvije genetske linije Novog svijeta i Starog svijeta.
BAKKES i sur., (2020.) su takoder dokazali podjelu vrste R. turanicus s.l. u dvije genetske
linije koje se podudaraju s geografskom podjelom i prosje¢nom koli¢inom padalina na juzno-
europsku 1 bliskoisto¢nu/azijsku. Takoder predlazu da bliskoistocna/azijska linija predstavlja
izvornu vrstu odnosno R. turanicus sensu stricto (s.s.), a Palearkticki ukljuéujuci i juzno-
europsku liniju i dalje predstavljuju R. turanicus sensu lato (s.1.).

Filogentskom analizom je R. sanguineus podijeljen u tri zasebne gentske linije i to R.
sanguineus umjerene klime (R. sanguineus temperate lineage, engl.), R. sanguineus tropskih
podrucja (R. sanguineus tropical lineage, engl.) i jugo-isto¢na linija R. sanguineus (R.
sanguineus south-east lineage, engl.). Zaklju¢uju da su potrebna dodatna istraZivanja grupe R.
turanicus i R. sanguineus sa ciljem razumijevanja taksonomije unutar grupe (BAKKES i sur.,
2020.).

DANTAS-TORRES i sur., (2017.) su sekvenciranjem analizirali odsjecak duljine 300
parova baza (pb) mitohondrijske 16S rRNA 311 krpelja morfoloski determiniranih kao R.
sanguineus sensu lato prikupljenih s pasa, a 12 muzjaka kao R. turanicus. Dobiveni rezultati

su pokazali da krpelji pripadaju vrsti R. sanguineus s.l., a ne R. turanicus bez obzira na
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morfolosku sli¢nost i ranije potvrde iste vrste u pasa u Portugalu (COIMBRA-DORES i sur.,
2016.). Istrazivanjem su takoder potvrdili 10 razli¢itih haplotipova koji pripadaju u grupu R.
sanguines umjerene klime (DANTAS-TORRES i sur., 2017.).

Sli¢nu gensku raznolikost utvrdila su molekularna istrazivanja provedena u Latinskoj
Americi koja su pokazala prisutnost dvije osnovne genetske linije R. sanguineus s.l. i to
skupinu tropskog podneblja (od sjevernog Meksika do hladnijih podruc¢ja Juzne Amerike) i
skupinu umjerenog podneblja u hladnijim podruc¢jima Juzne Amerike (BURLINI i sur., 2010.;
MORAES-FILHO i sur., 2011.; NAVA i sur., 2012.).

U Hrvatskoj su provedena dva istrazivanja temeljena na analizi krpelja R. sanguineus
sekvenciranjem 16S rDNA i COX1 (HORNOK i sur., 2017a.; CHITIMIA-DOBLER i sur.,
2019.). U istrazivanju koje su proveli HORNOK 1 sur., (2017a.) sekvencirano je ukupno Sest
krpelja iz Pule, Sibenika, Zadra, Zagreba i Rovinja s pasa analizom COX1 i 16S rRNA gena.
Dokazali su da svi krpelji pripadaju skupini R. sanguineus umjerenog podneblja i da se uslijed
sekvencijskih razlika filogenetski mogu dodatno podijeliti u dvije podskupine (lla i Ilb)
unutar skupine srednjeg i zapadnog Mediterana. Samo je jedan krpelj pripadao skupini Ilb
dok su svi ostali pripadali skupini Ila. CHITIMIA-DOBLER i sur., (2019.) smatraju da nalaz
jednog krpelja R. sanguineus s.s. s Krka sekvenciranjem 16S rRNA predstavlja novi nalaz u
Europi bez obzira na raniju potvrdu HORNOKA i sur., (2017a.).

Molekularnim istrazivanjima, sekvenciranjem odsjecka 16S rRNA gena, vrsta R.
bursa (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003.; BECK i sur., 2016b.) je dokazana na

podrucju srednjeg 1 juznog hrvatskog priobalja.
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2.4.3.3. Vektorski znacaj krpelja iz roda Rhipicephalus
2.4.3.3.1. Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Rhipicephalus sanguineus s.l. je vektor Babesia vogeli, Hepatozoon canis, Ehrlichia
canis, te R. conori i R. massiliae uzro¢nike pjegave groznice (DANTAS-TORRES, 2010.,
2018.). Takoder se smatra i potencijalnim vektorom A. platys i B. gibsoni u Europi
(SIMPSON i sur., 1991.; SOLANO-GALLEGO i sur., 2016.).

Juzna Europa, prvenstveno zemlje Mediterana (Grcka, Albanija, Italija, Francuska,
Portugal, Spanjolska) predstavljaju endemiéno podrugje A. platys (SAINZ i sur., 2015.),
uzro¢nika cikli¢ke trombocitopenije pasa (Slika 21.). Osim u pasa molekularno je dokazana u
slezenama lisica u Portugalu (CARDOSO i sur., 2015.), te u krpelja R. sanguineus s pasa u
istrazivanjima u Portugalu (MAIA i sur., 2014a.) i Spanjolskoj (ESTRADA-PENA i sur.,
2017c.)

U endemi¢nim podru¢jima Juzne Amerike, osim u pasa, molekularno je dokazana u
dvije Zene s klinickim simptomima nalik gripi (slabost, glavobolje, bolovi u misi¢ima i
zglobovima) (ARRAGA-ALVARADO i sur., 2014.; CICUTTIN i sur., 2016.), $to ukazuje na
mogucéi zoonotski potencijal.

Anaplasma platys je prvi puta molekularno dokazana u RH iz krvi psa izvezenog u
Njemacku 2010. godine (DYACHENKO 1 sur., 2012.). HUBER i sur.,, (2017.) su
molekularnim istrazivanjem A. platys dokazali iz krvi 2,5% (27/1.080) naizgled zdravih pasa
s podjednakom distribucijom na podru¢ju kontinentalne Hrvatske (2%, 14/712) i priobalja
(1,6%, 4/242), dok je najveca ucestalost zabiljezena na podrucju sjevernog priobalja (7,1%,
9/126).

Drugi znac¢ajan rod unutar porodice Anaplasmataceae predstavlja rod Ehrlichia.
Najznacajnija i jedina vrsta dokazana u Europi je E. canis, dok je do danas opisano jo§ Cetiri:
E. chaffeensis i E. ewingii su uzroc¢nici infekcija u pasa i ljudi (SAD; ISMAIL i sur., 2017.),
E. muris u ljudi (SAD; ISMAIL i sur., 2017.), dok E. ruminantium uzrokuje bolest u domacih
i divljih prezivaca (Afrika, Kina; ALLSOPP, 2015.).

U Europi E. canis (Slika 22.) je endemska u pasa na podru¢ju Mediterana (Albanija,
Crna Gora, Gréka, Italija, Portugal, Spanjolska; SAINZ i sur., 2015.). Molekularno je
dokazana iz krvi macke u Portugalu (MAIA i sur., 2014b.), te u slezenama divljih zivotinja
poput lisica u Portugalu, Italiji, Spanjolskoj (SATTA i sur., 2011.; CARDOSO i sur., 2015.;
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CHISU i sur., 2018.), vukova u Italiji (SANTORO i sur., 2016.) i rakuna u Spanjolskoj
(CRIADO-FORNELIO i sur., 2018.). U krpelja DNK E. canis je dokazana u R. sanguineus
s.l. iz okolis$a (HARRUS i sur., 2011.), s pasa u Rumunjskoj (IONITA i sur., 2013.) i
Spanjolskoj (ESTRADA-PENA i sur., 2017c.), te u dva istrazivanja na Sardiniji u krpelja s
pasa i koza (SATTA i sur., 2011.), te s lisica i pasa (CHISU i sur., 2018b.).

Ehrlichia canis je potencijalno zoonotski patogen, molekularno je dokazana u ljudi u
Juznoj Americi, sa simptomima (groznica, osip, glavobolja, muc¢nina, povracanje, bolovi u
misi¢ima i zglobovima) slicnim kao kod humane erlihioze, uzrokovane E. chaffensis (PEREZ
I sur., 2006.).

U Hrvatskoj su u dva istraZivanja SNAP®4Dx i SNAP®4Dx" Plus testovima dokazana
protutijela E. canis u 0,4% (2/435) naizgled zdravih pasa, na podrucju sjevernog priobalja
(Pula i Rijeka) (MRLJAK i sur., 2017.) i 0,6% (JURKOVIC i sur.,2019a.) pasa. JURKOVIC i
sur., (2019a.) su dokazali protutijela u 0,6% (9/1.433) pasa: u 0,7% (5/753) naizgled zdravih i
u 0,6% (4/617) bolesnih, dok su svi uginuli psi bili negativni. Molekularnim istrazivanjem
koje su proveli HUBER i sur., (2017.) E. canis nije dokazana u krvi 1.080 naizgled zdravih i

tkivima (slezena, miokard, pluca, jetra) 63 uginula psa u Hrvatskoj.

Slika 21. Morula A. platys u trombocitu psa (razmaz krvi, Giemsa, imerzija)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).
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Slika 22. Morula E. canis u monocitu/limfocitu psa (razmaz krvi, Giemsa, imerzija)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Hepatozoon canis (Rod Hepatozoon, Porodica Hepatozoidae) uzro¢nik hepatozoonoze
pasa prenosi se ingestijom R. sanguineus koji sadrzi zrele oociste (BANETH, 2011.). Na
podru¢ju Europe dokazan je u pasa i macaka iz Gréke, Bugarske, Italije, Francuske, Portugala
(BANETH, 2011.), Rumunjske (ANDERSSON i sur., 2013.) i Engleske (ATTIPA i sur.,
2018.). Osim u pasa dokazan je u lisica iz Njemacke (NAJAM i sur., 2014a., 2014b.), Ceske
(MITKOVAisur., 2016.), Madarske (FARKAS i sur., 2014.), Austrije (HODZIC i sur.,
2018a.), Srbije (JUWAID i sur., 2019.), Portugala (CARDOSO i sur., 2014.), Italije
(GABRIELLI i sur., 2010.) i cagljeva iz Madarske i Austrije (DUSCHER 1 sur., 2013.). U
veéini istrazivanja u Europi DNK H. canis je dokazana u vektoru R. sanguineus s.l. sa pasa i
lisica (GABRIELLI i sur., 2010.; MAIA i sur., 2014a.; ESTRADA-PENA i sur., 2017c.).

VOJTA i sur., (2009.) su u RH H. canis molekularno dokazali iz krvi 106 (106/108;
98,1%), a Hepatozoon sp. (1,9%, 2/108) dva psa. Hepatozoon sp. je dokazan isklju¢ivo u
kontinentalnoj regiji, dok je H. canis bio prisutan u pasa sa kontinentalnog i priobalnog
podrucja, sa najve¢om ucestalosti na podrucju sjevernog i juznog priobalja (VOJTA 1 sur.,
2009.). U istrazivanju DEZDEKA i sur., (2010.) H. canis je dokazan u 23% slezena lisica
(44/191) na podrucju sjevernog priobalja (Istra i Primorje) i kontinentalne Hrvatske (Zagreb,
Zagorje i Slavonija), dok je Hepatozoon sp. dokazan u slezenama dvije lisice (1%, 2/191) na

podrudju sjevernog priobalja (Istra).
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Babesia vogeli najslabije patogena vrsta velikih babezija pasa (SOLANO-GALLEGO
I sur., 2016.) je skvenciranjem dokazana iz krvi bolesnog (1,3%, 1/81) i dva naizgled zdrava
psa (7%, 2/29) (BECK i sur., 2009.).

Mala babezija, B. gibsoni (Slika 23.) je prvi puta molekularno, a potom
sekvenciranjem dokazana iz krvi Sest asimptomatskih pit-bull terijera u selu Podbablje, u
blizini Splita (BECK i sur., 2009.). Nedavno je preliminarnim istrazivanjem dokazana iz Krvi

pasa na podru¢ju Zagreba (JURKOVIC i sur., 2019b.).

Slika 23. Merozoit B. gibsoni u krvnom razmazu psa (Giemsa, imerzija)

(Izvor: Laboratorij za parazitologiju, HVI, Zagreb).

Rhipicephalus sanguineus s.l prenosi obligatne intracelularne rikecije koje pripadaju
skupini uzro¢nika pjegavih groznica (SPG, spotted fever group,engl.). Medu najznacajnije
uzro¢nike se ubraja Rickettsia conorii, uzro¢nik mediteranske pjegave groznice (MPG) i R.
massiliae (PAROLA i sur., 2013.).

Mediteranska pjegava groznica je endemska na podruc¢ju juzne Europe (PORTILLO i
sur., 2015.). Tome u prilog idu istrazivanja kojima su R. massiliae i R. conori dokazivane u R.
sanguineus u zemljama na podru¢ju Mediterana poput Italije (psi, koze, lisice, R. massiliae i
R. conori, CHISU i sur., 2018., 2020.) Gr¢ke (psi, R. massiliae, MORAGA-FERNANDEZ i
sur., 2019.), Spanjolske (psi, R. massiliae, VILA i sur., 2019.; ESTRADA PENA i sur.,
2017c.), Portugala (psi, R. massiliae i R. conori, MAIA i sur., 2014a.; BARRADAS i sur.,
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2020.), ali i sporadi¢no u drugim drzavama poput Rumunjske (psi, R. conori; IONITA i sur.,
2016.).

U RH je mediteranska pjegava groznica po prvi puta opisana na podrucju Splita
tridesetih godina 20. stoljeca (TARTAGLIA, 1935.), a PUNDA i suradnici 1984. godine su
seroloski potvrdili u ljudi oboljelih u epidemiji na podrucju Splita. Od tada se najveci broj
slu¢ajeva mediteranske pjegave groznice u ljudi biljezi na podrucju od Zadra do Dubrovnika
(PUNDA i sur., 1984.; PUNDA-POLIC i sur., 2002., 2008.; DZELALIJA i sur., 2016.), a
sporadi¢ni slucajevi su zbiljezeni na podrucju sjevernog priobalja (Istra, Hrvatsko Primorje)
(RADULOVIC i sur., 1993.; MULIC i sur., 2006.). Prema podatcima HZJZ tijekom 2017.
godine bilo je registrirano 4 slucaja oboljenja ljudi, dok je taj broj u 2016. godini iznosio
svega 1 slucaj (ZBHRV16.; ZBHRV17.).

Protutijela R. conori su dokazana iz krvi 20,7% (11/53) pasa iz Zagreba i 62,4% (88/141) pasa
na podrugju srednjeg probalja (okolica Splita) (PUNDA-POLIC i sur., 1995.).

Prema dosada$njim spoznajama na podrucju Hrvatske istrazivanja rikecija u

krpeljima roda Rhipicephalus su rijetka. Do danas je provedeno jedno preliminarno

istrazivanje kojime su BECK i sur., (2016a.) molekularno, a potom i sekvenciranjem dokazali

DNK R. massiliae u Rhipicephalus sp. na podruc¢ju srednjeg i juznog priobalja.

Rhipicephalus turanicus, svrstan u skupinu R. sanguineus s.I. kompleksa je predlozeni
vektor H. canis (GIANNELLI i sur., 2017.), a moze prenositi i druge patogene poput A. 0Vis,
Theileria equi i R. massiliae (DANTAS-TORRES i sur., 2017.; BAKKES i sur., 2020.). U
nekoliko provedenih istrazivanja u R. turanicus je dokazana DNK viSe vrsta patogena.
SATTA i sur.,, (2011.) su u ltaliji u R. turanicus s ovaca i koza dokazali DNK A.
phagocytophilum i C. burnetti, a MARQUEZ, (2008.) u Spanjolskoj s jeza ovce, srne i divlje
svinje DNK R. massiliae. Ukrpelja s jelena obi¢nog ORKUN i sur., (2020.) su u Turskoj
dokazali DNK T. capreoli.

HARRUS i sur., (2011.) su u R. turanisus iz okolisa u Izraelu dokazali DNK Ccetiri vrste
patogena: B. vogeli, A. bovis, A. platys i E. canis.

U R. turanicus s ovaca i koza u Alziru AOUADI i sur., (2017.) su dokazali DNK B. ovis, T.
ovis i A.ovis (AOQUADI i sur., 2017.), dok su BELKAHIA i sur., (2019.) u R. turanicus s
ovaca i koza u Tunisu dokazali DNK A. ovis.

Buduc¢i da taksonomski status krpelja R. turanicus jo$ nije u potpunosti razjasnjen,
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treba provesti dodatna istrazivanja kako bi se razjasnila njegova vektorska uloga (DANTAS-
TORRES i sur., 2018., BAKKES i sur., 2020.).
U Hrvatskoj je do danas provedeno jedno istrazivanje kojime su DUH i sur., (2008.) u

R. turanicus s ovaca na podrucju srednjeg priobalja (okolica Splita) dokazali DNK T. ovis.

2.4.3.3.2. Rhipicephalus bursa

Rhipicephalus bursa je vector B. ovis (YERUHAM isur., 1998.; GRECH-ANGELINI
i sur., 2020.) uzrocnika piroplazmoze ovaca.
U istrazivanjima u Italiji u R. bursa s koza i ovaca dokazana je DNK E. canis, A. ovis i C.
burnetti (CHISU i sur., 2018.); s ovaca Babesia sp. anglona (CHISU i sur., 2020.); s muflona
I goveda DNK T. orientalis (CHISU i sur., 2019.).
CICCULLI i sur., (2019.) su na Korzici u R. bursa s goveda i divlje svinje dokazali DNK R.
aeshlimannii i R. slovaca, dok je DNK A. marginale dokazana u R. bursa s goveda.
DAHMANI i sur., (2017.) su u R. bursa s koza i ovaca dokazali DNK A. marginale i E. canis,
a GRECH-ANGELINI i sur., (2020.) DNK T. equi i B. caballi.
U R. bursa s koza i ovaca u Gr¢koj dokazana je DNK R. massiliae, A. ovis, te endosimbiont
,Coxiella-slican “ (PAPA i sur., 2020.). ORKUN i EMIR, (2020.) su u Turskoj u R. bursa s
jelena obi¢nog dokazali DNK T. orientalis, a u krpelja s lisica DNK Babesia sp. ,,tavsan® i H.
canis. AOUADI i sur., (2017.) su u R. bursa s koza i ovaca u Alziru dokazali DNK A. ovis i
Theileria ovis.

U istrazivanjima R. bursa iz okolisa dokazana je DNK E. canis, A. bovis i A. platys u
Izraelu (HARUS i sur., 2011.), te DNK T. equi i B. caballi u Italiji (ROMITI i sur., 2019.).

Prvi sluéaj piroplazmoze ovaca na podru¢ju Hrvatske opisali su ZAHARIJAI sur.,
(1973.) jos davne 1911. godine, kasnije BOKO (1941.) i na podrucju srednjeg priobalja.
Piroplazmoza ovaca se rijetko opisuje u Hrvatskoj. Prema dosadasnjim spoznajama u
Hrvatskoj provedeno je jedno istraZivanje na podrucju srednjeg priobalja (okolica Splita) na
dvije skupine ovaca (DUH i sur., 2008.), kojem su sekvenciranjem potvrdene T. ovis i
Theileria sp. Istim istrazivanjem DUH i sur., (2008.) su sekvenciranjem u R. bursa s ovaca
dokazali DNK T. ovis na podruéju srednjeg priobalja
Osim u ovaca, T. ovis je dokazana u srne na podrucju Gorskog kotara (PINTUR i sur.,
2012a.).
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2.4.4. Rod Hyalomma

2.4.4.1. ProSirenost i vrste krpelja iz roda Hyalomma

Rod Hyalomma sastoji se od 27 vrsta krpelja (BARKER i MURRELL, 2008.;
GUGLIELMONE i sur., 2010.). Na podrucju Europe opisano je Sest vrsta i to Hy.
lusitanicum, Hy. marginatum, Hy. scupense, Hy. rufipies, Hy. aegyptium i Hy. excavatum, ¢ija

je prosirenost prikazana u Tablici 6.

Hyalomma marginatum je najznacajnija vrsta roda Hyalomma u Europi radi vektorske
uloge u prijenosu krimsko-kongoanske hemoragijske groznice (MALTEZOU i sur., 2010.).
Rasprostranjena na podruéju juzne i jugoistoéne Europe (Slika 24., Tablica 6., PETNEY i
sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.), sa sporadi¢nim dokazima iz Njemacke
(RUBEL i sur., 2014.), Madarske (FOLDVARI i sur., 2011.), Austrije (DUSCHER i sur.,
2018.) i Svedske (GRANDI i sur., 2020.). Danas je zajedno sa jo§ Getiri vrste, Hy. rufipes, Hy.
isaaci, Hy. turanicum i Hy. glabrum svrstana u Hyalomma marginatum komplex
(APANASKEVICH i HORAK, 2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.; CAPEK i sur., 2014.).
Hyalomma scupense je uz Hy. marginatum, najrasprostranjenija vrsta, opisana u juznom i
jugoistoénom dijelu Europe (Tablica 6.; PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur.,
2017a.).

Na podruc¢ju Hrvatske, prema dosada$njim istrazivanjima temeljenim na morfoloskoj
determinaciji opisane su svega dvije vrste krpelja roda Hyalomma, Hy.marginatum i Hy.
scupense (KRCMAR, 2012.; BECK i sur., 2016b.). Hyalomma marginatum je opisana na
gotovo cijelom podrucju priobalja, dok je Hy. scupense ucestalija na podrucju juZnog
priobalja (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003.; KRCMAR, 2012.; BECK i sur.,
2016b.). U Tablici 7. je prikazana proSirenost morfoloski determiniranih vrsta Hy. scupense i

Hy. marginatum i njihovih nositelja u Hrvatskoj.
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Slika 24. Rasprostranjenst Hy. marginatum na poruc¢ju Europe (Izvor: ECDC, 2019d.).

Tablica 6. Vrste krpelja iz roda Hyalomma opisane na podrué¢ju Europe
(preuzeto iz: PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.).

VRSTA
KRPELJA

VRSTA ZIVOTINJE

PROSIRENOST

Hy. lusitanicum

Govedo, ovca, koza, jelen,
mesojedi, jez, zec, kuni¢, covjek

juzna (Portugal, Spanjolska, Francuska, Italija)
Europa

Hy. marginatum

Domac¢i i divlji prezivaci, ¢ovjek

juzna (Spanjolska, Portugal, Francuska, Italija) i
jugoistocna (podrucje Balkana, Moldavija,
Rumunjska, Ukrajina), te povremeno sredisnja
(Njemacka, Madarska, Austrija) i sjeverna
(Finska, Svedska) Europa

Hy. rufipes

Govedo, ovce, koze, konji, psi,
povremeno ljudi

Makedonija, Malta, Portugal, Njemacka, Ceska

Hy. aegyptium

Govedo, pas, jelen, divlja svinja,
zec, jez, gusteri, ptice, glodavci,

Rumunjska, Bugarska, Grcka, Turska

Hy. scupense

Govedo, konj, ovca,
magarac, svinja

juzna (Spanjolska, Franuska, Italija) i
jugoisto¢na (Albanija, BiH, , Crna Gora, Srbija,
Bugarska, Rumunjska, Moldavija, Grcka)
Europa

Hy. excavatum

Govedo, ovca, koza, konj,
magarac

Albanija, Grcka
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Tablica 7. Vrste krpelja iz roda Hyalomma morfoloski determinirane na podruc¢ju Hrvatske.

VRSTA

VRSTA KRPELJA JIVOTINJE LOKACIJA PRIKUPLJANJA REFERENCE
Pula, Krk, Cres, LoSinj, Zadar, Split, x
Ovca Kastela, Sinj, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Kastela DUH i sur., 2003.
Petrinja, Pula, Krk, Cres, LoSinj,
Zadar, Kastela, Sinj, Brac, KRCMAR, 2012.
Govedo Dubrovnik _
Hy. marginatum . PUNDA-PQLIC 1sur.,
Kastela, Bosanka, GluSci 2002.; DUH i sur., 2003.;
BECK i sur., 2016.
. Petrinja, Pula, Krk, Cres, LoSinj, x
Konj Zadar, Split, Bra¢, Dubrovnik, KRCMAR, 2012.
Koza Kastela, Sinj KRCMAR, 2012.
Kastela DUH i sur., 2003.
Magarac Bosanka BECK i sur., 2016b.

Hy. scupense

Ovca, govedo

Pula, Krk, Losinj, Zadar, Split, Bra¢,
Dubrovnik; Solin

KRCMAR, 2012.;
BECK i sur., 2016b.

244.2.

Genska istraZivanja krpelja iz roda Hyalomma

Probleme razlikovanja vrsta roda Hyalomma koja sadrzi 27 vrsta naglasili su
APANASKEVICH i HORAK (2008.). Unutar kompleksa Hyalmomma marginatum danas se

nalaze vrste Hy. rufipes, Hy. isaaci, Hy marginatum sensu stricto, Hy. turanicum i Hy.
glabrum (CAPEK i sur., 2014.). Bez obzira na primjenu molekulanih analiza 12S rRNA, 16S

rRNA i COX1 gena sistematizacija roda jo$ uvijek nije potpuna zbog znacajnih heterogenosti

unutar ranije definiranih vrsta (ROTH 1 sur., 2019.). Bez obzira na vektorski znacaj krpelja

Hy. marginatum kompleksa genetska istrazivanja u Europi su vrlo oskudna.

Molekularnim istrazivanjima, koje su sekvenciranjem odsjecka 16S rRNA gena proveli
PUNDA-POLIC i sur., (2002.), DUH i sur., (2003.) i BECK i sur., (2016b.), Hy. marginatum

je dokazana s goveda, ovaca i koza na podrucju srednjeg (okolica Splita) i juznog (Bosanka,

Glusci) priobalja Hrvatske, dok je Hy. scupense dokazana samo s goveda na podrucju
srednjeg priobalja (Solin) (BECK i sur., 2016b.).
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2.4.4.3. Vektorski znacaj krpelja iz roda Hyalomma

Hyalomma marginatum je vektor uzro¢nika krimsko-kongoanske hemoragijske
groznice, koja je endemska na podru¢ju Albanije, Kosova Bugarske, Srbije i Rusije
(MALTEZOU i sur., 2010.) te virusa Zapadnog Nila (ESTRADA-PENA i sur., 2015.). U
istrazivanjima u Italiji u Hy. marginatum je dokazana DNK B. bigemina, B. bovis s goveda i
T. equis konja (IORI i sur., 2010.); T. orientalis s goveda i muflona (CHISU i sur., 2019.); E.
canis s divlje svinje i ovce; R. aeschlimannii s razli¢itih vrsta Zivotinja (CHISU i sur., 2020.);
te Coxiella burnetii s ljudi (CHISU i sur., 2018.). DNK A. marginale i R. aeschlimannii je
dokazana u Hy. marginatum s goveda na Korzici (CICCULLI i sur., 2019.) i Portugalu
(PEREIRA i sur., 2018.). IONITA i sur., (2013.) su u Hy. marginatum s goveda i ovaca
dokazali DNK T. orientalis i T. equi iz okolis$a u Rumunjskoj. KARASARTOVA i sur.,
(2018.) su u Turskoj u Hy. marginatum s ljudi dokazali tri vrste rikecija R. slovaca, R. raoultii

i R. aeschlimanni.

Hyalomma scupense je jedan od predlozenih vektora T. annulata, uzro¢nika tropske
tajlerioze goveda (GHARBI i DARGHOUTH, 2014.) koja je u Europi dokazana u goveda u
Spanjolskoj (CALLEJA-BUENO i sur., 2017.) i Portugalu (GOMES i sur., 2016.).
Istrazivanja patogena u krpelju Hy. scupense u Europi su oskudna. Vecina istrazivanja je
provedena na podrudju sjeverne Afrike, kojima je dokazana DNK T. equi, A.
phagocytophilum, B. bovis, C. burnetti i virus krimsko-kongoanske hemoragijske groznice
(GHARBI i DARGHOUTH, 2014.).

Hyalomma lusitanicum je vektor T. annulata (VISERAS i sur., 1999.) i T. equi (ZAPF
i SCHEIN, 1994.). U krpelju je dokazana DNK Babesia sp. anglona (ovca, CHISU i sur.
2020.), R. aeschlimanni (okolis, CHISU i sur., 2018.) i endosimbiont ,,Francisella-sli¢an*
(okolig, CHISU i sur., 2019.) u istrazivanjima u Italiji. U Spanjolskoj (MARQUEZ, 2008.) i
Portugalu (PEREIRA i sur., 2016.) dokazana je DNK R. massiliae u Hy. lusitanicum s koza,
srna, jelena lopatara i divljih svinja. Coxiella burnetti i Borrelia lusitaniae su u Spanjolskoj
(TOLEDO i sur., 2009.) i Portugalu (MILHANO i sur., 2010.) dokazani u Hy. lusitanicum iz

okolisa.

Molekularnim istrazivanjima u Hrvatskoj, PUNDA-POLIC i sur., (2002.) i BECK i
sur., (2016b.) su u Hy. marginatum s goveda na podrucju srednjeg i juznog priobalja Hrvatske
dokazali DNK R. aeschlimanii.
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2.4.5. Rod Haemaphysalis

2.4.5.1. ProSirenost i vrste krpelja iz roda Haemaphysalis

Unutar roda Haemaphysalis opisano je 166 vrsta krpelja (BARKER i MURRELL,
2008.; GUGLIELMONE i sur., 2010.), od kojih je u Europi prisutno sedam H. parva,
H.concinna, H. punctata, H. sulcata, H. inermis, H. erinacei i H. hispanica (PETNEY i sur.,
2012.; ESTRADA-PENA i sur.,, 2017a.).U Tablici 8. je zbirni prikaz proSirenosti vrsta

opisanih na podrucju Europe.

U Hrvatskoj prema dosadasnjim istrazivanjima temeljenim na morfoloskoj
determinaciji rod Haemaphysalis predstavlja drugi najraznolikiji rod nakon roda Ixodes, sa
Sest determiniranih vrsta: H. punctata, H. inermis, H. sulcata, H. concinna, H. parva i H.
erinacei (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003., 2008.; KRCMAR, 2012., 2014.,
2019.; JEMERSIC i sur., 2014.). U Tablici 9. je prikazana prosirenost morfoloski

determiniranih vrsta i njihovih nositelja na podrucju Hrvatske.

Tablica 8. Vrste krpelja iz roda Haemaphysalis opisane na podrucju Europe
(Preuzeto iz: PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a.).

VRSTA Y &
KRPELJA VRSTA ZIVOTINJE PROSIRENOST
- zapadna (Francuska), juzna (Italija), srediSnja (Njemacka.
H. concinna Ovea, govedlo, dkonj.’ !e[en, Poljska. Ceska, Slovacka, Austrija, Madarska), isto¢na
pas, zec glodavel, jez (Rusija) jugoisto¢na (Rumunjska, podrucje Balkana) Europa
zapadna (Engleska, Francuska, Nizozemska, Belgija), sjeverna
Govedo, ovca, koza, konj, (Danska, Svedska), sredinja (Njemacka, Ceska, Slovacka,
H. punctata jelen, zec, pas, lisica, Madarska, Poljska, Svicarska), juzna (Italija, Spanjolska,
' gusteri, ptice, glodavci, jez, Portugal), istocna (Rusija, Ukrajina) i jugoisto¢na (albanija,
voluharice bugarska, Cipar, Grcka, Turska, Rumunjska, Moldavija)
Europa
H Oveca, koza, konj, lisica, pas, juzna (Spanjolska), sredidnja (Austrija, Ceska, Slovacka) i
. sulcata . TR . e
jez jugoisto¢na Europa (Bugarska, Rumunjska, Srbija)
Govedo, ovca, koza, konj, juzna (Francuska, Portugal, Spanjolska, Italija), sredi§nja
H. inermis jelen, pas, lisica, jez, Covjek (Austrija, Cegka, Slovacka, Poljska, Madarska) i jugoistoéna
(povremeno) (Albanija, Bugarska, Gréka, Rumunjska) Europa
H. parva Domace i divlje zivotinje Italija, Rumunjska, Grcka, Bugarska
H. erinacei Zec, glodavei, _kl_ma bjelica, Italija, Bugarska, Gréka, Rumunjska
tvor, lisica
H. hispanica Zec, kunié Francuska, Portugal, Spanjolska
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Tablica 9. Vrste krpelja iz roda Haemaphysalis morfoloski determiniranena podrucju

Hrvatske.
VRSTA VRSTA ZIVOTINJE LOKACIJA PRIKUPLJANJA REFERENCE
KRPELJA
Cres, I:OSan, Pgla, erk, Zadar, Spht, KRCMAR, 2012.
Ovca Kastela, Sinj, Bra¢, Dubrovnik
Mué. Kastela. Sini DUH i sur., 2008., 2003.;
e, hasteta, sy PUNDA-POLIC i sur., 2002.
Cres, Kastela, Sinj KRCMAR, 2012.
Koza Kaktela. Sini PUNDA-POLIC i sur., 2002.;
asteia, Siny DUH i sur., 2003.
Zagreb, Dugo Selo, Pescenica, Pula, LoSinj, 5
Krk, Cres, Zadar, Split, Kastela, Sinj, Bra¢, KRCMAR, 2012.
H. punctata Govedo Dubrovnik
Kastela. Sini PUNDA-POLIC i sur., 2002.;
>tela, sty DUH i sur., 2003.
. Zagreb, Dugo Selo, Pescenica, Pula, Krk, .
Konj Cres, Losinj, Zadar, Split, Bra¢, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Zuta pastirica Metkovié KRCMAR, 2012.
Okolis Brag KRCMAR, 2012.
lisice Pozesko-Slavonska Zupanija JEMERSIC i sur., 2014.
Ovca, govedo, pas Cres, Lo8inj, Zadar, Dubrovnik KRCMAR, 2012.
Beli Manastir, Haljevo, Ceminac, Popovac, 3
H. inermis Okolis Lug, Grabovac, Branjina, Draz, Tikves, KRCMAR i sur, 2014.,2019.
Zmajevac
Divlja svinja Beli Manastir, Haljevo, Popovac, Podolje KRCMAR, 2019.
Srna obi¢na Dekanovec KRCMAR, 2012.
Zidna gusterica, krska 5
gusterica, zapadno - Krk KRCMAR, 2012.
H. concinna mediteranski zelembaé
Mikleus, Beli Manastir; Donji Andrijevci,
Okoli Koska, velika Kopanica, Piskorevci, Siroko KRCMAR, 2012.,2019.;
Polje, Kunjevci, Lug, Tompojevci; TIJSSE-KLASEN i sur., 2013a.
Slavonski Brod
Ovea Pula, Krk, Cres, Losinj, Zadar, Split, Bra¢; KRCMAR, 2012.
Mug¢, Kastela, Sinj DUH i sur., 2006., 2008.
Koza Kastela, Sinj DUH i sur., 2006.
Melanisticki mrki Krk KRCMAR, 2012.
guster
Krk, Brusnik, Kurjak, Maslinovac, Vrtlac,
H. sulcata Krska gusterica Trstikovac, Mrtovac, Veliki Babuljas, Mali KRCMAR, 2012.
Pri$njak, Jancar,
Mali Dolfin, Lutro$njak, Kamenjak, }
Pomorska gusterica premuda, Olib, Duzac, Baricevac, Vela KRCMAR, 2012.
Sestrica, Palagruza
Veliki zelembaé Cres KRCMAR, 2012.
Obicni zelembaé Trstenik KRCMAR, 2012.
H. parva Okolis Brag KRCMAR, 2012.
H. erinacei Bijela ¢iopa Dubrovnik KRCMAR, 2012.
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2.4.5.2. Genska istrazivanja krpelja iz roda Haemaphysalis

Gensku raznolikost krpelja iz roda Haemaphysalis u Europi, H. concinna i H.
erinacei istrazivali su HORNOK i sur., (2016a., 2016b.).

Sekvenciranjem odsjecaka 16S rRNA i COX1 gena li¢inki i nimfi krpelja H. concinna
na podrucju Madarske HORNOK 1 sur., (2016a.) su dokazali postojanje dvije razlicite
genetske linije, od kojih je jedna pokazivala 99% slicnosti sa specificnim istocnoazijskim
izolatima iz Japana, dok je druga bila bila sli¢nija isto¢no sibirskim izolatima.

U drugom istrazivanju (HORNOK i sur., 2016b.) autori su su istrazivali filogenetske
odnose tri podvrste krpelja Haemaphysalis erinacei, Haemaphysalis erinacei tairica
(Rumunjska i Turska), H. e. erinacei (ltalija) i H. e. turanica (Kina), sekvenciranjem 16S
rRNA i COX1 gena. Utvrdili su da su razlike u sekvencama 16S rRNA i COX1 gena H. e.
taurica i H. e. erinacei bile manje od 2%, dok su razlike kod H. e . taurica i H. e turanica
iznosile ¢ak i do 7,3%. Zakljucuju da rezultati filogenetskog istrazivanja ne podrzavaju
taksonomsku podjelu H. erinacei na tri podvrste, zbog utvrdene genetske raznolikosti izmedu
H. e. turanica i H. e. taurica, sugerirajuci da iste mogu predstavljati razli¢ite vrste. Stoga

predlazu reviziju taksonomskog statusa krpelja H. erinacei na ve¢em broju uzoraka.

Molekularnim istrazivanjima u Hrvatskoj su do danas potvrdene dvije vrste krpelja.
Sekvenciranjem odsjecka 16S rRNA gena H. punctata (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i
sur., 2003.) i H. sulcata (DUH i sur., 2006.) su dokazane s goveda i ovaca na podrucju
srednjeg priobalja (okolica Splita).

2.453.  Vektorski znacaj krpelja iz roda Haemaphysalis

Krpelji iz roda Haemaphysalis mogu biti vektori B. major (YIN i sur., 1996.) i T.
orientalis (T. buffeli/T. sergenti) (WATTS i sur., 2016.) uzroénika tajlerioze goveda.
Theileria orientalis je ucestala u goveda i ovaca u Novom Zelandu, Australiji, Japanu i Africi
(SIVAKUMAR i sur., 2014.). U Europi je dokazana samo u asimptomatskih goveda u
Madarskoj (HORNOK i sur., 2014.), Portugalu (BRIGIDO i sur., 2004.), ltaliji (CASSINI i
sur., 2012.) i Srbiji (VASIC i sur., 2018.). Osim krpeljima moze se prenositi transplacentarno
(MEKATA i sur., 2018.) ili usima (FUJISAKI i sur., 1993.).

Smatraju se i vektorima A. bovis, uzro¢nika monocitne anaplazmoze u domacih i
divljih prezivaca u Brazilu, Africi i Aziji (ATIF, 2016.; SAID i sur., 2018.), ¢ija je DNK
dokazana u H. punctata u Rumunjskoj (ljudi, ANDERSSON i sur., 2018.) i Spanjolskoj
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(ptice, vegetacija, PALOMAR i sur., 2015.). Uzroc¢nik je do sada u Europi dokazan u goveda
u Italiji (CECI i sur., 2014.) i jelena u Spanjolskoj (GARCIA-PEREZ i sur., 2016.).

U krpelja iz roda Haemaphysalis dokazana je DNK razli¢itih patogena, medutim
njihova vektorska uloga nije jo$ u potpunosti razjaSnjena. NajviSe istrazivanja je provedeno
na vrsti H. punctata u kojoj je dokazana DNK vise vrsta rikecija poput R. helvetica (okolis;
Engleska, TIJSSE-KLASEN i sur., 2013c.), R. massilae, R. raoutiii, R. monacensis (okolis,
jelen lopatar; Spanjolska, MARQUEZ, 2008.) i R. hoogstraali (muflon, ovca; Italija, CHISU i
sur., 2018.). U nekoliko istrazivanja dokazana je DNK cetiri vrste anaplazmi poput A.
marginale (okoli$; Portugal, ANTUNES i sur., 2016.), A. centrale, A. phagocytophilum
(goveda; Spanjolska, PALOMAR i sur., 2015.) i A. ovis (koze, goveda, lisica; Italija, CHISU i
sur., 2018.). DNK E. canis je dokazana u dva istrazivanja u H. punctata u Italiji s koza
(SATTA i sur., 2011.) i muflona (CHISU i sur., 2018.).

U ltaliji je DNK Babesia sp. anglona dokazana u H. punctata s muflona (CHISU i sur.,
2020.), a T. orientalis s goveda i lisica (CHISU i sur., 2019.). U krpelja s pasa i iz okolisa u
Rumunjskoj dokazana je DNK H. canis (ANDERSSON i sur., 2017b.).

U H. sulcata u Italiji dokazana je DNK A. ovis, E. canis (koze, SATTA i sur., 2011.);
Babesia sp. anglona (muflon, CHISU i sur., 2020.) i C. burnetti (psi, koze, SATTA i sur.,
2011). U H. sulcata s ovaca i koza u Grékoj dokazana je DNK B. divergens
(CHALIGIANNIS i sur., 2018.), a R. hoogstraali u H. sulcata iz okolisa u Turskoj (ORKUN i
sur., 2020.).

U H. parva u Turskoj iz okolisa ORKUN i sur., (2020.) su dokazali DNK R. helvetica,
R. hoogstraali, B. rossi i B. crassa, dok su ORKUN i EMIR i sur., (2020.) u krpelja s vukova,
lisice i risa dokazali DNK R. helvetica i R. hoogstraali, a H. felis u krpelja s risa (ORKUN i
EMIR, 2020.). CHALIGIANNIS i sur., (2018.) su u H. parva s ovaca i koza u Grckoj

dokazali DNK B. ovis i T. annulata.

U H. concinna dokazana je DNK H. canis s psa u Rumunjskoj (ANDERSSON i sur.,
2017b.), DNK T. capreoli i Babesia motasi iz okolisa u Madarskoj (HORNOK i sur., 2015.),
te A. phagocytophilum s divljih prezivata u Slovackoj (KAZIMIROVA i sur., 2018.).
HAMSIKOVA i sur., (2016.) su u H. concinna sa malih glodavaca u Slovackoj dokazali

zoonotske vrste babezija B. microti, B. venatorum i B. divergens.
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U H. inermis iz okolisa dokazana je DNK Babesia crassa (Madarska, HORNOK i
sur., 2015.), Borrelia miyamotoi (Slovacka, HEGLASOVA i sur., 2020.) i R. aeschlimanni
(Spanjolska, PORTILLO i sur., 2008.).

U RH je provedeno nekoliko istrazivanja kojima su u domacih i divljih Zivotinja, te
krpelja molekularno dokazani patogeni c¢ijim se vektorom smatraju krpelji iz roda
Haemaphysalis.

Anaplasma bovis je molekularno dokazana u uzorcima slezena srna (4%, 2/48), jelena
(2%, 2/107), muflona (2%, 2/62) i lisice (1%, 1/74) (BECK i sur., 2016a.). Na podruéju
Fuzina su u slezenama tri naglo uginule krave sekvenciranjem dokazane A. bovis i T.
orientalis JURKOVIC i sur., 2020.).

Izolat A. centrale identi¢an izolatu divljih papkara iz Japana dokazan je istrazivanjem
koje su proveli BECK i sur. (2016a.) u divokoza (4%; 2/54) i muflona (21%; 13/62). Dokaz
uzro¢nika predstavlja rijedak nalaz u Europi (PALOMAR i sur., 2015.; GARCIA-PEREZ i
sur., 2016.). Prenosi se krpeljem R. simus (POTGIETER i van RENSBURG, 1987.), unato¢
¢injenici da se vise vrsta krpelja navode kao moguci vektori A. centrale (ATIF, 2016.).

Rickettsia hoogstraalii sp. nov., uzro¢nik nalik R. felis, je prvi puta molekularno
dokazana u krpelja H. sulcata (22,8%, 23/795) sa ovaca i koza na podrucju srednjeg priobalja
(DUH i sur., 2006., 2010.). Iako spada u skupinu uzro¢nika pjegave groznice, njezina
patogenost nije u potpunosti razjasnjena. Osim u RH, DNK R. hoogstraalii je u Europi
dokazana u krpeljima H. punctata i H. sulcata u Italiji (CHISU i sur., 2017.) i Spanjolskoj
(MARQUEZ, 2008.).
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2.4.6. Istrazivanja patogena u krpeljima

SATTA isur., (2011.) su istrazivali patogene u 1.485 krpelja R. sanguineus, R.
turanicus, R. bursa, R. pusilus, Hy. marginatum, H. sulcata i D. marginatus sa Sardinije.
Zoonotske rikecije su dokazane u 0,9% skupnih uzoraka R. sanguineus sa pasa i ovce, 4,5%
R. turanicus s ovce, koza, goveda, konja i jednom R. pusillus s jeza. DNK E. canis je
dokazana u 0,1% skupnih uzoraka R. sanguineus s pasa, 16,7% H. sulcata sa koza i 7,8% sa
D. marginatus sa divljih svinja. U pet skupnih uzoraka R. turanicus sa ovaca i koza dokazana
je DNK A. phagocytophilum. Coxiella burnetti je dokazana u 0,5% skupnih uzoraka R.
sanguineus sa pasa i koza, 0,3% R. turanicus i 4,4% H. sulcata sa koza.

CHISU i sur., (2018., 2019., 2020.) su proveli tri istrazivanja patogena u krpelja na
Sardiniji. CHISU i sur. su 2018. godine pretrazili 1.619 krpelja prikupljenih sa domacih i
divljih zivotinja, ljudi i vegetacije. DNK rikecija R. massilae i R. conori su dokazali u R.
sanguineus s.l. s pasa, lisice i koze; R. hoogstralii u H. punctata sa muflona i ovce; te R.
aeschlimanni u Hy. marginatum sa razli¢itih vrsta Zivotinja i ljudi. DNK E. canis je bila
prisutna u R. sanguineus s.l. s pasa i lisica; R. bursa s koza; H. punctata s muflona. DNK A.
ovis je dokazana u R. sanguineus s.l. sa pasa, lisica i koza; R bursa sa muflona i ovaca, te u H.
punctata sa koza, goveda i lisica. Coxiella burnetti je dokazana u R. sanguineus s.l. i R bursa
sapasa i koza; te u Hy. marginatum sa ljudi. U D. marginatus sa divlje svinje dokazana je
DNK R. slovaca.

U istrazivanju provedenom 2019. godine (CHISU i sur., 2019.) su istrazili 166 krpelja
razli¢itih vrsta sa divljih i domacih zivotinja. Theileria orientalis je bila dominantna vrsta
dokazana u R. sanguineus s.l. sa pasa, koza, lisica, goveda i muflona. DNK je takoder bila
prisutna u krpelja Hy. marginatum, D. marginatus, R. bursa i H punctata. Preostale vrste
piroplazmi poput T. equi i B. bigemina su dokazane u R. sanguineus s.I. s pasa, a T. ovis u R.
sanguineus s.l. s muflona.

Tijekom 2020. godine CHISU i sur., su pretrazili su 230 vrsta krpelja i njihovih
patogena s razli¢itih vrsta zivotinja. Ukupno su dokazali 11 vrsta krpelja. DNK Anaplasma
spp. nisu dokazana, dok je E. canis dokazana u Hy. marginatum sa svinje i ovce, u D.
marginatus s divlje svinje i muflona, te u R. bursa i R. sanguineus s.l. s ovaca. DNK R.
massiliae je dokazana u R. sanguineus s.l. sa pasa; R. aeshlimani u Hy. marginatum sa svinja;

a R. slovaca u D. marginatus sa divlje svinje. Babesia sp. anglona je bila prisutna u vise
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razli¢itih vrsta krpelja poput H. sulcata s muflona, Hy. lusitanicum s ovce, R. bursa i R.
sanguineus s.1. sa razli¢itih vrsta domacih i divljih prezivaca.

SGROI i sur., (2020.) su istrazivanjem krpelja D. reticulatus i I. ricinus s divljih svinja
u juznoj Italiji u 18,3% krpelja dokazali uzro¢nike pjegavih groznica R. slovaca i R. raoultii.
Svega jedan 1. ricinus (0,6%) je nosio DNK R. slovaca, dok u je 9% krpelja D. marginatus
dokazana R. slovaca, a u jednom (0,6%) R. raoultii. Niti u jednog krpelja nije dokazana DNK
Babesia/Theileria spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp., ,,Ca. Neoehrlichia mikurensis*

Coxiella burnetii i Borrelia burgdorferi sensu lato.

PAPA i sur., (2020.) su analizirali krpelje s koza iz Greke lancanom reakcijom
polimerazom, sekvenciranjem 16S rRNA i sekvenciranjem slijedece generacije (NGS, next
generation sequencing, engl.). U jednom krpelju I. ricinus su dokazali DNK R. monacensis,
A. platys i ,,Candidatus Midichloria mitohondrii“, a u drugom R. monacensis, A. ovis i ,,Ca.
Midichloria mitohondrii“. U R. bursa je bila prisutna DNK R. massilae, A. ovis, ,,Coxiella—
slican“ endosimbionti ,,Ca. Midichloria mitohondrii*“. U D. marginatus su dokazali DNK A.
ovis. Zakljuc¢ili su da sekvenciranje slijede¢e generacije predstavlja izvrsnu platformu za
istrazivanje mikrobioma krpelja.

CHALIGIANNIS i sur., (2018.) su istrazili 179 krpelja R. sanguineus s.l. (psi), D.
marginatus (ovce i koze), H. parva (ovce i koze), H. sulcata (ovce i koze), I. gibbosus (ovce),
H. punctata (ovca) i R. bursa (koza) u Grckoj. DNK Rickettsia spp. je dokazana u 15,1%, C.
burnetii ul7,9%, a Anaplasma spp. u 20,1% krpelja. VVrste Babesia spp. su bile prisutne u
15,6%: B. bigemina u R. sanguineus; B. divergens u H. sulcata; B. ovis u H. parva | R.
sanguineus, a B. crassa u H. parva. U 21,2% su dokazane Theileria spp.: T. annulata u D.
marginatus, H. parva i R. sanguineus; T. buffeli/orientalis u D. marginatus i R. sanguineus;
T. ovis u D. marginatus, H. parva, H. sulcata i R. sanguineus; T. lestoqueari u D. marginatus,
I. gibbosus, H. sulcata i R. sanguineus.

MORAGA-FERNANDEZ i sur., (2019.) su pretrazili 187 krpelja 1.gibosus, D.
marginatus, H. parva, H. sulcata, H. punctata, Hy. excavatum, R. sanguineus, R. bursa I
Rhipicephalus sp. na prisutnost DNK rikecija u Grékoj. U krpelja R. sanguineus sa pasa
dokazana je DNK R. massiliae, dok je u D. marginatus sa koza i ovaca dokazana DNK R.

slovaca.

BELKAHIA i sur., (2019.) su istrazivali prisutnost DNK anaplazmi u krpelja R.
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turanicus, R.sanguineus s.l., R. bursa i R. annulatus prikupljenih sa koza i ovaca u Tunisu.
Dokazali su A. ovis u 7,9% R. turanicus i 2,5% R. sanguineus s.l., ali ne i u preostalim

vrstama krpelja.

DAHMANI i sur., (2017.) su istrazivali krpelje Hy. marginatum i R. bursa s ovaca,
koza, goveda i pasa sa Korzike. Jedino su u dvije Zenke R. bursa dokazali A. marginale i E.
canis. CICCULI i sur., (2019.) su u R. bursa i Hy. marginatum sa goveda dokazali rikecije
Rickettsia aeshlimannii i ,,Candidatus Rickettsia babrbarie”, te Anaplasma marginale. U
jednom skupnom uzorku sa goveda dokazali su B. burgdorferi s.I. za koju se smatralo da je
izuzetno rijetka na Korzici, dok u skupnih uzoraka I. ricinus nisu dokazali DNK patogena.

PEREIRA 1 sur., (2018.) su proveli jedno od najopseznijih istrazivanja na krpeljima s
domacih i divljih Zivotinja u juznom Portugalu. U krpelja R. sanguineus s.l. i R. bursa s
domacih zivotinja 35 sekvenci je pokazalo 99% do 100% sli¢nosti sa sekvencama 16S rDNA
A. centrale i A. marginale, dok su tri sekvence iz Hy. marginatum i R. sanguineus s.l. bile
jednake novom izolatu Anaplasma sp. iz Kine. Rikecija R. aeshlimannii je dokazana u 15 H.
marginatum i jednom D. marginatus, a R. massiliae i ,,Candidatus R. barbaciae“ u R.
sanguineus s.l. Autori su takoder utvrdili da brojne umnozene PCR proizvode nisu uspjesno

sekvencirali vjerojatno zbog prisutnosti vise mikroorganizama iste vrste.

DA ROLD i sur., (2018.) su u sjevernoj Italiji analizirali 24 skupna uzorka odraslih
krpelja 1. ricinus i 277 skupnih uzoraka nimfi sa lisica. Dokazali su rikecije Rickettsia
helvetica (3,7%) i R. monacensis (0,5%); Cetiri vrste Borrelia burgdorferi (s.l.): B. afzelii
(1,5%), B. burgdorferi (s.s.) (1,3%); B. garinii (0,2%) i B. valaisiana (0,2%), a od ostalih
zoonotskih uzro¢nika A. phagocytophilum (3,3%), ,,Ca. Neoehrlichia mikurensis”(1,7%) i
Babesia venatorum (0,1%). Istovremeno su u lisica dokazali samo piroplazmu B. vulpes dok
svi ostali zoonotski patogeni nisu bili prisutni. Zakljuc€ili su da monitoring patogena u

krpeljima znatno uc¢inkovitiji od monitoringa lisica.

U Turskoj su ORKUN i EMIR, (2020.) i ORKUN i sur., (2020.) proveli dva opsezna
istrazivanja patogena u krpeljima. ORKUN i EMIR, (2020.) su istrazivali patogene u 128
krpelja sa divljih zivotinja. U R. turanicus s lisice i zeca dokazana je DNK ,,Babesia sp.
tavsan®, dok je T. capreoli dokazana u Hy. excavatum i R. turanicus sa jelena obi¢nog. U Hy.

marginatum, R. turanicus i I. ricinus s medvjeda dokazan je Hepatozoon ursi. U krpelja s
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lisica dokazana su dva genotipa H. canis koja su dijelila medusobnu sli¢nost od 98,7%.
Sekvence H. canis dokazane u R. turanicus su pripadale jednom genotipu, dok je sekvenca H.
canis dokazana u H. parva pripadala drugom genotipu. U H. parva je dokazana DNK H. felis
sa risa, Hepatozoon sp. i R. hoogstraalii sa vukova, lisica i risa.

ORKUN i sur., (2020.) su istrazivali 1.019 krpelja iz okolisa. Uukupno 2,64% krpelja
dokazana je DNK Babesia spp.: B. occultans i ,,Babesia sp. tavsan 1“ u Hy. marginatum; B.
crassa i B. rossi u H. parva; te ,,Babesia sp. tavsan 2 u R. turanicus. DNK Rickettsia spp. je
dokazana u 12,26% krpelja: R. slovaca i R. raoultii u D. marginatus, R. aeschlimannii i R.
sibirica u Hy. marginatum, R. monacensis u I. ricinus, R. hoogstraalii u H. parva i H. sulcata.

U I. ricinus su dokazane Borrelia afzeli i B. lusitaniae.

U Njemackoj su NAJM i sur., (2014a., 2014b.) istrazivali prisutnost DNK piroplazmi i
vrsta iz roda Hepatozoon u krpelja s lisica. U I. ricinus su dokazazali DNK T. annae, B.
microti, B. venatorum i T. capreoli. U I. hexgonus je dokazana DNK T. annae, B. microti i T.
orientalis. U I. canisuga su dokazali DNK T. annae i B. microti (NAJM i sur., 2014a.).
DNK Hepatozoona su dokazali u ukupno 14,2% 1. ricinus, 2,2% I. canisuga, 2% |I.
hexagonusi 7,6% D. reticulatus (NAJM i sur., 2014b.). Sve sekvence iz 1. ricinus i D.
reticulatus su bile identicne i dijelile su 99% sli¢nosti sa H. canis iz RH i Austrije (FJ497011;
HM212625, JX466886). Analizom i usporedbom sekvenci iz 1. canisuga i |. hexagonus,
dokazali su tri razlicite skupine sekvenci. Prva skupina je bila identi¢na sekvencama H. canis
iz istrazivanja. Druga skupina, dokazana u I. canisuga se razlikovala u 6 nukleotida i bila je
identi¢na sekvencama iz pasa iz Japana (AF418558) i lisice iz Spanjolske (AY150067). Tre¢a
skupina je dijelila 99% sli¢nosti sa Hepatozoon sp. iz kuna iz Japana (FJ595127).

HARRUS i sur., (2011.) su istrazivali patogene u 1.190 krpelja iz okolisa u lIzraelu. U
skupnim uzorcima R. turanicus dokazali su DNK E. canis, A. platys, A. bovis i B. vogeli, dok
su u R. sanguineus dokazali DNK E. canis, A. bovis, B. vogeli i ,,Ca. Midichloria

mitochondrii”.

DERDAKOVA i sur., (2011.) su u 66,1% malih prezivaca dokazali DNK A. ovis i
1,8% A. phagocytophilum u istrazivanju u Slovackoj. U krpelja D. reticulatus, D. marginatus,
H. inermis i I. ricinus iz okolisa nisu dokazali A. ovis, dok je DNK A. phagocyptohulum
dokazana u oko 3% krpelja I. ricinus. Zakljucuju da su potrebna dodatna istrazivanja vektora

A. ovis.
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HORNOK i sur., (2016c¢.) su u Madarskoj i Rumunjskoj na 308 krpelja I. ariadnae, I.
vespertilionis i I. simplex sa SiSmisa istrazivali piroplazme prezivaca i pasa. U |. ariadnae je
dokazana DNK B. vesperuginis, u . vespertilionis DNK B. vesperuginis i B. crassa, a u .
simplex DNK B. canis, T. capreoli i T. orientalis.

U Rumunjskoj su IONITA i sur., (2013.) istrazivali patogene u 382 krpelja sa razlicitih

vrsta domacih zivotinja i iz okolisa. U 1. ricinus su dokazali DNK R. helvetica i A.
phagocytophilum sa goveda i konja, R. monacensis sa goveda, B. afzeli sa konja, Babesia
microti sa goveda i T. orientalis sa goveda i ovce. U D. marginatus je dokazana DNK R.
raoultii (goveda, ovce) i R. slovaca (goveda). U Hy. marginatum su dokazali DNK T.

orientalis (goveda, ovce, koze) i T. equi (okolis), a u R. sanguineus s psa DNK E. canis.

NADER i sur., (2018.) su u Bugarskoj istrazivali raznolikost patogena u 1.541 krpelja
iz okolisa i sa zivotinja. Sekvenciranjem odabranih skupnih uzoraka DNK R. monacensis je
dokazana u I. ricinus sa pasa, koze i okolisa; DNK R. helvetica u I. ricinus iz okolisa; DNK R.
aeshlimannii u Rhipicephalus sp. sa psa i Hy. marginatum sa goveda. Theileria buffeli je
dokazana u R. bursa sa goveda. U I. ricinus sa Sumskog misa dokazana je Babesia microti,

dok je DNK B. afzelli dokazana u I. ricinus iz okolisa i sa jeza.

IORI i sur., (2010.) su u sredisnjoj i sjevernoj Italiji u D. marginatus dokazali DNK
B. ovis (koza), Babesia sp. (divlja svinja) i T. equi (konj). U Hy. marginatum sa goveda
dokazali su DNK B. bovs i B. bigemina, dok je u krpelja sa konja dokazana DNK T. equi. U 1.
ricinus sa pasa je dokazana DNK B. vogeli i B. vulpes, te B. ovis (ovce, srne), T. equi (konji)
iB. rodhani (srne). U R. sanguneus sa pasa su dokazane DNK B. vulpes i B. canis, te B. ovis s

koza. U R. turanicus s divljih svinja dokazana je DNK B. rodhani.

SPRONG i sur., (2019.) su istrazivali patogene u 1.741 krpelja D. reticulatus iz
okolisa na podrucju sjeverozapadne Europe (Belgija, Njemacka, Nizozemska i Engleska).
Dokazali su DNK Borrelia afzelii (0,1%), B. garinii (0,1%), B. spielmanii (0,1%), B.
miyamotoi (0,2%), Anaplasma marginale (0,1%), A. phagocytophilum (0,1%), E. canis (2%),
R. helvetica (0,2%), R. raoultii (9,6%), endosimbiont bakterije ,,Francisella-slicna” (95%),
Coxiella burnettii (0,1%), Babesia divergens (0,2%), B. canis (0,9%), B. vogeli (5,6%)i
Theileria equi (0,1%).

ANDERSSON i sur., (2017b.) su u 852 krpelja prikupljenih iz razli¢itih dijelova
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Rumunjske istrazivali prisutnost vrsta iz rodova Babesia, Theileria i Hepatozoon. U I. ricinus
su dokazali DNK: B. canis (0,8%, psi), B. microti (0,8%, psi, lisica) i H. canis (10,6%, psi,
koza, lisica i macka). U 4,2% D. reticulatus sa pasa dokazna je DNK B. canis. U 2,6% H.
punctata (okolis) i 33% H. concinna (pas) dokazana je DNK H. canis. U R. bursa sa ovce i
goveda dokazana je DNK T. buffeli. DNK Babesia, Theileria i Hepatozoon nije dokazana u
krpeljima 1. crenulatus, D. marginatus, Hy. marginatum, Hy. scupense i R. sanguineus
“juzno-istocne linije”.

Godinu dana kasnije ANDERSSON i sur., (2018.) su istrazivali patogene u 297
krpelja sa ljudi. Najucestaliji dokazani patogeni su bile vrste iz roda Rickettsia dokazane u
5,4% krpelja: R. raoultii u D. marginatus, dok su R. monacensis i R. helvetica dokazane u I.
ricinus. Vrste B. afzeli i B. garini su dokazane u 2% |. ricinus. U 1,7% I. ricinus dokazana je
,,Ca. Neoehrlichia mikurensis“. Anaplasma phagocytophilum, B. miyamotoi su dokazane u po

jednom 1. ricinus, a A. bovis u jednom H. punctata.

U nekoliko istrazivanja dokazivani su patogeni u krpeljima koji su prikupljeni
iskljuc¢ivo s pasa. VILA i sur., (2019.) su istrazivali endosimbionte krpelja I. ricinus, I.
hexagonus, D. reticulatus i R. sanguineus s.l. sa pasa iz &etiri razli¢ita dijela Spanjolske. U R.
sanguineus s.I. su dokazali DNK R. massilae, R. monacensis i R. sibirica supsp.
monogoltimnonae. U svih vrsta krpelja dokazali simbionta krpelja R. sanguineus Coxiella sp.
dok je ,,Francisella—slican” endosimbiont dokazan samo u vrste D. reticulatus. Smatraju da
su potrebna detaljnija istrazivanja sa ciljem tipizacije uzro¢nika 1 odredivanja njihovog
znacaja.

ESTRADA-PENA i sur., (2017c¢.) su istrazivali 1,628 krpelja sa 660 pasa iz 26
veterinarskih klinika u Spanjolskoj. U skupnim uzorcima R. sanguineus s.I. dokazali su DNK
B. canis, B. gibsoni, H. canis, T. equi, Theileria sp.; R. massiliae, R. monacensis; A. platys, A.
phagocytophilum i E. canis. U tri skupna uzorka D. reticulatus dokazane su B. canis i B.
gibsoni. U po jednom skupnom uzorku 1. ricinus dokazane su B. gibsoni, H. canis, R.
massiliae, R. monacensis, A. phagocytophilum te borelije B. afzeli, B. garini i B. valaisiana.

DNK B. canis, B. gibsoni i H. canis dokazana je u po jednom skupnom uzorku I. hexagonus.
BARRADAS i sur., (2020.) su pretrazili 221 R. sanguineus s.l. sa pasa u Portugalu i

nisu dokazali psec¢e patogene iz rodova Ehrlichia, Babesia, Anaplasma i Hepatozoon.

Dokazali su jedino rikeciju R. massiliae u 4,5% krpelja.
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SCHREIBER i sur., (2014.) su u krpelja s pasa iz Berlina dokazali Babesia spp. u
2,5% |I. ricinus i 3% I. hexagonus. Sekvenciranjem su potvrdili prisutnost B. microti, B.
capreoli i B. venatorum, dok u D. reticulatus nije dokazana DNK B. canis. Rikecije su bile
dokazane u 61% I. ricinus (R. helvetica), 44% |. hexagonus (R. helvetica, R. raoulti i R.
monacensis) i 39% D. reticulatus (R. helvetica). Anaplasma phagocytophilum i ,,Ca.
Neoechrlichia mikurensis” su dokazane u I. ricinus (6,5% i 4,3%) i |. hexagonus (3,9% i
5,9%). Borrelia spp. su dokazane u 11,6% I. ricinus i 11,2% I. hexagonus. Sekvenciranjem su
potvrdene B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s. i B. miyamotoi. Istovremena prisutnost vise
patogena iznosila je 20% u 1. ricinus i 59% u I. hexagonus, dok je ukupna ucestalost bilo
kojeg patogena bila 65% u I. ricinus, 59% u I. hexagonus i 64% u D. reticulatus. Ovim
istrazivanjem SCHREIBER i sur., (2014.) su dokazali viSe patogena opasnih za ljude nego za

pse.

NAMINA i sur., (2019.) su istrazivali krpeljima prenosive patogene u krpelja s pasa iz
Litve prikupljenih u period od 2011. do 2016. godine. Molekularna analiza pokazala je
prisutnost DNK 13 mikroorganizma u krpelja I. ricinus: Borrelia garinii, B. afzelii, B.
valaisiana, B. spielmanii, B. miyamotoi, A. phagocytophilum, Babesia canis, B. microti, B.
venatorum, B. capreoli, Rickettsia helvetica, R. monacensis i R. raoultii. U D. reticulatus je
dokazana DNK svega dva patogena, B. canis i R. raoulti.

LIVANOVA i sur., (2018.) su analizirali krpelje sa pasa iz 32 veterinarske klinike
diljem Rusije. Ukupno su pretrazili 990 krpelja s 636 pasa idokazali vrste patogena iz pet
rodova: Anaplasma centrale, A. phagocytophilum i A. marginale; Babesia canis, B. microti,
B. venatorum, B. divergens, B. crassa i B. vogeli; Borrelia miyamotoi, B. afzelii i B. garinii;

Ehrlichia muris, E. canis i E. ruminantum; te Theileria cervi.
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3. OBRAZLOZENJE TEME
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Krpelji se nakon komaraca smatraju najvaznijim bioloSkim vektorima uzro¢nika
bolesti (parazita, bakterija, virusa) u svijetu. Dosadasnja podjela se temeljila na identifikaciji
vrsta temeljem morfoloskih obiljezja. Ucestalija primjena molekularnih metoda dovela je do
promjena u sistematizacija krpelja i dokaza novih patogena u krpeljima, Zivotinjama i
ljudima.

Ovaj rad je prvo opsezno istrazivanje krpelja i patogena na podruc¢ju RH koje

ukljucuje genotipizaciju vrsta krpelja uz istovremen dokaz patogena.

Hipoteza ovog istrazivanja jest da je podjela krpelja temeljem njihovih morfoloskih
obiljezja subjektivna, a odredivanjem nukleotidnih sljedova 16S rRNA gena otkrivene su nove
vrste/linije krpelja $to ima neposredan utjecaj na odrZavanje i1 prijenos patogena. Isto tako,
vecina istraZivanja krpeljno-prenosivih patogena (Babesia, Theileria, Anaplasma, Rickettsia i
Hepatozoon) je bila usmjerena na njihovo dokazivanje u zivotinja, dok sustavnija istrazivanja
o prisutnosti pojedina¢nih patogena u pojedinacnih krpelja nedostaju. Istrazivanja skupnih
uzoraka krpelja (,,pooling ) mogu dovesti do krive interpretacije rezultata posebice unutar
Rhipicephalus sanguineus kompleksa zbog izostanka morfoloskih razlika, ali razlicitog
vektorskog potencijala.

Kako bi se testirala hipoteza, postavljeni su slijedeci ciljevi disertacije:
e Istraziti prethodno morfometrijski determinirane vrste krpelja na podru¢ju RH
odredivanjem nukleotidnih slijedova odsje¢aka 16S rRNA gena i usporediti dobivene

rezultate sa rezultatima identifikacije klasicnim morfoloSkm klju¢evima.

e U svakog pojedina¢nog krpelja istraziti prisutnost pojedinac¢nih patogena kako bi po

prvi puta u RH imali to¢ne podatke o krpeljima i patogenima koje nose.

e Usporediti dokazane patogene s genskom ,,linijjom* krpelja.

e Provesti mapiranje krpelja i dokazanih patogena na podrucju RH.
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4. MATERIJAL | METODE
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4.1. ARHIVSKI PRIMJERCI KRPELJA

Istrazivanje je provedeno na 509 arhivskih primjeraka krpelja prikupljenih na 130

razlic¢itih lokacija diljem RH.

4.1.1. Porijeklo

Krpelji su prikupljeni u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ) pod
nazivom ,,Multilocus sequence genotyping of tick borne pathogens: covering the gap between
animals, ticks and humans/ Genska tipizacija patogena prenosivih krpelja analizom sekvenci
viSe gena, popunjavanje praznina izmedu zivotinjskih rezervoara, krpelja 1 ljudi®
(GENOTICKTRECK, 1957, voditelj: dr. sc. Relja Beck) tijekom razdoblja od 01.09.2014. do
31.08.2017. godine, te u sklopu VectorNet programa (European network for sharing data on
the geographic distribution of atrhropod vector, transmitting human and animal disease
agents).

Krpelji su prikupljeni i prilikom redovitih razudbi u Sekcionoj dvorani Laboratorija za
opc¢u patologiju, Hrvatskog veterinarskog instituta (HVI) u Zagrebu. Najve¢im dijelom s
lesina divljih Zivotinja (lisica) odstreljenih u sanitarnom lovu za vrijeme trajanja Programa
kontrole oralne vakcinacije lisica na podru¢ju RH.

Krpelji su prikupljani na razli¢itim lokacijama, s razli¢itih vrsta domacih i divljih
Zivotinja, kuénih ljubimaca, ljudi, te iz okolisa.

Ukupno je 236 (46,4%) primjeraka krpelja bilo pohranjeno s domacih zivotinja goveda,
ovaca, koza, konja i magaraca. S divljih Zivotinja lisica, ¢agljeva, divljih svinja, jelena
obi¢nog, jelena lopatara 1 srna je bilo pohranjeno ukupno 114 (22,4%) primjeraka krpelja.

S kuénih ljubimaca, odnosno pasa i macaka je bilo pohranjeno ukupno 65 (12,8%) primjeraka
krpelja, dok je 5 (0,9%) primjeraka krpelja bilo pohranjeno s ljudi.

1z okolisa je bilo prikupljeno 89 (17,5%) primjeraka krpelja. Primjerci iz okoliSa prikupljeni
su metodama ,, dragging “ i ,, flagging “ za koje su koristene bijele flanelne plahte veli¢ine 1x1

metar povlacenjem po zemlji (,, dragging ) ili po visokom raslinju/vegetaciji (,, flagging ).
4.1.2. Pohrana

Krpelji su nakon prikupljanja pohranjeni u plasticne vrecice ili posudice oznacene
datumom i lokacijom, te transportirani u Laboratorij za parazitologiju. Isprani su u destiliranoj

vodi i 70% etanolu, te su determinirani morfoloSkim klju¢evima do razine vrste (ESTRADA-

74



PENA i sur., 2004., 2017a.). Razvojni stadij krpelja (li¢inka, nimfa ili adult (muZjak/zenka)
nije bio odredivan. Nakon determinacije, primjerci su pohranjeni u staklene flaSice obiljezene
lokacijom i datumom prikupljanja, u 96% etanolu na -21°C u Laboratoriju za parazitologiju,

Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu.
4.1.3. Lokacija

Lokacije prikupljanja su fotografirane i oznacene GPS uredajem. Na Slici 25. su

prikazane lokacije prikupljanja i podrijetlo krpelja s obzirom na vrstu zivotinje.
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Slika 25. Porijeklo uzoraka (QGIS).
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4.1.4. Zemljopisno porijeklo

Zupanije koje smo svrstali u , kontinentalnu Hrvatsku® nemaju izlaz na more, a u
»priobalje® smo svrstali Zupanije koje izlaze na more. Na podru¢ju unutrasnjosti Hrvatske
prikupljeno je ukupno 220 (220/509, 43,2%), dok je na podrucju priobalja prikupljeno 289
(289/509, 56,8%) primjeraka krpelja (Slika 26.).

P Kontineacaaa firvatska
B

Slika 26. Ukupna zastupljenost sakupljenih krpelja s obzirom na zemljopisno podrijetlo.
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4.1.5. Rezultati morfoloske determinacije pohranjenih primjeraka krpelja
4.1.5.1. Rod Ixodes

Pohranjeno je bilo 166 (32,6%) primjeraka krpelja roda Ixodes, a determinirano je bilo 7

vrsta. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja su prikazani u Tablici 10.

Tablica 10. Lokacija, broj i vrste pohranjenih primjeraka krpelja iz roda Ixodes.

DETERMINACIJA LOKACIIA 18RO
kontinentalna Hrvatska priobalje
I. accuminatus 3 13
. ricinus 83 8
I. hexagonus 13 3
I. canisuga 4 0
. ventalloi 0 3
I. arboricola 1 0
Ixodes sp. 35 0

4.1.5.2. Rod Dermacentor

Pohranjeno je bilo 62 (12,2%) primjeraka krpelja roda Dermacentor, a determinirane su bile 2

vrste. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja su prikazani u Tablici 11.

Tablica 11. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja iz roda Dermacentor.

LOKACIJA I BROJ
DETERMINACIJA : _
kontinentalna Hrvatska priobalje
D. reticulatus 51 6
D. marginatus 1 4

4.1.5.3. Rod Rhipicephalus

Pohranjeno je bilo 218 (42,8%) primjeraka krpelja roda Rhipicephalus, a determinirano je bilo

pet vrsta. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja su prikazani u Tablici 12.
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Tablica 12. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja iz roda Rhipicephalus.

LOKACIJA | BROJ
DETERMINACIJA : B
kontinentalna Hrvatska priobalje

R. bursa 1 40

R. sanguineus 7 110

R. turanicus 0 50
R. sanguineus/turanicus 0 1
Rhipicephalus (B.) 0 5

annulatus

Rhipicephalus sp. 0 4

4.1.5.4. Rod Hyalomma

Pohranjeno je bilo 34 (6,7%) primjeraka krpelja roda Hyalomma, a determinirano je bilo pet

vrsta. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja roda su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja iz roda Hyalomma.

LOKACIJA I BROJ
DETERMINACIJA i _
kontinentalna Hrvatska priobalje
Hy. marginatum 0 26
Hy. detritum 0 2
Hy. lusitanicum 0 4
Hy. scupense 0 1
Hyalomma sp. 0 1

4.1.5.5. Rod Haemaphysalis

Pohranjeno je bilo 17 (3,3%) primjeraka krpelja roda Haemaphysalis, a determinirano je bilo

pet vrsta. Lokacija, broj i vrste pohranjenih krpelja su prikazani u Tablici 14.
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Tablica 14. Lokacije prikupljanja pohranjenih krpelja iz roda Haemaphysalis.

LOKACIJA I BROJ
DETERMINACIJA : _
kontinentalna Hrvatska priobalje
H. sulcata 1 0
H. punctata 0 3
H. inermis 11 0
H. concinna 1 0
Haemaphysalis sp. 0 1

4.1.5.6. Nedeterminirani primjerci

Dvanaest krpelja (2,4%) nije bilo moguée determinirati do nivoa roda. Lokacija i broj

pohranjenih krpelja su prikazani u Tablici 15.

Tablica 15. Lokacije prikupljanja krpelja koji nisu determinirani do nivoa roda.

LOKACIJA I BROJ
kontinentalna Hrvatska priobalje

DETERMINACIJA

Nedeterminirani

. 3 9
primjerci
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4.2. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM (PCR)

4.2.1. lzdvajanje deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i molekularno dokazivanje
krpelja

4.2.1.1. Izdvajanje DNK iz pojedina¢nih primjeraka Kkrpelja

Deoksiribonukleinska kselina (DNK) je izdvojena iz svakog pojedinacnog
pohranjenog primjerka krpelja koristenjem komercijalnog kita za izdvajanje DNK, RNK i
proteina insekata ,,Blood and tissue kit-NucleoSpin®DNA Insect (Macherey-Nagel, Diiren,
Njemacka), prema uputama proizvodaca.

Postupak ekstrakcije DNK iz pojedinacnih primjeraka krpelja je raden u prostoriji za
izolaciju DNK. Pojedinacni primjerci krpelja su prebaceni u tubicu sa kuglicama
(NucleoSpin®Bead Tube Type D) u koju je dodano100 pl pufera BE, 40ul pufera MG i 10 pl
proteinaze K. Uzorci su potom homogenizirani (TissueLyserll®, Qiagen, Hilden, Njemacka)
na 30 Hz (herca) tijekom 6 minuta i centrifugirani (Centrifuge 54170%, Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) na 11.000 okretaja tijekom 1 minute. Nakon dodavanja 600 pl pufera MG uzorci
su ponovno centrifugirani. Nakon centrifugiranja 550 pl supernatanta je ispipetirano u tubice
sa silikatnim membranama (NucleoSpin®DNA Insect Column) i potom centrifugirano.
Silikatne membrane su dva puta isprane dodavanjam 500 pl otopine BW i B5 i potom
centrifugirane. U zavrSnom koraku ekstrakcije DNK u tubice sa silikatnim membranama
dodano je 100 pl pufera BE, uzorci su inkubirani na sobnoj temberaturi tijekom 1 minute i
potom centrifugirani.

Izdvojena krpeljna DNK je do daljnje uporabe u svrhu umnazanja specificnog odsjecka 16S
rRNA gena krpelja i1 kasnijeg dokazivanja DNK patogena, pohranjena na 4°C u Laboratoriju
za parazitologiju, Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu.

Za umnazanje specificnog DNK odsjecka lan¢anom reakcijom polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR) uz 2ul do 5 pl DNK, koriStene su prednja i straznja
pogetnica koncentracije od 10 pmol/ul uz GoTaq“G2 Hot Start Colorless Master Mix
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, SAD) polimeraza u ukupnom volumenu od 20
ul, te toplokruznici Veriti®96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD), SureCycler® 8800 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) i
PCRmax®Alpha cycler (Fisher Scientific,Waltham, Massachusetts, SAD). Za sigurnost i

kontrolu kvalitete rada upotrebljene su pozitivna i negativna kontrola.
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4.2.1.2. Umnazanje odsjecka 16S rRNA gena krpelja

Lancana reakcija polimerazom (PCR) koriStena je kako bi se umnozio ciljni odsjecak 16S
rRNA gena duljine 460 parova baza (base pairs, bp), te kako bi se provjerila uspjesnost
ekstrakcije krpeljne DNK svakog pojedina¢nog primjerka krpelja i procijenilo je li uzorak
prikladan za daljnju molekularnu analizu. KoriStena je prednja pocetnica (5'-
CTGCTCAATGTTTTTTAAATTGCTGTGG-3") i straznja pocetnica (5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3") (BLACK i PIESMAN, 1994.). Uvjeti PCR reakcije
prikazani su u Tablici 16.

4.2.2. Molekularno dokazivanje mikroorganizama

Molekularno dokazivanje patogena je nakon umnazanja odsjeCka 16S rRNA gena krpelja,
radeno iz izdvojene krpeljne DNK svakog pojedina¢nog primjerka krpelja. Izdvojena krpeljna
DNK je prethodno bila pohranjena na 4°C u Laboratoriju za parazitologiju, Hrvatskog
veterinarskog instituta u Zagrebu.

4.2.2.1. UmnaZanje odsjecka 18S rRNA gena piroplasmi iz rodova Babesia i Theileria

Radi dokazivanja DNK piroplazmi rodova Babesia i Theileria te umnazanja ciljnog odsjecka
18S rRNA gena duljine 560 pb, koriStena je prednja pocetnica Bab F (5'-
GTCTTGTAATTGGAATGATGG-3") i straznja pocetnica Bab R (5'- CCAAAGACTTTGA
TTTCTCTC-3") (BECK i sur., 2009.). Uvjeti PCR reakcije su prikazani u Tablici 16.

4.2.2.2. Umnazanje odsjecka 16S rRNA gena proteobakterija iz porodice

Anaplasmataceae

Za dokazivanje vrsta iz rodova DNK Anaplasma, Ehrlichia, Wolbachia, Neorickettsia, te
Candidatus Neoehrlichia umnazan je odsjetak 16S rRNA gena (PAROLA i sur., 2000.)
duljine 345 pb. Koristene su prednja pocetnica EHR16SD (5'- TAGCACTCATCGTTTACA
GC-3") i straznja pocetnica EHR16SR (5'- GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3").

Veci odsjecak od 1462 pb kojim je moguée umnoziti gotovo cijeli 16S rRNA gen
(KAWAHARA i sur., 2006.) koristio se u slucaju pozitivnih uzoraka s ciljem kvalitetnije
genetske tipizacije uzro¢nika. Za umnazanje su koristene prednja poc¢etnca EC9 (5'- TACCTT
GTTACGACTT-3") i straznja pocetnica EC12 (5- TGATCCTGGCTCAGAACGAAC-3").
Uvjeti PCR reakcija prikazani su u Tablici 16.
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4.2.2.3. Umnazanje odsjecka 18S rRNA gena protozona iz roda Hepatozoon

Kako bi se umnozio ciljni odsje¢ak 18S rRNA gena duljine 660 pb (INOKUMA i sur., 2002.),
radi dokazivanja vrsta iz roda Heptozoon koriStena je prednja pocetnica Hep F (5'-CTTATTA
TTCCATGCTGCAG-3") i straznja pocetnica Hep R (5'-ATACATGAGCAAAATCCAAC-
37). Uvjeti PCR reakcije prikazani su u Tablici 16.

4.2.2.4. Umnazanje odsjecka 16S rRNA genahemotropnih bakterija iz roda Mycoplasma

Za dokazivanje DNK hemotropnih bakterija iz roda Mycoplasma umnazan je ciljni odsje¢ak
16S rRNA gena (VARANAT i sur., 2011.) duljine 600 pb. Koristene su prednja pocetnica
Myco 322s (5'- GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT-3") i straznja pocetnica Myco
938as (5'- CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC-3"). Uvjeti PCR reakcije prikazani su u
Tablici 16.

4.2.2.5. Umnazanje odsje¢ak rOmpA genabakterija iz roda Rickettsia

Za dokazivanje DNK rikecija umnazan je odsjecak rOmpA (outer membrane protein A, engl.)
(ROUX i sur., 1996.) gena duljine 632 pb. U reakciji je koristena prednja pocetnica Rr190-70
(5'- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3") i straznja pocetnica Rr190-701 (5'- GTTCCGTT
AATGGCAGCATCT-3"). Uvjeti PCR reakcije prikazani su u Tablici 16.

4.2.2.6. UmnaZanje odsjecka TUL 4 gena bakterija iz kompleksa Francisella tularensis
Za dokazivanje i razlikovanje vrsta iz kompleksa Francisella tularensis koristen je odsjecak
TUL 4 gena, duljine 450 pb koji kodira 17kDa lipoprotein (SJIOSTEDT i sur., 1997.). U
reakciji su koriStene prednja pocetnica TUL4-435 (5'- GCTGTATCATCATTTAATAAACT
GCTG-3") i straznja pocetnica TUL4-863 (5'- TTGGGAAGCTTGTATCATGGCACT-3").
Uvjeti PCR reakcije prikazani su u Tablici 16.

4.2.2.7. Umnazanje odsjeCka IGS regije bakterija iz kompleksa Borrelia burgdorferi

sensu lato (s.l.)

Prisutnost DNK borelija istrazivana je ,,nested” protokolom za umnazanje odsjecka duljine
250 bp IGS regije (intergenic spacer region, engl.) (MASUZAWA i sur., 1996.). U prvoj su
se reakciji koristile prednja pocetnica RIS 1 (5’- CTGCGAGTTCGCGGGAGA-3") 1 RIS 3
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(5’- GGAGAGTAGGTTATTGCCAGG-3’). U drugoj reakciji koriStene su prednja pocetnica
RIS 2 (5’- TCCTAGGCATTCACCATA-3’) i straznja poctnica RIS 4 (5’- GACTCTTATTA
CTTTGACC-3’). Uvjeti reakcija prikazani su u Tablici 16.

4.2.2.8. UmnaZanje odsjecka IS1111 gena bakterije Coxiella burnetti

Prisutnost DNK C. burnetti istrazivana je protokolom za umnazanje odsjec¢ka duljine 687 pb
IS1111 gena (transposon-like repetitive region, engl.) (BERRI i sur., 2000.). U reakciji su
koriStene prednja pocetnica Trans 1 (5'-TATGTATCCACCGTAGCCAGTC-3") i straznja
pocetnica Trans 2 (5'-CCCAACAACACCTCCTTATTC-3). Uvjeti PCR reakcije prikazani su
u Tablici 16.
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Tablica 16. Prikaz uvjeta PCR reakcija za dokazivanje krpelja i patogena.

INICIJALNA

FAZE CIKLUSA

GEN/ BROJ — PRODULJENJE | ZAUSTAVLJANJE
GEN/PATOGEN BP DENATURACNA | ) Usa | Denaturacija | SPAIVNIe | proqilienje (°C/vrijeme) REAKCIJE

(°C/vrijeme) (°Chvrijeme) pocetnica (°Chvrijeme)

vrijeme (°Clvrijeme) vrijeme
16S rRNA 460 94°C/ 2 min 40 94°C/1min | 54°C/30sek | 72°C/90 sek 72°C /7 min 4°C
Babesia/Theileria Hmwmmmuﬂk 94°C/ 2 min 40 94°C /30 sek | 53°C/30sek | 72°C/30 sek 72°C /7 min 4°C

165 rRNA/ . . . . . . . .
Anaplasmataceae 245 pt 94°C/ 2 min 40 94°C /30 sek | 53°C/30sek | 72°C/30 sek 72°C /7 min 4°C
Anaplasmataceae Hmw_mmmw_%\ 94°C/ 2 min 35 94°C /30 sek | 52°C/30sek | 72°C/1min 72°C /7 min 4°C
Hepatozoon Hmwm%mk 94°C/ 2 min 40 94°C /40 sek | 59°C/40sek | 72°C/ 1 min 72°C /7 min 4°C
Mycoplasma S%omxcﬂz 94°C/ 2 min 40 94°C /30 sek | 68°C/30sek | 72°C/30 sek 72°C /7 min 4°C
Rickettsia ﬁmwﬂw\ 94°C/ 2 min 40 94°C /30 sek | 47°C/30sek | 72°C/ 1 min 72°C /7 min 4°C
Francisella tularensis Mw_o_.mm 94°C/ 2 min 40 94°C /I min | 51°C/1min | 72°C/1 min 72°C /7 min 4°C
Borrelia | L.reakcija cs/ 94°C/ 2 min 35 94°C /30 sek | 52°C/1min | 72°C/1 min 72°C /7 min 4°C
burgdorfer 250 b
isl. 2.reakcija P 94°C/ 2 min 35 94°C /30 sek | 52°C/1min | 72°C/1 min 72°C /7 min 4°C
. . 151111/ . .

Coxiella burnetti 687 pb 94°C/2 min 40 94°C /30 sek | 61°C/30sek | 72°C/30 sek 72°C /7 min 4°C
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4.3. ODREDIVANJE NUKLEOTIDNIH SLIJEDOVA GENA

UspjeSnost umnazanja provjerena je vizualizacijom koriStenjem kapilarne elektroforeze
QIAxcel-om (Qiagen, Hilden, Njemacka) koriStenjem DNK Fast Analysis kita (Qiagen,
Hilden, Njemacka), te ,,size“ (50 bp -1,5 kb/ 100 pb — 2,5 kb; QX DNA Size Marker, Qiagen)
I ,,aligment markera” (15 pb — 3 kb; QX Alignement Marker, Qiagen). Radi odredivanja
nukleotidnih sljedova umnozeni odsjecci procis¢eni su dodavanjem 2 ul ExoSAP-IT® PCR
Clean-Up Reagent kita (USB Corporation, Cleveland, SAD) prema uputama proizvodaca, te
su potom inkubirani u toplokruzniku na 37°C kroz 15 minuta i inaktivacijom na 80°C kroz 15
minuta.

PCR proizvodi su nakon procis¢avanja poslani u kompaniju Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska) radi odredivanja nukleotidnih sljedova u oba smjera. Rezultati su obradeni
pomoéu racunalnog programa Lasergene® (DINASTAR inc., Madison, Winsconsin, SAD), s
pripadaju¢im potprogramima SeqMan™ i EditSeq™. Dobiveni nukleotidni sljedovi
poravnani su rac¢unalnim potprogramom Seqman™ i usporedeni s dostupnim nukleotidnim
sliedovima pohranjenima u banci gena (GenBank™), koja je pretrazena pomocéu programa
Basic Local Aligment Search Tool (BLAST®).

44. MAPIRANJE KRPELJA | PATOGENA

Radi bolje vizualizacije podataka, dobiveni rezultati mapirani su koriStenjem racunalnog

programa QGIS (Open Source Geographic Information System, https://qgis.org/en/site/).
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5. REZULTATI
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5.1. REZULTATI ANALIZE SEKVENCI 16S rRNA GENA KRPELJA

5.1.1. Zastupljenost rodova krpelja

Lanc¢anom reakcijom polimerazom (PCR) odsjecak 16S rRNA gena veli¢ine 460 pb je
umnozen i sekvencioniran u 97,4% pojedinacnih krpelja (496/509). Rod Rhipicephalus bio je
najzastupljeniji u ovom istrazivanju 43,4% (221/509), potom Ixodes s 31,2% (159/509), te
rodovi Dermacentor, Hyalomma i Haemaphysalis s po 12,8% (65/509), 6,9% (35/509) i 3,1%
(16/509) jedinki (Graf 1.).

3,1%

B Rhipicephalus
B /xodes

i Dermacentor
B Hyalomma

B Haemaphysalis

Graf 1. Zastupljenost rodova krpelja.
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5.1.2. Rod Ixodes

Sekvenciranjem je dokazano Sest vrsta krpelja iz roda Ixodes: I. gibbosus, I. canisuga,

I. kaiseri, 1. ventalloi, I. hexagonus i I. ricinus.
5.1.2.1. Ixodes canisuga

Dvadeset tri krpelja pripadala su vrsti Ixodes canisuga (4,5%; 23/509). Sve sekvence
su bile jednake, a usporedba s dostupnim sekvencama u bazi gena GenBank® pokazala je
jednakost sa sekvencama I. canisuga s lisica i pasa iz Francuske (KY962075), Njemacke
(KY9620689), Madarske (KY962053), Rumunjske (KY962060), Srbije (KY962065), BIH
(KY962055) i RH (KY962072).

Zemljopisno su bili ograni¢eni na kontinentalnu Hrvatsku, s najjuznijim nalazom na
podrudju Jastrebarskog (Slika 27., Tablica 24.). Svi krpelji bili su prikupljeni s lisica, dok je

jedino krpelj na podru¢ju Vukovara prikupljen iz okolisa.

Slika 27. Geografski prikaz rasprostranjenosti Ixodes canisuga.
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5.1.2.2. Ixodes gibbosus

Na otocima Cresu, Rabu i Pagu (Tablica 24., Slika 28.) dokazana je vrsta Ixodes
gibbosus (0,8%; 4/509). Svi uzorci prikupljeni su s ovaca, a sekvence su dijelile 99,4%
slicnosti s Ixodes sp. iz Gréke (MN263068) i I|. gibbosus s koza iz Turske (MT302763,

MT302762), a medusobno se nisu razlikovale.
5.1.2.3. Ixodes ventalloi

Sest sekvenci (1,2%; 6/509) pokazalo je 96,8% sli¢nosti s vrstom Ixodes ventalloi
Iz Spanjolske (KY231831) i 96,6% sli¢nosti sa sekvencama iz Portugala (okoli§, MF621233,
MF370642). Krpelji su bili prikupljeni sa zeCeva s otoka Vira (Tablica 24., Slika 28.).

5.1.2.4. Ixodes kaiseri

Ixodes kaiseri je dokazan samo kod jedne lisice (0,2%;1/509) na podrucju Preloga
(Tablica 24., Slika 28.). Sekvence su bile identi¢ne sekvencama |. kaiseri s lisica i pasa iz
Njemacke (KY962067), Srbije (KY962066), Rumunjske (KY962062) i1 Madarske
(KY962052) (HORNOK i sur., 2017b.).

@ Ixodes ventalloi
Zu." @ Ixodes kaiseri

Slika 28. Geografski prikaz rasprostranjenosti I. gibbosus, I. ventalloi i 1. kaiseri (QGIS).
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5.1.2.5. Ixodes hexagonus

Devetnaest krpelja (3,7%; 19/509) pripadalo je vrsti Ixodes hexagonus. Dokazane su
tri razli¢ite skupine sekvenci (genotipa) krpelja I. hexagonus 1 (79%; 15/19), I. hexagonus 2
(10,5%; 2/19) i 1. hexagonus 3 (10,5%; 2/19).

Sekvence su se medusobno razlikovale u 1 do 2 para baza i dijelile su 99% sli¢nosti.
Tako se na poziciji 243 kod I. hexagonus 1 i I. hexagonus 3 nalazila baza citozin, a kod I.
hexagonus 2 baza gvanin; na poziciji 244 se kod I. hexagonus 3 nalazila baza timin, a kod 1.
hexagonus 1 i I. hexagonus 2 baza adenin. U Tablici 17. je prikazana sli¢nost sekvenci
dokazanih genotipova krpelja Ixodes hexagonus sa sekvencama u bazi gena GenBank®.

Ixodes hexagonus 1 s lisica, pasa i macke dokazan je na podrué¢ju kontinentalne
Hrvatske, srednjeg (Pag, Solta) i juznog priobalja (Mljet). Na podruéju Zagreba i Benkovca
dokazan je I. hexagonus 2 s lisica, dok je I. hexagonus 3 s lisica dokazan na podrucju Siska i
Varazdina.

Na Slici 29. i u Tablici 24. prikazana je detaljna rasprostranjenost i podrijetlo s obzirom na

vrstu nositelja.

» @ 1xodes hexagonus 1
- % @ Ixodes hexagonus 2
@ Ixodes hexagonus 3

SRR R T
R

Slika 29. Geografski prikaz rasprostranjenosti genotipova Ixodes hexagonus (QGIS).
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Tablica 17. Prikaz usporedbe sekvenci genotipova I. hexagonus s sekvencama u bazi gena

GenBank®
KRPELJ/IZOLAT SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA
MK731996-MK 731999, LR596328 Portugal (jez)
100% KY962063 Rumunjska
KY962057 BIH
I. hexagonus 1
KY962076 RH
AF001400 Poljska
0,
99,7% u14147 SAD
MK731996-MK731999, LR596328 Portugal
KY962063 Rumunjska
0,
h ) 99,7% KY962057 BIH
- hexagonus KY962076 RH
AF001400 Poljska
0,
99.5% u14147 SAD
AF001400 Poljska
u14147 SAD
100% JF928502, JF928501, KY962070 Njemacka
I. hexagonus 3 KY962058 Austrija
KY962077 RH
KY962063 Rumunjska
0,
99,7% KY962057 BIH
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5.1.2.6. Ixodes ricinus

Ukupno je 106 (20,8%; 106/509) krpelja pripadalo vrsti Ixodes ricinus. Dokazana
su 24 razli¢ita genotipa koji su dijelila medusobnu sli¢nost od 98% 1 oznaceni su brojevima
od 1 do 24. Medusobno su se razlikovale u jednom do dva bazna para na razli¢itim
pozicijama unutar sekvence. Usporedba sa sekvencama u bazi gena GenBank® detaljno je
prikazana u Tablici 18.

Najcesci genotip je bio 1. ricinus 1 (71,7%; 76/106), potom I. ricinus 7 (4,7%;
5/106), 1. ricinus 6 (2,8%; 3/106) i I. ricinus 3 (1,9%; 2/106). Preostalih 20 genotipova I.
ricinus dokazani su svaki u jednom krpelju. Svi genotipovi su dokazani na podrucju
kontinentalne Hrvatske, osim I. ricinus 1 iz okolisa i s lisice na podru¢ju Gorskog Kotara

(Klana) i srednjeg priobalja (Benkovac) (Slika 30.).

Detaljan prikaz rasprostranjenosti i podrijetlo prikazani su u Tablicama 25., 26. i Slici 30.

@ I ricnus1 © Lricnus9 O L ricinus 17

@ I ricinus2 @ I ricinus 10 @ 1. ricinus 18

@ 1 ricinus3 © I ricinus 11 @ 1. ricinus 19

© Lricinus 4 @ L ricinus 12 @ L ricinus 20 *®

© Lricinus5 @ L ricinus 13 @ 1. ricinus 21

@ I ricnus6 @ L ricinus 14 @ Iricinus 22

© I ricinus 7 @ I.ricinus 15 @ Iricinus23 0

© Lricinusg @ Lricinus 16 @ ILricinus 24 . |

Slika 30. Geografska rasprostranjenost genotipova Ixodes ricinus (QGIS).
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Tablica 18. Prikaz usporedbe sekvenci genotipova I. ricinus sa sekvencama u bazi gena

GenBank®.

KRPELJ/IZOLAT SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA
l.ricinus 1 100% KR870982 ; MK671588, MK 671576; GUO074589; MN947218, MN947215 Turska, Poljska, Slovacka
L.ricinus 2 99,5% MH645519; GU074595; GU074601 Spanjolska; Irska; Bugarska
l.ricinus 3 99,7% KT070782; GU074644 Litva, Francuska
l.ricinus 4 99,7% KT070765; KR870982; GU074589; JF928526, JF928524, JF928513 Litva; Turska; Slovacka; Njrmacka
I. ricinus 5 99,31% KR870982; MH645522; KJ414457 Turska; Spanjolska; Belgija
| ricinus 6 99.7% KX384811, KX384809, KX384807; MF621232, MF370652, KY039161; Svedska: Portugal: Slovacka
MN947217
I. ricinus 7 100% KX384806; GU076590 Svedska; Slovacka
I. ricinus 8 98,8% GU074590; KX384810, KX384806 Slovacka; Svedska
1. ricinus 9 99,7% KX384810 Svedska
l. ricinus 10 99,5% MH645521; KX384811, KX384809, KX384807; GU076146, GU074630 wwm:_.&mwﬁ Svedska; Francuska;
l.ricinus 11 99,7% KX384810, KX384811, KX384809, KX384807; MH645521 Svedska; Spanjolska
l. ricinus 12 99,7% MK671585, MK643535; GU074593; GU074588, MN947216, MN947211 Turska; Francuska; Slovacka; Belgija
l.ricinus 13 ( 99,7% KR870982; GU076410, GUO74645; GUO74589; KJ414457 Svedska; Portugal; Slovagka
1. ricinus 14 99,77 MH645517 Spanjolska
I ricinus 15 100% MHG645521; GU074616 ; KX384811, KX384809, KX384807; MF621232; Spanjolska; Francuska; Svedska; Portugal;
MNO947217, MN947214; MT229189 Slovacka; Turska
I ricinus 16 100% GUO074632 Francuska
l.ricinus 17 99,7% GU074609 Francuska
I. ricinus 18 99,3% GU074632; GU0745588 Francuska; Slovacka
I. ricinus 19 99,8% KR870982; KY414457; GU074620, GUO74645; GU074589; MH645517 Turska, wo_mmﬁmﬂwﬂﬁ_ﬁ Slovatka;
I. ricinus 20 100% GUO074644 Francuska
I. ricinus 21 99,7% MH645521; KX384811, KX384809, KX384807; GU074616; MF621232 Spanjolska; Svedska; Francuska; Portugal
l. ricinus 22 99,76 MG210721 Portugal
l. ricinus 23 99,7% KJ414457; GUO074645 Belgija; Finska
l.ricinus 24 99,5% KR870982, GU074589 Turska; Slovacka
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5.1.3. Rod Dermacentor

Sekvenciranjem su potvrdeni Dermacentor reticulatus (10,6%; 54/509) i
Dermacentor marginatus (2,2%; 11/509). Sve sekvence D. reticulatus su bile jednake i
identi¢ne sekvencama D. reticulatus iz Spanjolske (MH645514, JF791811), Njemacke
(JF928494, JF928493, JF928498) i Poljske (KX881100), dok su sekvence D. marginatus
dijelile 99,7% sli¢nosti sa sekvencama D. marginatus iz Francuske (Korzika, MK620874-
MK620875).

Dermacentor reticulatus je dokazan na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske, te sjevernog
(Senj) i srednjeg (Vir) priobalja. Dokaz D. reticulatus na podrucju Senja (muflon) i Vira (zec)
predstavlja najjuzniji nalaz na podru¢ju RH.
Dermacentor marginatus je osim na podru¢ju kontinentalne Hrvatske dokazan na podrucju
srednjeg priobalja u divljih svinja na Hvaru.
Detaljan prikaz rasprostranjenosti i podrijetlo krpelja prikazani su na Slici 31. i u Tablicama
27.128.

# @ Dermacentor marginatus
;@ Dermacentor reticulatus
B =

=

Slika 31. Geografska rasprostranjenost D. reticulatus i D. marginatus (QGIS).



5.1.4. Rod Rhipicephalus

Unutar roda Rhipicephalus dokazana je vrsta R. bursa i skupina R. sanguineus sensu
lato (s.l.). Sve sekvence R. bursa bile su jednake, dok su unutar skupine R. sanguineus s.l.
dokazana Cetiri razlicita genotipa. Tri skupine sekvenci tri genotipa su bila sli¢ne sekvencama

R. turanicus, a Cetvrta je bila jednaka R. sanguineus sensu stricto (s.s.).
5.1.4.1. Rhipicephalus bursa

Ukupno je 57 (11,2%) krpelja pripadalo vrsti R. bursa. Sve sekvence su dijelile
99,8% sli¢nosti sa sekvencama R. bursa iz Turske (KR970983, MT229193), Francuske
(govedo, MH66384-MH66388) i Spanjolske (Z97878), te 99,7% sli¢nosti s R. bursa iz ltalije
(KY814077-KY814010).

Rhipicephalus bursa je dokazan na gotovo ¢itavom podrucju priobalja (osim Istre), a
na podrucju kontinentalne Hrvatske s ovce iz okolice Slunja i lisica iz Zagreba 1 Daruvara.

Rasprostranjenost i podrijetlo prikupljenih R. bursa su prikazani u Tablici 29. i na Slici 32.

Slika 32. Geografska rasprostranjenost Rhipicephalus bursa s prikazom mikrolokacija na

podrucju Paga, Obrovca Sinjskog i Bosanke (QGIS).
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5.1.4.2. Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Trecina krpelja pripadala je skupini Rhipicephalus sanguineus s.1. (32,2%; 164/509).
Dokazano je 9 razli¢itih skupina sekvenci. Osam skupina sekvenci su dijelile slicnost od 99%,
razlikovale su se u 1 do 3 parova baza i bile su sli¢nije sekvencama R. turanicus. Temeljem
razlika na pozicijama 189 i 207 sekvence smo svrstali u tri genotipa koja smo nazvali R.
turanicus 1 (2,4%; 4/164), R. turanicus 2 (26,2%; 43/164) i R. turanicus 3 (62,2%; 102/164).
Na poziciji 207 se u R. turanicus 1 nalazila baza citozin, R. turanicus 2 baza adenin, a kod R.
turanicus 3 baza timin. Na poziciji 189 kod R. turanicus 2 nalazila se baza timin, dok je kod
R. turanicus 1 i R. turanicus 3 bila baza citozin.

Sekvence su bile identi¢ne sekvencama R. turanicus iz Turske (MT229198) i R.
turanicus (KX793728) pronaden na Murteru u RH. Sli¢nost od 99,7% dijelile su s izolatima
R. turanicus iz Grcke (MK158982, MK158991), dok su sa sekvencama R. turanicus
(KX793723) pronaden na Hvaru u RH i R. turanicus (KX793721) pronaden u Tivatu u Crnoj
Gori dijelile sli¢nost od 99,5%.

Sva tri genotipa R. turanicus su dokazana na podrucju priobalja, R. turanicus 1 na
podrucju srednjeg (Pag i Benkovac), a R. turanicus 2 na podrué¢ju juznog (Peljesac, Mljet,
Glusci, Gruda i Bosanka) priobalja. Skupina R. turanicus 3 je dokazana na podrucju srednjeg
(Pag, Dugi otok i Hvar) i juznog (Peljesac, Glusci, Bosanka i Gruda) priobalja, te na podrucju

kontinentalne Hrvatske u Zagrebu s lisice.

Sekvence 15 krpelja (9,1%; 15/164) su dijelile sli¢nost od 94% s ostalim sekvencama
i odgovarale su sekvencama R. sanguineus s.s. Sekvence su bile identi¢ne sekvencama
Rhipicephalus sanguineus s pasa dokazanih na podrucju Srbije (KX793738, KX793720) i
Hrvatske (gibenik, KX793731; Zadar, KX793729; Pula A, KX793725; Zagreb, 793727).
Rhipicephalus sanguineus s.s. je dokazan na podrucju sjevernog (Rovinj, Premantura)
1 srednjeg priobalja (Zadar, Obrovac Sinjski, Hvar), dok je na podru¢ju kontinentalne

Hrvatske dokazan u Zagrebu i Vinkovcima.

Rasprostranjenost i podrijetlo krpelja detaljno su prikazani u Tablici 30. i Slici 33.
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Rhipicephalus turanicus 1
~ ( Rhipicephalus turanicus 2
@ Rhipicephalus turanicus 3

@ Rhipicephalus sanguineus s.s.
3 |

Slika 33. Geografska rasprostranjenost R. sanguineus s.l. s prikazom mikrolokacija na
podrucju Paga, Peljesca, Bosanke i Grude (QGIS).
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5.1.5. Rod Hyalomma

Iz roda Hyalomma sekvenciranjem je potvrdena vrsta Hyalomma marginatum (6,9%;
35/509). Sekvence su bile identicne Hy. marginatum iz lzraela (KT391060, KT391059),
Portugala (KU130447), Spanjolske (MG418660), Turske (MT229186), Njemacke
(KU987256) i Francuske (Korzika, MH663980). Sli¢nost od 99,7% su dijelile sa sekvencama
Hy. rufipies sa podru¢ja Afrike (Mozambik, KU130465; Namibija, KU130463; Nigerija,
KU130459; Senegal, KU130458) i Hy. turanicum iz Iraka (KU130482, KU130481,
KU130480).

Krpelji prikupljeni najve¢im brojem s krava, potom s konja, koze, magarca i psa,
dokazani su isklju¢ivo na podrucju priobalja, od Dubrovnika do Istre.

Na Slici 34. i u Tablici 31. je prikazana detaljna rasprostranjenost i podrijetlo krpelja Hy.

marginatum.

Slika 34. Geografska rasprostranjenost Hy. marginatum s prikazom mikrolokacije na podrucju
Bosanke (QGIS).
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5.1.6. Rod Haemaphysalis

Sekvenciranjem su dokazane tri vrste krpelja iz roda Haemaphysalis: H. parva
(1,5%; 8/509), H. inermis (1,2%; 6/509) i H. concinna (0,4%;2/509). Sekvence H. parva
dijelile su 99,5% sli¢nosti s H. parva (JX573136) iz Australije, a sekvence H. inermis su
dijelile sli¢nost od 99,3% s H. inermis (KR870976) iz Turske, razlikovale su se u dva do tri
bazna para. Sekvence H. concinna su bile identi¢ne sekvenci H. concinna s ptica iz reda
vrapcarki (Passeriformes) iz Madarske (KU170523) (HORNOK i sur., 2016.).

Haemaphysalis inermis, H. concinna i H. parva iz okolisa dokazani su na podru¢ju
kontinentalne Hrvatske. Haemaphysalis concinna s lisice je dokazana na podruc¢ju Pozege, a
H. inermis s lisice i konja na podruéju Jastrebarskog i Zadra.

Rasprostranjenost i podrijetlo krpelja prikazani su u Tablici 32. i Slici 35.
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; @ Haemaphysalis inermis
;Tg @ Haemaphyslis parva

~. ® Haemaphysalis concinna
o At - Vs

e )

yomn o A0S

e,

Slika 35. Geografska rasprostranjenost krpelja iz roda Haemaphysalis s prikazom

mikrolokacije na podrucju Baranje (QGIS).
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5.2. PIROPLAZME 1Z RODOVA BABESIA | THEILERIA

Vrste iz rodova Babesia i Theileria dokazane su u 12,4% (63/509, 95% IP: 9,6-15,5)
krpelja. Sekvenciranje je pokazalo podjednaku ucestalost Babesia spp. (6,3%, 32/509, 95%
IP: 4,3-8,7) i Theileria spp. (6,1%, 31/509, 95% IP: 4,3-8,5).

Rod Babesia je bio zastupljen s osam skupina sekvenci koje su odgovarale onima B. canis, B.
vulpes, B. microti, B. venatorum, Babesia sp. ,,Badger type A”, Babesia sp. ,,Badger type B”,
B. ovis, Babesia cf. crassa i Babesia sp. ,,tavsan“. Unutar roda Theileria dokazane su Cetiri

vrste: T. ovis, T. orientalis (buffeli/sergenti), T. equi i T. capreoli.

Dokazana su dva genotipa B. canis: B. canis 1 u 1,9% (10/509, 95% IP: 1,1-3,6) i B.
canis 2 u 0,4% (2/509, 95% IP: 0,1-1,4) krpelja. Babesia canis 1 je bila prisutna na podrucju
kontinentalne Hrvatske, Gorskog Kotara i priobalja (osim Istre) s najjuznijim dokazom na
podrucju Bosanke (Slika 42.). Dokazana je u 5,5% D. reticulatus (3/54), 9,1% D. marginatus
(1/11), 3,5% R. bursa (2/57), 0,9% R. turanicus 3 (1/102), 13,3% I. hexagonus 1 (2/15) i 1,3%
I. ricinus 1 (1/76).

Babesia canis 2 je dokazana samo u dva krpelja, D. marginatus (9,1%; 1/11) s ¢ovjeka
(Moslavina) i D. reticulatus (1,8%; 1/54) s lisice (Samobor) (Slika 36.).

Babesia sp. ,,Badger type A” je dokazana u 1,6% (8/509; 95% IP: 0,8-3,1) krpelja. Na
podrucju kontinentalne Hrvatske, dokazana je u po jednom I. hexagonus 1 (6,6%; 1/15), I.
canisuga (4,3%; 1/23) i D. reticulatus (1,8%; 1/54) s lisica, te u dva I. ricinus 1 (2,6%; 2/76) s
pasa. U Hy. marginatum (2,8%; 1/35) i R. bursa (1,7%; 1/57) s krava dokazana je na dvije
lokacije (Medvida i Bosanka) podrudju priobalja (Slika 36.).

Babesia sp. ,, Badger type B” (0,2%, 1/509, 95% IP: 0-1,1) je dokazana u I. kaiseri s lisice iz
Preloga.

Uzroénik piroplazmoze ovaca, B. ovis je dokazana u 1% (5/509, 95% IP: 0,4-2,3)
krpelja R. bursa (8,7%, 5/57) s lisice, koza i ovaca na podrucju srednjeg (Pag, Benkovac,
Balai¢, Medvida) i juznog priobalja (Gruda) (Slika 36.).

Zoonotske vrste, B. venatorum i B. microti, dokazane su svaka u po jednom 1. ricinus
1 (0,2%, 1/509; 95% IP: 0-1,1) na podrucju kontinentalne Hrvatske. Babesia microti je
dokazana u krpelju iz okolisa (Sotin), a B. venatorum u krpelju s lisice (KloStar Ivani¢) (Slika
36.).
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U krpelja H. parva (12,5%; 1/8) iz okolisa (Grabovac) i R. turanicus 3 (0,9%; 1/102)
s koze (Kuna) dokazana je Babesia cf. crassa (0,4%, 2/509, 95% IP: 0,1-1,4) (Slika 36.).
Na podru¢ju Kune u R. turanicus 3 (0,9%; 1/102) s koze dokazana je Babesia sp. (0,2%,
1/509, 95% IP: 0-1,1) ¢ija je sekvenca bila identi¢na sekvenci Babesia sp. ,.,tavsan” iz krpelja
R. turanicus s lisice i okolisa iz Turske te zeca iz Italije. Sli¢nost od 97,3% dijelila je sa
sekvencom ,,Babesia sp. anglona‘“ iz svinje iz Italije (Tablica 19.).
Babesia vulpes (0,2%, 1/509, 95% IP: 0-1,1) je dokazana u jednom 1. ricinus 3 s psa iz
Zagreba.

Najucestalija vrsta iz roda Theileria, T. ovis dokazana je u 3,5% (18/509, 95% IP:
2,2-5,5) krpelja. Dokazana je u 7,8% R. turanicus 3 (8/102, ovce), 5,5% D. reticulatus (3/54,
lisice), 5,2% R. bursa (3/57, krava, ovce), te u po jednom Hy. marginatum (2,8%, 1/35, pas),
R. turanicus 1 (25%, 1/4, ovca), R. turanicus 2 (2,3%, 1/43, ovca) i I. ricinus 2 (1/1, jelen
obic¢ni). Bila je rasprostranjenija na podrucju srednjeg i juznog priobalja, dok je na podrucju
kontinentalne Hrvatske dokazana na svega Cetiri lokacije (Ogulin, Velika Gorica, Petrinja 1

Moslavina) (Slika 37.).

Theileria orientalis (buffeli/sergenti) je dokazana u 1,9% (10/509; 95% IP: 1-3,6)
krpelja. Dokazana je u D. reticulatus (12,9%; 7/54), D. marginatus (18,2%; 2/11) i 1.
gibbosus (25%; 1/4). Zemljopisno je bila ograni¢ena na kontinentalnu Hrvatsku, s najjuznijim

dokazom na podru¢ju Otocca u D. reticulatus i otoka Cresa u I. gibbosus (Slika 37.).

Theileria equi je dokazana u 0,4% (2/509; 95% IP: 0.1-1,4) krpelja s konjaitou
D. reticulatus (1,8%; 1/54) iz Gunje i D. marginatus (9,1%; 1/11) iz Zagorja (Slika 38.).
U krpelju D. marginatus iz okolisa (9,1%, 1/11, Lekenik) dokazana je Theileria capreoli
(0,2%, 1/509; 95% IP: 0-1,1) (Slika 37.).

Prikaz rasprostranjenosti i podrijetla dokazanih piroplazmi je dataljno prikazana na

Slikama 36. i 37., te u Tablicama 24. do 32. U Tablicama 19. i 20. je prikazana usporedba sa

dostupnim sekvencama u bazi gena GenBank®.
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Slika 36. Geografska rasprostranjenost vrsta iz roda Babesia (QGIS).
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Slika37. Geografska rasprostranjenost vrsta iz roda Theileria (QGIS).
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Tablica 19. Prikaz usporedbe sekvenci vrsta iz roda Babesia sa sekvencama iz baze gena

GenBank®.
VRSTA SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA PODRIJETLO
HQ662634; KT008057; KF499115; Rumunjska, Estonija, Turska
FJ209025; KT844905; EU622792 RH; Poljska; Rusija pas
100% KX712122 Rumunjska Cagalj
NK836022; AY649326; KY447296 Rumunjska, Rusija, Austrija D. reticulatus
MN134074; MK107804; KY 693669 Poljska; BIH, Austrija lisica;
B. canis 1 99,8% KY021190 Ceska pas
KY747491 Srbija Zagalj
KY259360 RH vuk
99,6% KX839231, KX839232 Italija konj
AY072926, FJ209024, MK089785 RH pas
KR003829 Poljska l. ricinus
KY747491 Srbija Zagalj
KY 359360 RH vuk
. KX839231, KX839232 Italija konj
B. canis 2 99,6% KR003829 Poljska I ricinus
AY072926, FJ209024; KY 021190 RH; Ceska pas
MK107804 BIH lisica
MK742776-MK742780;
HM212628; KT223483; KT580785; Italija; RH; Spanjolska;
KM115972; KY693667; Engleska; Austrija; Poljska; lisica
MK862229-MK862234; KP216411; BIH; Slovacka
100% KY175165, KY175167
MT509981; EU583387; AY457975, Rusija; SAD; gpanjolska;
B. vulpes AY457974; AY144700,; IX454779 Francuska pas
KM115977 Austrija kunopas
KY?246306; KY447297 Austrija D. reticulatus
99.8% KJ871352 Izragl !isicg
KX712130 Rumunjska Cagalj
99,6% FJ209022 RH pas
MN493112; MG569902; ovca; konj; R.bursa
MH618772, KT851446, KT851439, Turska ; R. sanguineus s.l.;
B. ovi 100% KT851441; KY867435; JF923656 V R. turanicus
- OVIS ° AY150058; AY533146 Spanjolska koza, ovca
KF681515 Albanija koza
KY433325 Svedska krpelj
Babesia cf. 98,6% AY260177; MF040150; MG062782 T j :
crassa ,6% ; ; urska, Rusija ovca; H. parva
MN463016-MN463018, . .. R. turanicus (lisica,
Babesia sp. 100% MK918573; MF356682 Turska ltalija okolig); zec
Htavsan“ 99,7% MF040152 Turska zec
97,3% HQ437690 (,,Babesia sp. anglona“) Italija svinja
Babesia sp. MG799845; KT233484; MT077002, Kina; Spanjolska; Engleska; .
,Badger 100% MT052179; MK742770, MK742772 Italija Jazavac
type A” MF614153 BIH divlja macka
Babesia sp. 100% KT223485 Spanjolska jazavac
’;';;‘3%‘3{ 99,8% MG799846; KX528555, KX528554 Kina Engleska jazavac
EF413181; KC470047 Njemacka; Poljska Covjek
B. microti 100% AY144692; AF231349; KC470048 Svicarska; Njemacka, Poljska l. ricinus
AB083375; AB085191 Kina, Njemacka mali glodavci
hégf;;gfsll\fgg;;gf?:86833512??3?, Ceska; Francuska; Poljska srna
KM244044 Spanjolska /
GQ888709 Nizozemska sob
B. 99.8% KJ486557, GU734773; KU204792; Rusija; Kina I. persulcatus
venatorum ' MG052939 Rusija D. reticulatus
KU204790 Kina H. concina;
JX040642; KC470050; FJ215872; Rumunjska;Poljska;Francuska | ricinus
GU647159; AY553915; KF447532 Italija, Slovenija; Nizozemska ’
AY046575; KP072001; KM244044 Italija/Austrija; Poljska covjek
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Tablica 20. Prikaz usporedbe sekvenci vrsta iz roda Theileria sa sekvencama iz baze gena

GenBank®™
VRSTA SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA PODRIJETLO
KR094869, KR094861, KR094868; Irak: Egipat: Al7ir:
MN625903; MH327772; FJ603460; Kinaj Turskz;' Tuni;' ovea
KU714608; KM92442-KM924444; S . llk ’
. AY533144 panjoiska
T. ovis 100% Egipat; Kina;
MN625887; GU726901; EU622911 g ' govedo
Spanjolska
KT851428, KT851429 Turska muflon
KT851433-KT851435 Turska R. bursa
MH208641, MH208634, MH208631 . .
- . Kina R. microplus
(T. orientalis)
KJ020546, HM538197; KX96572_2; Kina; J. !(oreja; govedo
99.8% AF236094; DQ287959 (T. buffeli) Australija; Spanjolska
' JQ723015 (T. sergenti) Kina Covjek
. . AB520955 (T. orientalis) Australia govedo
T or_|entaI|s . . . R. annulatus
(buffeli/sergenti) KX375817, KX375822 (T. sergenti) Italija (govedo)
MH20864, MH208634 Kina R. microplus
99,7% MH208633 Kina H. longicornis
MG599099 Pakistan govedo
98.9% AB668373; AB520953 (T. orientalis) Japan; Australia govedo
' HM538195 (T. sergenti) Kina govedo
99,7% MT093496 Kina konj
T, equi MN611344, MN611340, MN611334; 1zrael. Turska konj
' 99,4% MG569905 '
MK732476 Francuska R. bursa
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5.3. PROTEOBAKTERIJE 1Z PORODICE ANAPLASMATACEAE

Proteobakterije iz rodova Anaplasma, Ehrlichia, Candidatus Neoehrlichia i Wolbachia
te Midichloria mitochondrii su sekvenciranjem dokazane u 18% (92/509, 95% IP: 14,9-21,6)
krpelja. Dokazane su dvije vrste anaplazmi, Anaplasma capra i A. phagocytophilum, erlihije
E. canis i Ehrlichia sp., ,,Candidatus Neochrlichia lotoris* i endosimbionti Wolbachia sp. i

Midichloria mitochondrii.

Anaplasma capra, uzro¢nik anaplazmoze domacih prezivaca bila je prisutna u 5,1%
(26/509, 95% IP: 3,5-7,4), a Anaplasma phagocytophilum, uzro¢nik granulomatozne
anaplazmoze u 0,9% (5/509, 95% IP: 0,4-2,3) krpelja.

Anaplasma phagocytophilum je zemljopisno bila ograni¢ena na podrucje priobalja
(osim Istre). Dokazana je u dva krpelja I. ventalloi (33,3%, 2/6; zec, Vir), te u po jednog I.
ricinus 1 (1,3%, 1/76; Klana, okolis), I. hexagonus 1 (6,6%, 1/15; lisica, Pag) i R. turanicus 3
(0,9%, 1/102; ovce, Kuna) (Slika 38.).

Anaplasma capra je dokazana u 13,7% R. turanicus 3 (14/102), 10,5% R. bursa (6/57)
i 9,3% R. turanicus 2 (4/43) s ovaca i koza, na podrucju srednjeg i juznog priobalja. Na
podrucju kontinentalne Hrvatske dokazana je u D. marginatus (9,1%, 1/11, ovca) na podrucju

Sunje i H. inermis na podrucju Jastrebarskog (16,6%, 1/6, lisica) (Slika 38.).

Uzro¢nik monocitne erlihioze, Ehrlichia canis, dokazana je u 0,4% (2/509, 95% IP:
0,1-1,4) krpelja R. bursa (3,5%; 2/57) s ovce i koze na podru¢ju Paga i Medvide, §to
predstavlja prvi dokaz u krpelja u RH (Slika 38.). Ehrlichia sp. je dokazana u 0,6% (3/509,
95% IP: 0,2-1,7) krpelja i to u 1,7% R. bursa (1/57, krava, Obrovac Sinjski) i 4,3% |I.
canisuga (2/23, lisice, Bjelovar i Pakrac) (Slika 38.).

,, Candidatus Neoehrlichia lotoris“ (0,4%, 2/509, 95% IP: 0,1-1,4) je dokazan u po
jednom 1. ricinus 1 (1,3%, 1/76; okolis, Topoline) i I. hexagonus 2 (50%, 1/2; lisice,
Benkovac) (Slika 38.).

Endosimbiont Wolbachia sp. je dokazan u 1,4% (7/509; 95% IP: 0,6-2,8) krpelja,
I tou 7,9% I. ricinus 1 (6/76) s lisica, psa i okolisa i jednom I. ricinus 15 (1/1) iz okoli$a na
podrucju kontinentalne Hrvatske i Gorskog kotara (Slika 38.).

Cetiri genotipa endosimbionta M. mitochondri su dokazana u 9,2% (47/509; 95% IP:
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7-12) krpelja. Najucestaliji genotip M. mitochondrii 1 je dokazan u 6,1% (31/509), potom M.
mitochondrii 4 u 1,7% (9/509), M. mitochondrii 2 u 0,8% (4/509) i M. mitochondrii 3 u 0,6%
(3/509) krpelja. Midichloria mitochondrii 1 je dokazana na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske u
genotipovima krpelja 1. ricinus i jednom H. inermis (16,6%, 1/6). Na podru¢ju priobalja
dokazana je na svega tri lokacije u Hy. marginatum (5,7%, 2/35; Bosanka, Sinj) i R. turanicus
3 (0,9%, 1/102; Dugi otok) (Slika 38.). Midichloria mitochondri 4 je na podruéju srednjeg i
juznog priobalja dokazana u Hy. marginatum (22,8%, 8/35) s krava, a na podrucju
kontinentalne Hrvatske u 1. ricinus 1 (1,3%; 1/76) s lisice iz Purdevca (Slika 38.).
Midichloria mitochondrii 2 i M. mitochondrii 3 su dokazani na podrucju srednjeg i juznog
priobalja. Midichloria mitochondrii 2 u Hy. marginatum (5,7%; 2/35), R. bursa (1,7%; 1/57) i
R. turanicus 3 (0,9%; 1/102); dok je M.mitochondrii 3 dokazana u Hy. marginatum (8,5%;
3/35) (Slika 38.).

Detaljan prikaz rasprostranjenosti i podrijetla dokazanih proteobakterija je prikazana u

Tablicama 24. do 32. i na Slici 38. Usporedba sekvenci s dostupnim sekvencama bazi gena

GenBank® prikazana je u Tablici 21.

Kuna Peljesk 4

R T i

Bosanka |-

_

@ Anaplasma phagocytophilum

@ Midichloria mitochondrii 1

4 . Anaplasma capra @ Midichloria mitochondrii 2 (2
Ehrlichia canis @ Midichloria mitochondrii 3

- @ Ehrlichia sp. @ Widichloria mitochondrii 4

= © Candidatus Neoehrlichia lotoris @ Wolbachia £:40

& < Negativno

SR SN ey

Slika 38. Geografska rasprostranjenost vrsta iz porodice Anaplasmataceae (QGIS).
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Tablica 21. Prikaz usporedbe dokazanih vrsta iz porodice Anaplasmataceae s dostupnim

sekvencama u bazi gena GenBank®.

VRSTA SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA PODRIJETLO
KT454992; MF582329 Austrija; J. Koreja covjek
MH722235; MK814408 Kina; J. Afrika mali glodavci
MK239929 Juzna Koreja konj
LC334014; KY114936; Japan; RH;
KM215224; MK239909- | Slovenija; J. Koreja; pas
MK?239931; MK814412 J. Afrika
. KX180984 Svicarska lisica
A. phagocytophilum 98,8% KP745629; MN193068 Turska, Kina govedo
KM215240, KM215237 Slovenija srna
KC8000985 Svedska los
JX173652,; HQ629923,; . . o
HQB29917; KM215231- | "Rt Do . ricinus
KM215233; KU559922; Francu’ska' Poljsk'a ’
MH122886 -MH122891 '
LC432092-1.C432114 Juzna Koreja jelen
A capra 100% MG869531-MG869594 Kina R. microplus
MN922610, EF263991;
KJ513194-KJ513197; Grcka; Turska;
KX180945, EU439944; Italija; Tajland; pas
KM879929, EU263991, Malezija; Brazil
E. canis 100% KR92044; EF195135
KX987326 Kina R. microplus
KC479022 Spanjolska /
AB723710 Japan divlja macka
AF373612; U26740 Venezuela; SAD Covjek
99,7% MH020203 Madarska pas
KX987325, KX987324 Kina R. microplus
L. KJ410257, KJ410255 Kina Hy. asiaticum
Ehrlichia sp. 99,4% AY309970, AY309969 Japan Haemaphysalis sp.
KR262717 Spanjolska jazavac
99,1% KX987320; JX092090 Kina; Rusija H. longicornis
Candidatus MH020204; KX231830 Madarska pas; jazavac
” L MG670107 Poljska kunopas
Neoehrlichia 100% = —~
lotoris® KT833357; MK043348; Austrlja_; Srbija; lisica
MN155788-MN155792 Poljska
KU559921, GU734326; Francuska; Poljska; ..
M. mitochondrii 1 100% '%%13%%‘;@56 o aersl | Portugal; Madarska I. ricinus
AY776167 Danska jelen
99.1% KU559921 Francuska l. _ricinus
M. mitochondrii ' AY776167 _ Danska nggn
’ 204 99% DQ105665; KX359181 Poljska, Portugal l. ricinus
98.9% EU315776, EU315775; Madarska; I ricinus
' GU734326 Francuska )
98,4% KU559921; DQ105665 Francuska; Poljska . ricinus
M. mitochondrii 3 98,3% KX35?5132’157U7%15776‘ Portugal, Madarska l. ricinus
98,2% GU734326 Francuska l. ricinus
MK940245-MK940240 Indija voéna muha(Drosophila
ananassae)
MH521189-MH521189 Turska ljudska buha
(Pulex irritans)
Wolbachia sp. 100% LC370579-L.C370585 Japan _ cikada
(Meimuna opalifera)
KX775942 Brazil vinska musica

(D. melanogaster)

KF986986, KF986984

Engleska

Drosophila bicornuata




5.4. PROTOZOONI I1Z RODA HEPATOZOON

Tri vrste iz roda Hepatozoon, H. canis, H. felis i Hepatozoon ,, Badger type® su
sekvenciranjem dokazane u 6.1% (31/509, 95%IP: 4,1-8,5) krpelja.

Dokazana su dva genotipa, uzro¢nika hepatozoonoze pasa H. canis, H. canis 1
u 3,7% (19/509, 95% IP: 2,4-5,7) i H. canis 2 u 1,7% (9/509, 95% IP: 0,9-3,3) krpelja.
Genotip H. canis 1 dokazan je u I. hexagonus 1 (26,6%, 4/15; lisice), I. ricinus 1 (7,9%, 6/76;
lisice), 1. canisuga (13%, 3/23; lisice), D. reticulatus (7,1%, 4/54; lisice, pas), |l. ricinus 16
(1/1, konj) i R. sanguineus s.s. (6,6%, 1/15).
Genotip H. canis 2 dokazan je u 1. ricinus 1 (3,9%, 3/76; pas, lisice), I. ricinus 3 (2/2, pas,
lisica), I. canisuga (4,3%, 1/23; lisica), te u po jednom I. hexagonus 2, I. hexagonus 3 i I.
ricinus 6 (Slika 39.).
Oba genotipa su bila rasprostranjena na podru¢ju kontinentalne Hrvatske, osim jednog H.
canis 1 dokazanom u R. sanguineus s.s. s psa na podruéju srednjeg priobalja (Medvida) (Slika
39.).

Hepatozoon felis (0,4%, 2/509; 95% IP: 0,1-1,4) je dokazan u R. turanicus 3
(1,96%, 2/102) s macaka na podruc¢ju Dugog otoka, a Hepatozoon ,.Badger type* (0,2%,
1/509, 95% IP: 0-1,1) u jednom I. ricinus 14 iz okoli$a na podru¢ju Erduta (Slika 39.).

Detaljan prikaz rasprostranjenosti i podrijetla dokazanih vrsta iz roda Hepatozoon su

prikazani u Tablicama 24., 25., 26., 27., 30. i Slici 39. Usporedba sekvenci s dostupnim

sekvencama bazi gena GenBank® prikazana je u Tablici 22.
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@ Hepatozoon canis 1
- @ Hepatozoon canis 2

S © Hepatozoon Badger type
- % @ Hepatozoon felis

-~ O Negativno

P

Slika 39. Geografska rasprostranjenost vrsta iz roda Hepatozoon (QGIS).

Tablica 22. Prikaz usporedbe vrsta iz roda Hepatozoon sa sekvencama u bazi gena GenBank®.

VRSTA SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA PODRIJETLO
Hepatozoon 99,5% KC584778 Njemacka I.Fanisuga
Badger KU198330 _ Spanjolska jazavac
” type” 99,3% MG136688 (H. martis) RH kuna bjelica
MH136687 (H. martis) BIH kuna zlatica
100% MH656727 RH macka
H. felis MN905025, MN905024 Turska H. pgrva
' 99,8% JQ867388 Turska R. sanguineus s.l.
99,5% KY511259 Italija macka
MK?238384; MN103412 J. Koreja; Brazil pas
KX712123 Austrija Cagal]
100% KX887323; AY 150067 Slovacka; §panjolska lisica
LC169075 Japan H. longicornis
MG077084, KY196999 Turska H. parva;R. sanguineus
H. canis 1 MH656729 RH vuk
MK757802; FJ497020- Ni ska: RH as
F1497022 Jemacka; P
99,8% KX712129-KX712124; Rumunjska; N .
KJ572976 Madarska Cagalj
KP644235; KJ605147 Italija lisica; R. turanicus
HM212626 RH lisica
KY021177, KU893121, Cetka: Njematka pas
KUB893126; MK757800 ?
KJ572979; KX879141; . _
100% KU893118, KU893119, | Madarska; Slovacka; lisica
H. canis 2 KU893122, KU893125 Ceska
KU597242 Ceska 1. ricinus
JX466886, JX466881 Austrija Cagalj
99,8% i lj‘é%é%t o s Hrvatska cagali; vuk; lisica
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5.5. HEMOTROPNE BAKTERIJE 1Z RODA MYCOPLASMA
Bakterije iz roda Mycoplasma nisu dokazane u krpelja u ovom istrazivanju.
5.6. BAKTERIJE 1Z RODA RICKETTSIA

Vrste iz roda Rickettsia dokazane su u 11,7% (60/509, 95% 1P:9,1-14,9) krpelja i

to R. slovaca, R. raoultii, R. aeschlimannii, R. massiliae i R. monacensis.

Rickettsia slovaca je dokazana u 0,9% (5/509; 95% IP: 0,4-2,3) krpelja. Na
podrucju Otocéca i Senja dokazana je u D. reticulatus (3,7%; 2/54) s lisice i muflona. U
krpeljima D. marginatus (27,2%; 3/11) s ¢ovjeka, goveda i ovce dokazana je na podrucju
kontinentalne Hrvatske (Zagreb, Grubisno Polje i Sunja) (Slika 40.).

Rickettsia raoultii je dokazana u 4,7% (24/509; 95% IP: 3,2-6,9) krpelja, D.
reticulatus (40,7%; 22/54), D. marginatus (9,1%; 1/11) i H. parva (12,5%; 1/8). Bila je
rasprostranjena na podru¢ju kontinentalne Hrvatske, dok je na podru¢ju Gorskog kotara 1

otoka Vira dokazana u D. reticulatus s medvjeda i zeca (Slika 40.).

Ovim istrazivanjem dokazane su i rikecije koje pripadaju grupi uzro¢nika pjegave
groznice: R. aeschlimannii, R. massiliae i R. monacensis.
Rickettsia aeschlimannii je dokazana u 2,8% (14/509; 95% IP: 1,6-4,5) krpelja. Dokazana je
na podrucju priobalja u Hy. marginatum (37,1%, 13/35, krave, magarac, konj) i u jednom R.
turanicus 3 (0,9%, 1/102, krava,) na podru¢ju Gruda (Slika 40.).
Rickettsia massiliae (2,4%, 12/509, 95% IP: 1,3-4) je na podrucju juznog priobalja dokazana
u R. turanicus 2 (9,3%, 4/43, krava, koze) i R. turanicus 3 (7,8%, 8/102, magarac, ovce, koze)
(Slika 40.).
Rickettsia monacensis (0,9%, 5/509; 95% IP: 0,4-2,3) je dokazana u I. ricinus 1 (3,9%, 3/76;
Ludbreg, Klana; lisica, okolis), I. ricinus 21 (1/1; Lug, okoli§) i u Hy. marginatum (2,8%,
1/35; Sinj, pas) (Slika 40.).
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Detaljan prikaz rasprostranjenosti i podrijetla dokazanih rikecija su prikazani na Slici
40. i Tablicama 25., 26., 27., 28., 30., 31. i 32. Usporedba s dostupnim sekvencama u bazi

gena GenBank® prikazana je u Tablici 23.

| Rickettsia raoultii

b Rickettsia slovaca

E Rickettsia monacensis

I Rickettsia aeschlimannii
O Rickettsia massiliae

I* <& Negativno

S R

Slika 40. Geografska rasprostranjenost vrsta iz roda Rickettsia (QGIS).
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Tablica 23. Prikaz usporedbe vrsta iz roda Rickettsia sa sekvencama u bazi gena GenBank®.

VRSTA SLICNOST PRISTUPNI BROJ DRZAVA PODRIJETLO
MG920564; MF379308; Hy. marginatum (larva:
MF379306; MP379302, MP379299; Turska zec; divlja svinja; okoli&;
KF791247, MK922636, MK736332; ’ RN ’
JQ691734; KE79125, MF383551 govedo; Covjek)
H. parva;
MF383556, MF383557; MF383571; DF'{ ”t‘j:gr']?gj‘;s
R. aeschlimannii 100% MF383567; MF383574; MF383577,; Turska H tat !
MF383576 - punctata,
H. sulcata; I. ricinus
(Covjek)
HQ335157, MF383551 Egipat Hy. impelatum
MH932060, MH932059; DQ235777 Kina, Rusija Hy. marginatum
MH532240; MH532238 ltalija Hy. marginatum;
Hy. lusitanicum
AH015165; EF053275 SAD; Portugal /
MG432690, LT907815,FJ919651, Italija; Turska;
100% AJ427884; MK203086-MK203093; Slovacka; I ricinus
R. monacensis KF258154; MK608661, KY073124; Eranguska; ’
: KF768802 Spanjolska
KT119437 Estonija Ixodes sp.
99,8% HM161771, HM161767 Italija D. marginatus
GQ925821 Srbija . ricinus
100% KT835137 J. Afrika mali glodavci
MH549236 Kina covjek
R. massiliae 99,4% KR401145 Spanjolska okoli§
MH990860 Pakistan R. microplus
98,9% MH532235-MH532237; U43793 Italija; Francuska R. sanguineus s. I.
. divlja svinja; D.
MF379311; MF379292-MF379305 Turska reticulatus (d. svinja)
HM161769, HM161786-
HM161788, HM161793, Italija D. marginatus
MH532250-MH532257
R slovaca 100% MH500066, MH500065, KF791246 Turska Hyalomma sp., jez
: U43808 Francuska /
KF791234, KF791231, JQ691724 Turska D. marginatus; ¢ovjek
MK922638, MK922640,
MK922641, MK922645, Turska D. marginatus, okoli§
MK922648
99,4% JQ798908, JQ798909 Madarska ¢ovjek (TIBOLA)
MF166729, MF166732, MF166730; Danska; D. reticulatus
AH015609; KT805295 Francuska; BIH '
100% HM161792, HM161789; JN398480 Italija; Slovacka D. marginatus
R. raoultii JQ691731; MK922656; MF383598 Turska D. marginatus (govedo,
okolis, ovjek)
99,8% JQ798907, JQ798904 Madarska ¢ovjek (TIBOLA)
99,6% MH532241-MH532243 Italija R. sanguineus s. .
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5.7. BAKTERIJE 1Z KOMPLEKSA FRANCISELLA TULARENSIS

Francisella tularensis (0,2%, 1/509, 95% IP: 0 -1,1) je dokazana u R. turanicus 3
(0,9%; 1/102) iz okolisa s poluotoka Peljesca (Slika 41., Tablica 30.). Sekvence su bile
identi¢ne sekvencama F. tularensis subsp. holartica iz krpelja D. marginatus (BIH,
KT805283 i Portugal, KJ477079), Dermacentor sp. (Svicarska, FN686825, FN686818), H.
concinna (Madarska, HM014008), I. ricinus (Njemacka, JN411544, JN411542, IN411541 i
Srbija, AB262329), te zeca iz Spanjolske (AY219237).

U 1,5% krpelja (8/509, 95% IP: 0,8-3) na podru¢ju kontinentalne Hrvatske
dokazane su sekvence endosimbionta identiéne sekvencama “Francisella—sli¢ne,, iz D.
reticulatus iz okolisa u Poljskoj (MG859281). Dokazana je samo u dvije vrste Kkrpelja;
ucestalija u D. reticulatus (12,9%, 7/54) nego u D. marginatus (9,1%, 1/11) (Slika 41.).

Slika 41. Geografska rasprostranjenost F. tularensis subsp. holartica i endosimbiont
»Francisella-sli¢na“ (QGIS).
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5.8. BAKTERIJE 1Z KOMPLEKSA BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO
(S.L.)

Bakterije iz kompleksa B. burgdorferi s.l. su dokazane u 2,7% (14/509; 95% IP:
1,6-4,5) krpelja. Sekvenciranjem je dokazana veca ucestalost Borrelia afzelii (1,9%, 10/509,
95% IP: 1-3,6) nego Borrelia valaisiana (0,8%, 4/509, 95% IP: 0,3-2). Sekvence B. afzelii su
dijelile 98,9% sli¢nosti sa sekvencama B. afzelii iz I. ricinus (Njemacka, Z77173; Svedska,
JX909698 i Turska, AB091798), I. persulcatus (Rusija, MK118755, KX685726), ¢ovjeka
(JX888444, Kina) i malih glodavaca (Kine, MK333408, MK333414; Rusije, AY772038).
Sekvence B. valaisiana su bile identi¢ne sekvencama iz . ricinus iz Njemacke (FN391376),
Nizozemske (MN515326, MK108586, LC325692), Norveske (MK108539, MK108490) 1
Belgije (LC325649, LC325604).

Obje vrste su dokazane u genotipovima krpelja I. ricinus na podruc¢ju kontinentalne
Hrvatske, Vecina krpelja podrijetlom je iz okoliSa, osim I. ricinus 1 sa psa u kojemu je

dokazana B. afzeli (Zmajevac) i lisice u kojemu je dokazana B. valaisiana (Purdevac).

Na Slici 42. i Tablicama 25. i 26. prikazana je detaljna rasprostranjenost i podrijetlo
dokazanih borelija.

g7
. 2 @ Borrelia valaisiana
=< . < @ Borrelia afzelii

=~ "= A Negativno
e g T

Slika 42. Geografska rasprostranjenost B. valaisiana i B. afzelii (QGIS).
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5.9. BAKTERIJA COXIELLA BURNETTI
Bakterija C. burnetti nije dokazana u krpelja u ovom istrazivanju.
5.10. ZBIRNI PRIKAZ PATOGENA U VRSTAMA KRPELJA

Detaljan prikaz dokazanih DNK mikrorganizama u vrstama krpelja detaljno su

prikazani su u Tablicama 24. do 32.
5.10.1. Rod Ixodes

U I. canisuga s lisica je dokazana DNK Babesia sp. ,,Badger type A”, Ehrlichia sp.,
H. canis 1, H. canis 2 i Ehrlichia sp., dok je I. canisuga iz okolisa bio negativan.
U 1. gibbosus s ovce s Cresa je dokazana DNK T. orientalis, dok je Babesia sp. ,,Badger type
B” dokazana u I. kaiseri s lisice iz Preloga.
Anaplasma capra i A. phagocytophilum su dokazane u I. ventalloi s zeceva s Vira.

Babesia sp. ,,Badger type A”, B. canis 1, A. phagocytophilum i H. canis 1 su dokazani
u I. hexagonus 1 s lisica, dok su krpelji s macke i pasa bili negativni. U I. hexagonus 2 je

dokazan ,,Candidatus Neoechrlichia lotoris*, a u I. hexagonus 3 s lisica H. canis 2.

U I. ricinus 1 sa zivotinja dokazani su H. canis 1 i H. canis 2, B. canis 1, Babesia sp.
,Badger type A”, B. afzelii, B. valaisiana, R. monacensis i endosimbionti Wolbachia sp., M.
mitochondrii 1 i M. mitochondrii 4. U I. ricinus 1 iz okolisa dokazani su B. microti, A.
phagocytophilum, ,,Candidatus Neoechrlichia lotoris*, R. monacensis, B. valaisisna, B. afzeli i
endosimbionti Wolbachia sp., M. mitochondrii 1. Detaljan prikaz dokazanih DNK patogena u

genotipovima I. ricinus 2 do . ricinus 24 prikazan je u Tablici 25.
5.10.2. Rod Dermacentor

U D. reticulatus sa Zivotinja dokazana su DNK R. raoultii, T. orientalis, T.
equi, B. canis 1 i B. canis 2, T. ovis, R. slovaca, H. canis 1, Babesia sp. ,,Badger type A” i
»Francisella-slicna”. U dva krpelja iz okolisa dokazane su R. raoultii i ,,Francisella-sli¢na”.

U D. marginatus sa zivotinja dokazani su R. slovaca, T. equi, A. capra, T. orientalis i
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B. canis 1, dok su u krpelja prikupljenih s ljudi dokazane R. slovaca, T. orientalis, B. canis 2
I,, Francisella-slicna”. 1z okolisa su prikupljena svega dva D. marginatus od ¢ega su u

jednom dokazane R. raoultii i T. capreoli.

5.10.3. Rod Rhipicephalus

Uzrocnici piroplazmoze i anaplazmoze malih prezivaca poput B. ovis, T. ovis i A.
capra su dokazani u R. bursa na podrucju srednjeg i juznog Jadrana u krpelja s koza i ovaca.
U dva krpelja s ovce (Pag) i koze (Medvida) dokazana je E. canis, a Ehrlichia sp. u jednom
krpelju s krave. Ostali patogeni ¢ija je DNK dokazana u R. bursa sa zivotinja su Babesia sp.
,Badger type A”, B. canis 1 i M. mitochondrii 2. Rhipicephalus bursa iz okolisa (Bosanka) je

bio negativan.

U jednom R. turanicus 1 s ovce (Pag) dokazana je T. ovis. U R. turanicus 2 s
koza, krava i ovaca dokazana je DNK R. massiliae, A. capra i T. ovis, dok su krpelji iz okolisa
bili negativni. U R. turanicus 3 sa zivotinja dokazani su A. capra, R. massiliae, T. ovis, A.
phagocytophilum, M. mitochondrii 2, Babesia cf. crassa, B. canis 1, Babesia sp., R.
aeschlimanii i H. felis. U R. turanicus 3 iz okoliSa dokazani su F. tularensis i M.

mitochondrii 1. U R. sanguineus s.S. s psa na podru¢ju Medvide dokazan je H. canis 1.

5.10.4. Rod Hyalomma

Svi krpelji Hy. marginatum prikupljeni su sa zivotinja, najve¢im brojem s krava,
potom pasa, konja, te koze i magarca. Dokazana je DNK R. aeschlimanni, R. monacensis, T.

ovis, Babesia sp. ,,Badger type A” i sva Cetiri genotipa M. mitochiondrii.

5.10.5. Rod Haemaphysalis

U H. inermis s lisice dokazana je DNK A. capra, dok je M. mitochondrii 1 dokazana
u krpelju iz okoliSa na podrucju Vinkovaca. Svi krpelji H. parva prikupljeni su iz okolisa, a
DNK Babesia cf. crassa i R. raoultii dokazana je u krpeljima na podruc¢ju Grabovca i Luga.

Haemaphysalis concina iz okolisa i s lisice su bili negativni.
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Tablica 24. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u I. canisuga, I. gibbosus, I.

kaisseri, I. ventalloi i I. hexagonus.

LOKACIJA

VRSTA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
Okolis Vukovar 1 Negativno
1 Babesia sp.
Varazdin _Badger typg A”
Babesia sp.
Daruvar ! ,,Badger type A” I-FI) canis 2
Kutina, Daruvar 2 H. canis 1
. Ehrlichia sp.,
Bjelovar 1 H. canis 1
l. canisuga Lisica kontinentalna RH Pakrac 1 Ehrlichia sp.
Varazdin,
Prelog, Pakrac,
Jastrebarsko,
Bﬂz\g’ 16 Negativno
Vukovar,
Sv. I. Zelina,
Cakovec
. sjeverno priobalje Cres L T O”GT“"""S
1. gibbosus Ovca Rab 1 Negativno
srednje priobalje Pag 2 Negativno
A . - Babesia sp.
1. kaiseri Lisica kontinentalna RH Prelog 1 _Badger type B”
Vir 1 A. capra
I. ventalloi Zec srednje priobalje Vir 2 A. phagocytophilum
Vir 3 Negativno
Macka Zagreb 1 Negativno
Babesia sp. ,,Badger
Kutina 1 typeA”,
H. canis 1
. Sunja, Cakovec 2 H. canis 1
kontinentalna RH Vrbovec 1 A canis 1
Zagreb 1 B. canis 1
1. hexagonus 1 Lisica Pakra.c,, K}oétar )
Ivanié, Sisak, 4 Negativno
Zagreb
o _ Pag 1 A phagocyt_ophilum,
srednje priobalje B. canis 1
Solta 1 Negativno
. . . Mljet 1 Negativno
Pas juzno priobalje Mljet 1 Negativno
Pas kontinentalna RH Zagreb 1 Negativno
kontinentalna RH Zagreb 1 H. canis 2
1. hexagonus 2 Lisica T ,, Candidatus Neoehrlichia
srednje priobalje Benkovac 1 Totoris®
otoris
. . Varazdin 1 Negativno
I. hexagonus 3 Lisica kontinentalna RH Sisak 1 H canis 2




Tablica 25. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Ixodes ricinus 1.

VRSTA LOKACLIA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
Covjek Krapina 1 Negativno
R. monacensis,
Ludbreg 1 H. canis 1,
M. mitochondrii 1
Sv. 1. Zelina, Ivanec, . .
V. Dubrava, Vrbovec 3 M. mitochondrii 1
Krapina 1 M. mitochondrii 1
Varazdinske Toplice, 3 M. mitochondrii 1,
kontinentalna RH Karlovac, Vrbovec H. canis 1
Lisica Purdevac 1 M. mitochongirii 4, H canis 2,
Borrelia valaisiana
Kriz 1 M. mitochondrii 1, H. canis 2
Vrbovec 1 Wolbachia sp.
Sv. |. Zelina, Kutina 2 H. canis 1
Klostar Ivani¢ 1 \?Voﬁggi:ﬁ;u:;’
Karlovac, Cakovec 3 Negativno
srednje priobalje Benkovac 1 M. mE;tochqndrn L
. canis 1
Macka kontinentalna RH Hrvatska Kostajnica 1 M. mitochondrii 1
ér/ffgcén?agjgs;é 4 M. mitochondrii 1
M. mitochondrii 1,
Zagreb 1 Babesia sp. ,,Badger type A”
o Pas kontinentalna RH Zagreb 1 Babesia sp. ~Badger type A”,
I. ricinus Wolbachia sp.
1 Pakovo 1 H. canis 2
Zmajevac 1 B. afzelii
Zmajevac 7 Negativno
Srnjak kontinentalna RH Duga Resa 1 M. mitochondrii 1
. Medvednica 1 M. mitochondrii 1
Sma kontinentalna RH Jastrebarsko 1 Negativno
Klana 1 R. monacensis
_ Klana 1 R. monac_ensis,
Gorski kotar Wolbachia sp.
Klana 2 Wolbachia sp.
Klana 1 A. phagocytophilum
PISkor.eVCI’ . F M. mitochondrii 1
Poganovci, Spacva
. M. mitochondrii 1,
Zmajevac 1 B .
. afzelii
Okolig Topoline 1 ., Candidatus N%E)ehrlichia
lotoris
Koska, Poganovci 2 B. afzelii
kontinentalna RH P. Moslavina 1 B. afzelii
Grabovac 1 B. valaisiana
Sotin 1 B. microti, B. afzelii
Klana, Podolje, Draz,
V. Kopanica,
Podolje, Haljevo, 23 Negativno
Lovas, Lug, Otok,
Kunjevci, Koska
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Tablica 26. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Ixodes ricinus 2 do Ixodes ricinus

24,
VRSTA LOKACIJA BROJ
KRPELJA | POPRMETLO mpaiiy MJESTO KRPELJA PATOGENI
l. ricinus 2 Jelen obi¢ni Moslavina 1 M. mltocho_ndrn L
T. ovis
Pas Dumovec 1 B. vulp_es,
I. ricinus 3 I—_|.can|52"
Lisica Pakrac 1 M. mltocho_ndrn 1
H. canis 2
l. ricinus 4 Lisica Daruvar 1 Negativno
l. ricinus 5 Pas Zmajevac 1 Negativno
P. Moslavina 1 H. canis 2
l. ricinus 6 Okolis Lovas 1 M. m'tOCh.Or.]dr" 1,
B. valaisiana
Poganovci 1 Negativno
Piskorevci,
I. ricinus 7 Okoli < P. '\Iﬂgﬁmna' 4 Negativno
2 Podolje 1 B. afzelii
. ricinus 8 Okolis § Velika Kopanica 1 B. afzelii
1. ricinus 9 Okolis 8 Pigkorevci 1 Negativno
I. ricinus 10 Okoli§ 3 Velika Kopanica 1 M. mitochondrii 1
I. ricinus 11 Pas § Zmajevac 1 Negativno
I. ricinus 12 Pas Zmajevac 1 Negativno
I. ricinus 13 Okolis Erdut 1 M. mitochondrii 1
I. ricinus 14 Okolis Erdut 1 Hepatozoon ,,Badger type”
1. ricinus 15 Okoli Erdut 1 Wolbachia sp.
B. valaisiana
l. ricinus 16 Konj Zmajevac 1 H. canis 1
I. ricinus 17 Okolis Vukovar 1 Negativno
I. ricinus 18 Okolis Topoline 1 B. afzelii
I. ricinus 19 Okoli§ Topoline 1 B. afzelii
I. ricinus 20 Okoli§ Lug 1 Negativno
I. ricinus 21 Okoli§ Lug 1 R. monacensis
l. ricinus 22 Okoli§ Spacva 1 Negativno
I. ricinus 23 Okoli§ Otok 1 Negativno
I. ricinus 24 Okoli$ Sljeme 1 Negativno
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Tablica 27. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Dermacentor reticulatus.

LOKACIJA BROJ
KRPELJ | PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
Jasenovac R. raoultii
* . . Batina R. raoultii
Cagalj kontinentalna RH Sveta Jana Francisella-sli¢na, T. orientalis
Klostar Ivanié R. raoultii
Karlovac Francisella-slicna
Divlja svinja kontinentalna RH R. raoultii, T. orientalis,

Hrvatska Dubica - .
Francisella-sli¢na

1
1
1
1
1
1
Jelen lopatar . Garjevica 1 T. orientalis
Jelen obi¢ni kontinentalna RH Garjevica 1 R. raoultii
Dugo Selo 1 Francisella-sli¢na
Konj kontinentalna RH Lekenik 1 = R. _raoultu,' "
rancisella-sli¢na
Gunja 1 R. raoultii, T. equi
Daruvar 1 R. raoultii
Dugo Selo 1 R. raoultii, B. canis 1
Jastrebarsko 1 R. raoultii
Nasice 1 R. raoultii
. R. raoultii,
Nova Gradiska ! Francisella-sli¢na
Petrinja, Velika Gorica 2 R. raoultii, T. ovis
kontinentalna RH Podsljeme, Sisak, 3 H. canis 1
Lisica Vrbovec -
Samobor 1 B. canis 2
o Sunja 1 R. raoultii
= Vojnié 1 Babesia sp. ,,Badger type A”
£ Zumberak 1 T. orientalis
% Purdevac, Jastrebarsko, 3 Negativno
=4 Pakrac
@ Gorski kotar Ogulin 1 T. ovis
srednje P riobalje Otocac 1 R. slovaca, T. orientalis
(Lika)
Gorski kotar Gorsk? kotar 1 R. raogltii
. Gorski kotar 1 B. canis 1
Medvijed ——
srednje priobalje Gospié 1 Negativno
(Lika) P 9
Muflon sjeverno priobalje Senj 1 R. slovaca
kontinentalna RH Garjevica 1 Negativno
Zmajevac 1 H. canis 1
Zmajevac, Gvozd 2 R. raoultii
Sesvete 1 T. orientalis
Pas kontinentalna RH Zagreb 1 B. canis 1
Dumovec 1 R. raoultii
Grubisno Polje,
Zmajevac, Zagreb, 4 Negativno
Dumovec
Lug 1 R. raoultii
. L Francisella-sli¢na,
Okolis kontinentalna RH Tompojevc ! Theileria orientalis
Koska, Spadva 3 Negativno
Srna obi¢na Garjevica 1 Negativno
Zec srednje priobalje V!r L R. rao_ultu
Vir 1 Negativno
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Tablica 28. Prikaz molekularno dokazanih DNKpatogena u Dermacentor marginatus.

LOKACIJA BROJ
KRPELJ | PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
Krava Grubisno Polje 1 R. slovaca
Divlja svinja Hvar 2 Negativno
Zagreb 1 R. slovaca, T. orientalis
. . =~ - —
o Covjek % Moslavina 1 Franuselle_l-shcna,
3 = B. canis 2
o Konj e Zagorje 1 T. equi
% Ovca = Sunja 1 R. slovaca,
2 o ! A. capra, T. orientalis
Z 3 Grubisno Polje 1 B. canis 1
Pas - -
Zmajevac 1 Negativno
" Lekenik 1 R. raoultii, T. capreoli
Okoli Darda 1 Negativno

Tablica 29. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Rhipicephalus bursa.

VRSTA LOKACLIA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELIA PATOGENI
REGIJA MJESTO
Obrovac Sinjski 1 A. capra
Balai¢ 1 A. capra, B. canis 1
Balaié¢ 1 A. capra, B. ovis
K srednje priobalje Medvida 1 E. canis, B. ovis
0za ——
Obrovac Sinjski,
Telascica, 8 Negativno
Medvida,
sjeverno priobalje Novi Vinodolski 1 Negativno
Bosanka 1 M. mitochondrii 2
Bosanka 1 B. canisl
juzno priobalje Bosanka 1 Babesia sp.A,,’]’i’»adger type
Krava Bosanka 1 Negativno
Obrovac Sinjski 1 Ehrlichia sp.
srednje priobalje Konjsko 1 T. ovis
R bursa Konjsko 21 Negativno
N . Benkovac 1 A, capra,
Lisica srednje priobalje B. ovis
Benkovac 1 Negativno
kontinentalna RH Daruvar, Zagreb, 2 Negativno
Magarac juzno priobalje Bosanka 1 Negativno
A. capra,
Pag ! T. ovis
Pag 1 T. ovis
srednje priobalje Pag 1 Eé canis,
Ovea A . ovis
Vuksié 1 A. capra
Br(é?nnlfg\’/;:ag’ 4 Negativno
juzno priobalje Cruda L B. OIS
Bosanka 1 Negativno
Okolis juzno priobalje Bosanka 1 Negativno
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Tablica 30. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Rhipicephalus sanguineus s.1.

VRSTA LOKACLIA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
. N . Pag 1 T. ovis
R. turanicus 1 Ovca srednje priobalje Pag, Benkovac 3 Negativio
Gruda 1 R. massiliae, A. capra
Koza jurno priobalje Kuna 2 R. massiliae
Kuna 1 A. capra
Kuna,Gruda 12 Negativno
Krava juzno priobalje Bosanka — L R. mas.smae
R turanicus 2 : ' : Bosanka, Glusci 3 Negat!vno
' Magarac juzno priobalje Bosanka, Gruda, Kuna 3 Negativno
Kuna 1 A. capra
Ovce juzno priobalje Kuna 1 A. capra, T. ovis
Gruda, Glusci, Kuna 14 Negativno
Pas juzno priobalje Kuna, Mljet 2 Negativno
Okolis juzno priobalje Bosanka, Gruda, Kuna 2 Negativno
Bosanka, Kuna 4 R. massiliae
Kuna 4 A. capra
. S Kuna 1 A. phagocytophilum
juzno priobalje Kuna 1 R. massiliae, T. ovis
Glusci, Kuna 3 A. capra, T. ovis
Ovca -
Kuna 2 T. ovis
Bosanka, Glusci, Kuna, 23 Negativno
srednje priobalje Pag 2 T. ovis
Pag 1 A. capra
Pag, Benkovac 9 Negativno
Kuna 2 R. massiliae
Gruda 1 M. mitochondrii 2
Gruda, Kuna 5 A. capra
juzno priobalje Kuna 1 A._ capra,
Koza Babesia cf: crassa
Kuna 1 B. canis 1
R. turanicus 3 Kuna 1 Babesia sp. ,,tavsan®
Gruda, Glusci, Kuna 17 Negativno
sjeverno priobalje Medvida 1 A. capra
Telaséica 1 Negativno
Krava jurmo priobalie Gruda 1 R. aeschl_imannii
Bosanka, Gruda 5 Negativno
Lisica kontinentalna RH Zagreb 1 Negativno
. N . Telaséica 2 H. felis
Macka srednje priobalje Telatcica 1 Negativno
Magarac juzno priobalje Gruda 1 R. mas_SIIIae
Bosanka, Kuna 3 Negativno
Pas juzno priobalje Metkovié 1 Negativno
srednje priobalje Hvar 2 Negativno
jurno priobalje Kuna 1 F. tular_ensis
Okolis Kuna L Negativno_
srednje priobalje Telasqca 1 M. mltoch_ondrn 1
Telaséica 2 Negativno
Medvida 1 H. canis 1
R. sanguineus oo srednje priobalje Zadar, Obé?,\;fc Sinjski, 9 Negativno
SS. sjeverno priobalje Rovinj, Premantura 5 Negativno
kontinentalna RH Zagreb, Vinkovci 7 Negativno
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Tablica 31. Prikaz molekularno dokazanih DNK patogena u Hyalomma marginatum.

VRSTA LOKACIA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
. ] ] ] Istra 1 R. aeschlimannii
Konj sjeverno priobalje -
Istra 1 Negativno
Koza srednje priobalje Obrovac Sinjski 1 M. mitochondrii 4
Magarac juzno priobalje Bosanka 1 R. aeschlimannii
Hvar 1 Theileria ovis
Pas srednje priobalje I R. monacensis,
Sinj ! M. mitochondrii 1
Bosanka 2 M. mitochondrii 4
R. aeschlimannii,
- Bosanka 2 M. mitochondrii 3
< R. aeschlimannii,
3 srednje priobalje Bosanka ! M. mitochondrii 1
S, Bosanka 1 M. mitochondrii 3
g Gluici 3 R. aeschlimanii
3 Bosanka,Glusci 7 Negativno
. R. aeschlimanii,
Krava Medvida 2 M. mitochondrii 4
Medvida 2 M. mitochondrii 4
. M. mitochondrii 2,
Medvida ! Babesia sp. ,,Badger type A”
juzno priobalje Obrovac Sinjski 2 R. aeschlimanii
Solin 2 M. mitochondrii 2
R. aeschlimanii,
Zadar 1 M. mitochondrii 4
Dugobabe 4 Negativno
Tablica 32. Prikazmolekularno dokazanih DNK patogena u krpeljima iz roda Haemaphysalis.
LOKACIJA
VRSTA BROJ
KRPELJA PODRIJETLO KRPELJA PATOGENI
REGIJA MJESTO
H. concinna Ok(.)hs kontinentalna RH Velika Pv(opanlca 1 Negat!vno
Lisica Pozega 1 Negativno
Konj srednje priobalje Zadar 1 Negativno
Lisica kontinentalna RH Jastrebarsko 1 A. capra
H. inermis Vinkovci 1 M. mitochondrii 1
Okoli§ kontinentalna RH Grabovac, :
- . 3 Negativno
Podolje, Haljevo
Grabovac 1 Babesia cf. crassa
Lug 1 R. raoultii
H. parva Okoli$ kontinentalna RH Zlatna Greda,
Podolje, Haljevo, 6 Negativno
Kozarac, Lug




6. RASPRAVA
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U Hrvatskoj je do danas provedenim morfoloskim istrazivanjem krpelja opisana 21
vrsta krpelja (KRCMAR, 2012.). Za razliku od morfoloskih istrazivanja sekvenciranjem 16S
rDNA i/ili COX1 gena do sada su potvrdene I. ricinus, I. canisuga, . hexagonus, D.
reticulatus, D. marginatus, Rhipicephalus bursa, R. sanguineus s.s., R. turanicus,
Haemaphysalis sulcata, Hyalomma marginatum i Hy. scupense (PUNDA-POLIC i sur.,
2002.; DUH i sur., 2003., 2006.; BECK i sur., 2010b., 2016b.; HORNOK i sur., 2017b.,
2017a.) sa analiziranim malim broj jedinki krpelja. Bez obzira na morfoloske osobitosti
pojedinih vrsta krpelja potrebno je specificno znanje i iskustvo $to ¢ini determinaciju krpelja
do razine vrste vrlo zahtjevnom i subjektivnom. Slozenost determinacije je pokazana i
istrazivanjem specijaliziranih laboratorija u kojima je uspje$no determinirano svega 46%
pripadnika roda Rhipicephalus, 64% Hyalomma, 81% Haempbhisalis, 86% Ixodes i 93%
Dermacentor (ESTRADA-PENA i sur., 2017b.).

Kako bi se pridonijelo poznavanju vrsta krpelja i istrazila njihova genka raznolikost
sekvenciran je odsjecak 16S rDNA 509 krpelja §to predstavlja jedno od obimnijih istrazivanja
krpelja prikupljenih sa ljudi, domacih i divljih Zivotinja, pasa, macaka, te okolisa u Europi
(Tablice 10. do 15.). Nadalje, ovim istrazivanjem je po prvi puta istrazena prisutnost DNK
bakterija i parazita pojedinacnih Krpelja sa ciljem otkrivanja mikroorganizama prisutnih u RH.
Ovakav pristup istrazivanja je koristen jer se pokazao boljim od istrazivanja mikoorganizama

u zivotinja (DA ROLD i sur., 2018.; CHISU i sur., 2020.).

Sekvenciranjel6S rDNA i usporedba s BLASt trazilicom predstavlja najpogodniju
metodu za dokazivanje vrsta krpelja (LV i sur., 2014a.) i istovremeno analiziran gen je
dovoljno heterogen Sto omogucava i razlikovanje potencijalnih genotipova unutar vrste.
Sadasnjim istrazivanjem su potvdene do sada genski dokazane vrste D. reticulatus, D.
marginatus, I. ricinus, I. hexagonus, I. canisuga, R. bursa, R. turanicus sensu lato, R.
sanguineus sensu strico, Hy. marginatum (PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003.;
DOBEC i sur., 2009.; BECK i sur., 2016b.; HORNOK i sur., 2017a.; HORNOK i sur.,
2017b.; CHITIMIA-DOBLER i sur., 2019.) i istovremeno po prvi puta molekularno dokazane
vrste |. gibbosus, I.kaiseri, 1. ventalloi, H. concinna, H. inermis i H. parva (Tablice 23. do
31.). Za naglasiti je da nalaz 1. kaiseri i I. ventalloi istovremeno predstavlja i prvi nalaz u
Hrvatskoj, a ne samo genski dokaz vrsta, ¢ime je poviSen ukupan broj vrsta u Hrvatskoj na
23.
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Dermacentor reticulatus je krpelj koji se najbrze §iri Europom (RUBEL i sur., 2016.;
FOLDVARI i sur., 2016.), a njegove juzne granice jos uvijek nisu precizno odredene. Prema
trenutnim spoznajama juzna granica predstavlja podrucje sjeverne lItalije (Lombardija)
(OLIVIERI i sur., 2017a., 2017b.). Sada$njim istrazivanjem je bio prisutan u svim
istrazivanim podruc¢jima osim juznog priobalja i Istre, a posebice je zanimljiv nalaz krpelja na
zecu s otoka Vira i muflonu iz okolice Senja (Slika 31., Tablica 27.). Ovime je dokazan trend
sirenja u Hrvatskoj ¢emu u prilog idu i podaci objavljeni u pregledom radu iz 2012. godine
(KRCMAR i sur., 2012.) gdje vrsta nije dokazana juznije od Siska (BORCIC i sur., 1978.).
Nadalje u Isto¢noj Slavoniji je potvrden 2019. godine (KRCMAR i sur., 2019.), a nesto ranije
sa vucice iz Like (BECK i sur.,2017a.). Sve sekvence 16S rDNA su bile u potpunosti jednake
i dijelile su sli¢cnost od 99 do 100% s drugim sekvencama D. reticulatus iz Europe.

Bez obzira na dokazanu heterogenost populacija D. reticulatus analizom mikrosatelita,

odnosno podjelu na isto¢no europsku i zapadno europsku (PAULAUSKAS i sur., 2018.),
rezultati sadas$njeg istrazivanja ukazuju na izostanak genske razliCitosti D. reticulatus u
Hrvatskoj. Uzorci su prikupljeni s vise razli¢itih lokacija, te se s velikom sigurno$¢u moze
potvrditi izostanak heterogenosti unutar hrvatske populacije D. reticulatus sekvenciranjem
mitohondrijske 16S rDNA, koja je dokazan genski biljeg za ovakva istrazivanja (LV 1 sur.,
2014a., 2014b.).
U ranijem istrazivanju ITS2 regije na 13 krpelja D. reticulatus iz sjeverno zapadne Hrvatske
(DOBEC i sur., 2009.) takoder je izostala genska razli¢itost, ali su krpelji analizirani s jedne
mikro lokacije, $to je nedovoljno za donoSenje zakljucaka o populacijama u RH. Homogenost
D. reticulatus su potvrdili KLOCH i sur., (2017.) istrazivanjem u Poljskoj, dok je niska
heterogenost sekvenciranjem 12S rDNA dokazna u okolici Cernobila u istrazivanju koje su
proveli MOVILA i sur., (2013.). Osim klimatskih promjena i promjena u okolisu
(FOLDVARI i sur., 2016.) razlog uspjesnog Sirenja predstavlja i neslektivnost krpelja prema
nositeljima, koji su ukljucivali divlje i domace papkare, konja te kanide $to je jasno prikazano
u Tablici 26.

Drugi pripadnik vrste, D. marginatus je dokazan juznije, na otoku Hvaru sa divlje
svinje i cijeloj kontinentalnoj Hrvatskoj (Slika 31., Tablica 28.). Izostanak sa podrucja
sjevernog priobalja i Istre ne zna¢i da tamo nije prisutan, jer je prema preglednom radu
(KRCMAR, 2012.) najvise opisivan na podru¢ju srednjeg priobalja, ali u ovo istraZivanje nisu

bili ukljuceni uzorci iz navedenih podrucja. Sve sekvence su bile jednake, a prikupljen je s
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razliitih vrsta Zivotinja, osim dva primjerka prikupljena sa Covjeka iz Zagreba i Moslavine

(Tablica 28.).

Sistematizacija vrsta roda Rhipcephalus i danas nije u potpunosti razjasnjena. Tako je
2001. godine (BEATI i KEIRANS, 2001.) vrsta Boophilus anulatus reklasificirana u rod
Rhipicephalus (R. anulatus) nakon provedenih molekularnih istrazivanja, a R. sanguineus vise
ne predstavlja jedinsvenu vrstu (BURLINI i sur., 2010.; MORAES-FILHO i sur., 2011,
2018.; DANTAS-TORRES i sur., 2013., 2017.; COIMBRA-DORES i sur., 2016.; SANTOS-
SILVA i sur., 2017.; HORNOK i sur., 2017a.; BAKKES i sur., 2020.). Jedan od osnovnih
ciljeva ovog istrazivanja je bio razjasniti prisutnost vrsta/linija unutar skupine Rhipicephalus
sanguineus sensu lato. Danas ova skupina ukljucuje 17 ,,vrsta“ koje su morfoloski vrlo sli¢ne

i jedino se molekularnim pristupom s ve¢om sigurno$éu moze razluciti o kojim se vrstama

radi (DANTAS-TORRES i sur., 2013.; NAVA i sur., 2018.).

Skupina od 149 sekvenci je odgovorala vrsti R. turanicus, a 15 sekvenci vrsti R.
sanguineus s.s., odnosno grupi Rhipicephalus sp. Ila prema istrazivanju koje su proveli
HORNOK i sur., (2017a.). Zanimljivo je da su dokazane razlike unutar sekvenci R. turanicus
iznosile svega tri nukleotide stoga su podijeljene u tri grupe (R. turanicus 1, R. turanicus 2 i
R. turanicus 3) bez obzira §to su unutar R. turanicus 2 i R. turanicus 3 postojale dodatne
pojedinacne mutacije. Premda se radi o konzerviranom genu nije moguce razluciti radi li se o
razli¢itim ,,linjjama‘“ krpelja. Dominirao je izolat R. turanicus 3 koji je osim na podrucju
srediSnjeg 1 juznog priobalja, jedini bio dokazan na podruc¢ju Zagreba (Slika 33.). Na ostalim
podrucjima priobalja bile su izmjesane linije R. turanicus 2 i R. turanicus 3 (juzno priobalje),
odnosno R. turanicus 3 i R. turanicus 1 (srednje priobalje) (Slika 33.).

Nalaz R. turanicus s lisice iz Zagreba, predstavlja prvi opis na podrucju kontinentalne
Hrvatske. U dosadaSnjim istraZivanjima je opisivan isklju¢ivo na podrucju srediSnjeg i1 juZznog
priobalja (Tablica 5., DUH i sur., 2003.; KRCMAR, 2012.; BECK i sur., 2016b.).

Znacajan je nalaz R. sanguineus sensu strico (. s.) ¢ije su sekvence razlikovale 6% od
sekvenci R. turanicus sto jasno ukazuje da u RH postoje dvije vrste unutar R. sanguineus
kompleksa. Tome u prilog ide istrazivanje koje su proveli HORNOK i sur., 2017. godine.
Analizom 16S rRNA i COX1 gena dokazane su dvije genetske linije Rhipicephalus sp. lla i
Rhipicephalus sp. Ilb. Unutar skupine Rhipicephalus sp. Ila dokazane razlike izmedu

sekvenci su iznosile sedam nukleotida, te su prema tome svrstane u 3 podskupine koje su
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dokazane podrugju Pule; potom Sibenika, Zadra i Zagreba; te Pule, Rovinja i Zagreba
(HORNOK i sur., 2017a.).

Genskim pristupom su potvrdene ranije spoznaje (HORNOK i sur., 2017a), no po prvi
puta je dokazano postojanje genske raznolikosti unutar R. turanicus koje su podijeljene u tri
skupine. Znacaj dodatnih razlika u pojedina¢nim baznim parovima unutar R. turanicus 2 i R.
turanicus 3 je potrebno dodatno istraziti sekvenciranjem mitohondrijske DNK.

Morfoloski razli¢ita vrsta R. bursa je potvrdena sekvenciranjem 57 jedinki i bila je
prisutna na cijelom priobalju, no zanimljiv je nalaz s lisica u Zagrebu i Daruvaru, te s ovce u
Slunju (Slika 65., Tablica 28.). Sve sekvence su bile identi¢ne i dijelile slicnost od 99% sa
drugim sekvencama iz Europe. Nalaz izvan priobalja predstavlja prvi opis ove vrste u
kontintentalnoj Hrvatskoj i dokaz Sirenja od juga prema sjeveru, iako se R. bursa smatra
tipiénom mediteranskom vrstom (VATANSEVER i sur., 2017.).

Svi haplotipovi R. turanicus i R. bursa su parazitirali na razli¢itim vrstama zivotinja
poput koza, ovaca, goveda, pasa, macaka i lisica ¢ime je jasno vidljivo da nisu pokazivali
specifi¢nost prema pojedinim skupinama nositelja za razliku od R. sanguineus s.s. koji je
dokazan samo u pasa (Tablice 29. i 30.). U prilog pretpostavci da postoji vrsna specificnost
ukazuje i podatak da su na istim lokacijima dokazani R. turanicus 1, R. turanicus 2, R.

turanicus 3 i R. sanguineus s.s., ali je R. sanguineus bio prisutan samo na psima.

Najraznovrsniji rod u ovom istrazivanju je rod Ixodes, unutar kojeg su potvrdene vrste
I. ricinus, I. canisuga, I. hexagonus, a po prvi puta sekvenciranjem dokazane I. ventalloi, I.
gibbosus i 1. kaiseri (Tablice 24., 25., i 26.). Brojnost vrsta i nije iznenadujuéa jer je

dosadasnjim istrazivanjima morfoloski opisano osam vrsta u Hrvatskoj (Tablica 2.).

Podrod Pholeoixodes predstavlju skupinu krpelja koji se razlikuju od ostalih vrsta
roda Ixodes specificnim morfoloskim obiljezjima koja ukljucuju kratak kapitulum i zdepaste
noge. Na koksama prednjih nogu imaju kratke Siljke koji u nekih vrsta mogu nedostajati
(ESTRADA-PENA i sur-. 2017a). Od pet poznatih vrsta u Europi, ovim istrazivanjem su
dokazane Ixodes canisuga, I. hexagonus i I. kaiseri. dok vrste I. crenulatus i I. rugicolis nisu
molekularno dokazane. Uz vrste 1. ricinus, I. ventalloi i I. gibbosus ukupno je dokazano Sest
vrsta §to ovaj rod €ini najraznovrsnijim.

Vrste podroda Pholeoixodes obitavaju u jazbinama i rupama stoga ih je vrlo tesko
prikupiti metodama skupljanja ,,flaging* i ,,draging* tako da u ve¢ini istrazivanja jednostavno

nisu dokazani zbog metodoloskog pristupa (ESTRADA-PENA i sur., 2017a.; HORNOK i

128



sur., 2017b.; KARBOWIAK i sur., 2020.). Da bi se dokazala stvarna raznolikost vrsta krpelja
potrebno ih je prikupljati i sa razli¢itih vrsta divljih zivotinja Sto je potvrdeno dobivenim
rezultatima. Kao i1 drugim istrazivanjima navedene tri vrste su prikupljene s lisica (DA ROLD
i sur., 2018.; NAIJM i sur., 2014a, 2014b.).

Dokaz 1. kaiseri s lisice na podrucju Preloga (Slika 28., Tablica 24.) predstavlja prvi
nalaz u Hrvatskoj, a ujedno i jedan od rjedih na podrucju Europe, gdje je do danas dokazan s
lisica 1 pasa u Madarskoj, Srbiji, Rumunjskoj i Njemackoj, te s jazavca na Malti (HORNOK i
sur., 2017b., 2020a., 2020b.). Jedno od objasnjenja prvog nalaza ove vrste krpelja predstavlja
i morfoloska sli¢nost s vrstom |. canisuga koji je dokazan na istom podrucju takoder s lisica, a
koji je i ranije opisan. Dodatan problem identifikaciji i vjerojatnim previdima ove vrste
predstavalja i postojanje razli¢itih morfotipova unutar vrste I. kaiseri (HORNOK i sur.,
2017b.).

Ixodes canisuga je ovim istrazivanjem potvrden na podrué¢ju kontinentalne Hrvatske
za razliku od morfoloski gotovo identiéne vrste . crenulatus (ESTRADA- PENA i sur.,
2017a., 2017b.). Ucestaliji je u nizinskim podru¢jima (SOBRINO i sur., 2012.), S§to je
dokazano i ovim istrazivanjem (Slika 27., Tablica 24.). Sekvence su bile u potpunosti
identi¢ne sa sekvencama dokazanim na podru¢ju Europe ukljucujuéi i one iz susjednih
zemalja kao S$to su Srbija, BiH i Madarska (HORNOK i sur., 2017b.). Poput drugih vrsta iz
podroda Pholeoixodes svi krpelji su bili prikupljeni sa lisica, osim jednog krpelja iz okoli$a na
podrucju Vukovara.

Posljednja vrsta podroda Pholeoixodes Ixodes hexagonus bila je dokazana u svim
djelovima RH osim Istre. Ova vrsta je jedna od najrasprostranjenijinh u Europi (ESTRADA-
PENA i sur., 2017b.) stoga nalaz u cijeloj kontinentalnoj Hrvatskoj i na Mljetu predstavlja
potvrdu prilagodenosti krpelja |. hexagonus na razlicite uvjete okolisa. Za razliku od genske
jedinstvenosti vrste . canisuga unutar vrste |. hexagonus dokazane su tri razli¢ite skupine
sekvenci (I. hexagonus 1, I. hexagonus 2 i I. hexagonus 3) koje su se razlikovale u jedan do
dva nukleotida i dijelile su 99% sli¢nosti. Potvrdeno je postojanje genetske raznolikosti unutar
I. hexagonus koju su ranije opisali HORNOK i sur. (2017a.).

Dominirao je izolat I. hexagonus 1 koji je i jedini dokazan na podrucju juznog priobalja (otok
Mljet) (Slika 29.). Na podrucju srediSnjeg priobalja njegova je proSirenost bila izmijeSana s I.
hexagonus 2, a na podrué¢ju kontinentalne Hrvatske s I. hexagonus 2 i I. hexagonus 3 (Slika
29.). Sekvence I. hexagonus 1 i I. hexagonus 3 su bile identi¢ne s drugim sekvencama iz
Europe, dok je I. hexagonus 2 sa istim sekvencama dijelio ne$to nizu sli¢nost od 99,7%

(Tablica 17.). Izolati I. hexagonus 2 i I. hexagonus 3 su dokazani iskljucivo na lisicama, a I.
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hexagonus 1 na lisicama, psima i macki. Ovim istrazivanjem je |. hexagonus prvi puta
dokazan na podrucju srediSnjeg i juznog priobalja (Tablica 24.).
Sada$njim istraZivanjem je potvrdena prisutnost vrste Ixodes gibbosus u Hrvatskoj

(Slika 28., Tablica 24.). Do sada je opisan samo na otoku Bradu (TOVORNIK i CERNY,
1972.) stoga nalaz na ovcama sa otoka Cresa, Raba i Paga ukazuje na njegovu mogucu
prisutnost kako na drugim otocima tako i u drugim podrué¢jima priobalja. U prilog ovoj
pretpostavci ukazuje i podatak da se radi o ,,mediteranskoj* vrsti krpelja koja je u Europi
dokazana na podru¢ju istotnog Mediterana (Grcka, Turska; PAVLIDOU i sur., 2008.;
CHALIGIANNIS i sur., 2016.) i juzne Italije (RINALDI i sur., 2004.). Filogentski je srodan
je vrsti 1. ricinus no prosiren je samo u toplijim i sus§im podru¢jima Mediterana. Takoder su
morfoloski vrlo sli¢ni i teSko ih je razlikovati tako je dosadas$njim istrazivanjima krpelja na
istim podru¢jima priobalja vjerojatno bio pogresno morfoloski determiniran. Zanimljivo je da

su sekvence dijelile 99% sli¢nosti sa sekvencama iz Turske i Grcke.

Jedan od zanimljivih nalaza predstavlja genska potvrda vrste I. ventalloi sa zeGeva s
otoka Vira (Slika 28., Tablica 24.) i ujedno je prvi dokaz u Hrvatskoj ali i na podru¢ju na
jugoistoéne Europe (PETNEY i sur., 2012.; ESTRADA-PENA i sur., 2017a., 2017b.).
Sekvence su dijelile 96-97% sli¢nosti sa sekvencama iz Spanjolske, Portugala i Italije. Za
razliku od ostalih sekvenci pripadnika roda Ixodes dobivenih sada$njim istrazivanjem kojima
su potvrdene vrste sa s najmanje 99% sli¢nosti, razlic¢itost od 3 do 4% s dostupnim u bazi
gena GenBank® je najveca do sada. Ovako znalajnu razliku haplotipova unutar roda |I.
ventalloi su primjetili i LATROFA i sur., (2017.) bez obzira §to su i muzjaci i zenka krpelja

bili morfoloski jednaki.

Sekvenciranjem 109 krpelja I. ricinus dokazane su 24 razli¢ite skupine sekvenci
(haplotipovi) koje su dijelile medusobnu sli¢nost od 98% i razlikovale su se svega u jednom
do dva nukleotida (Tablica 18.). Veliki broj haplotipova s niskom genskom heterogenosti
dokazan je sekvenciranjem vise genskih lokusa 60 krpelja I. ricinus iz razli¢itih dijelova
Europe (NOUREDDINE i sur., 2011.). Jasno je vidljivo da genska raznolikost ne postoji
samo na razini Europe vec¢ i na razini mikrolokacije kako je dokazano u ovom istrazivanju na
podruc¢ju Slavonije. Moze se pretpostaviti da je ovakva raspodjela posljedica brzih mutacija
unutar populacije 1. ricinus koje se zadrzavaju (NOUREDDINE i sur., 2011.) ali i razli¢itih
nositelja. Zemljopisno gledano najveci broj haplotipova dokazan je u Slavoniji gdje su krpelji

prikupljeni iz okolisa dok je u ostalim dijelovima Hrvatske dominirao haplotip . ricinus 1.
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Genskim pristupom je po prvi puta dokazano postojanje genske raznolikosti unutar populacije
I. ricinus u Hrvatskoj. Dominirao je izolat I. ricinus 1 koji je jedini osim u kontinentalnoj
Hrvatskoj, dokazan na podru¢ju Gorskog Kotara i srednjeg priobalja (Slika 30.). Sekvence
izolata I. ricinus 1, I. ricinus 7, I. ricinus 15, I. ricinus 16 i I. ricinus 20 su bile u potpunosti
jednake se drugim sekvencama na podrucju Europe, dok su sekvence preostalih 19 izolata
dijelile sli¢nost od 98 do 99% (Tablica 18.). Izolati I. ricinus su ve¢inom bili prikupljeni iz
okolisa, ali i kanida i divljih prezivaca, osim jednog . ricinus 1 s ¢ovjeka iz Krapine (Tablice
25.11 26.).

Hyalomma marginatum je jedina vrsta krpelja iz roda Hyalomma genski dokazana
ovim istrazivanjem. Sve sekvence su bile u potpunosti identicne medusobno ali i S ostalim
sekvencama iz Europe, no istovremno je dijelila i vise od 99,7% sli¢nosti sa sekvencama 16S
rDNA vrsta Hy. rufipes, Hy. turanicum, ali i Hy. marginatum. Ovi rezultati potvrduju
nedovoljno poznavanje sistemtizacije Hyalomma posebice kompleksa Hy. marginatum koje
su se ranije smatrale podvrstama od 2008. godine i zasebnim vrstama (APANASHEVICH i
HORAK, 2008.). Filogentsku blisku srodnost analizom vise gena su dokazali ROTH i sur.,
(2019.). Dokazan je na gotovo ¢itavom podrucju priobalja, ukljucujuéi i Istru (Tablica 31.,
Slika 34.), ¢ime su potvrdene prijasnje spoznaje o proSirenosti u Hrvatskoj (Tablica 7.;
PUNDA-POLIC i sur., 2002.; KRCMAR, 2012.; BECK i sur., 2016b.). Nalaz na kravama,
konjima, psima, kozi i magarcu potvduje prilagodenest vrste na razlicite nositelje.

Sam nalaz Hy. marginatum je znacajan jer ukazuje na potencijalnu opasnost i Sirenje
krimsko-kongoanske hemoragijske groznice u Hrvatskoj, ¢ija je pojava endemska na podrucju

Albanije, Kosova, Srbije i Bugarske (MALTEZOU i sur., 2010.).

Sada$njim istrazivanjem je potvrdena pro$irenost vrsta H. concinna i H. inermis na
podrudju istoéne Hrvatske (KRCMAR, 2012., 2019.; KRCMAR i sur., 2014.). Tako prethodno
morfoloski i molekularno dokazane vrste H. punctata i H. sulcata nismo potvrdili iste su
prisutne u Hrvatskoj jer su prija$njm istrazivanjima dokazivane na podrucju priobalja (Tablica
9.; PUNDA-POLIC i sur., 2002.; DUH i sur., 2003., 2008.; KRCMAR, 2012.).

Sekvence H. concinna su bile identi¢ne sekvencama iz Madarske, dok su sekvence H. inermis
I H. concinna dijelile 99,5% i 99,3% sa sekvencama iz Australije i Turske. Svi krpelji iz
isto¢ne Hrvatske su prikupljeni iz okolisa osim H. concinna s lisice iz Pozege i H. inermis s

lisice i konja iz Jastrebarskog i Zadra (Tablica 32., Slika 35.). Ovim istrazivanjem je prvi puta
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dokazan H. parva u kontinentalnoj Hrvatskoj (Baranja) (Slika 35.), jer je u pregledom radu
koji je 2012. godine objavio KRCMAR dokazan samo na otoku Bradu (TOVORNIK, 1980.).

Krpelji mogu prenijeti brojne mikroorganizme (JONGEAN i UILENBERG, 2004.;
DANTAS-TORRES i sur., 2012.) od kojih neki poput proteobakterija mogu biti
endosimbionti krpelja i prema dosadasnjim spoznajama ne uzrokuju razvoj bolesti u ljudi i
zivotinja. Istovremeno krpelji mogu prenijeti brojne patogene i uzrokovati razvoj razlicitih
znakova bolesti u prijemljivih nositelja. Do sada u Hrvatskoj nisu provedena sustavna
istrazivanja endosimbionta 1 patogena krpelja s molekularnom tipizacijom svakog

pojedinac¢nog krpelja.

Proteobakterije iz rodova Anaplasma, Ehrlichia, ,,Candidatus Neoehrlichia®,
Wolbachia sp. i Midichloria mitochondrii su bile dokazane u 18% krpelja i predstavljale su
najées$¢u skupinu mikroorganizama. Najznacajni je dokaz DNK anaplazme Anaplasma capra,
uzro¢nik anaplazmoze domacih prezivaca i erlihije Ehrlichia canis po prvi puta u RH. Do
sada je A. capra dokazana u divljih prezivaca, ovaca, koza u Aziji (PENG i sur., 2018.; SEO i
sur., 2018.) za koje se smatra da su rezervoari dok je u Europi do sada dokazana jedino u
jelena iz Francuske (JOUGLIN i sur., 2019.). Ranije dokazanu rezorvoarsku ulogu malih
prezivac¢a smo potvrdili nalazom DNK u 12,4% krpelja R. turanicus, 10,5% R. bursa s ovaca i
koza iz priobalja te 9,1% krpelja D. marginatus s podru¢ja Sunje. Posljednji nalaz te nalaz u
krpelja H. inermis s lisice iz Jastrebarskog dokaz je proSirenosti A. capra i u priobalju i u
kontinentalnom dijelu Hrvatske. DNK A. capra u H. inermis s lisice ukazuje i na njihovu
rezervoarsku ulogu bez obzira §to predstavlja prvi nalaz u ove Zivotinjske vrste. U prilog ovoj
pretpostavci ide i filogentska bliskost lisica i pasa te djeljenje istih patogena poput B. vulpes,
H. canis, kao i anaplazmi A. platys i A. phagocytophilum. Zanimljivo je da u slicnim
istrazivanjima krpelja s malih preziva¢a (CICCULLI i sur., 2019.) A. capra nije dokazana.

Za naglasiti je i zoonotski znac¢aj A. capra koja je po prvi puta izdvojena i genski
tipizirana iz 6% pacijenata s dokazanim ubodom krpelja i klinckim znakovima bolesti poput
povisene tjelesne temperature, glavobolje, slabosti i povecanih limfnih ¢vorova (LI i sur.,
2015.). Do sada su u Europi dokazane dvije zoonotske anpalzme A. phagocytophilum i izolat
vrlo slican A. ovis (PAPA i sur., 2020.) stoga ovaj nalaz predstavlja nalaz jo$ jedne zoonotske
anaplazme u Europi. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se procijenio znacaj u RH 1

vektorska uloga pojedinih vrsta krpelja. Takoder je neophodno provesti sekvenciranje vise
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gena 1 istraziti filogenetski polozaj hrvatskog genotipa A. capra jer je analiza djelomicnog

odsjecka 16S rRNA od 345 parova baza dovoljna samo za dokaz vrste.

U dosadas$njim istraZivanjima protutijela na E. canis dokazana su u manje od 0,5%
pasa (MRLJAK i sur., 2017.; JURKOVIC i sur., 2019a.), a DNK nije dokazana niti u jednog
od 1.088 pretrazenih krvi pasa (HUBER i sur., 2017.) stoga je nalaz DNK E. canis u krpelja
R. bursa sa ovce i koze iz Dalmacije u potpunosti neocekavan. Bez obzira $to ni mali
prezevaci ne predstavljaju rezvoar, niti je R. bursa dokazan vektor pristnost DNK E. canis u
istoj vrsti krpelja s ovaca i jelena, krpelja D. marginatus s divlje svinje i muflona, te Hy.
marginatum sa svinje i ovce vec je opisan u istrazivanju sa Sardinije (CHISU i sur., 2020.).

Nadalje, do sada je jedino krpelj R. sanguineus s. s. potvrden vektor E. canis no
rezultati sadasnjeg istrazivanja kao i ranijeg idu u prilog Cinjenici da i druge vrste krpelja
osim R. sanguineus, poput vrste Dermacentor variabilis u SAD-u u koje je pokusno dokazan
prijenos (JOHNSON i sur., 1998.) mogu imati znacajniju ulogu u prijenosu E. canis.

Sadasnjim istrazivanjem R. sanguineus s.s. je dokazan iskljuc¢ivo na psima, za
razliku od krpelja R. bursa koji su bili prikupljeni s koza, ovaca, magarca, krava i lisica, ali ne
i sa pasa. Na ovaj nac¢in moguce je objasniti izostanak E. canis u pasa u Hrvatskoj bez obzira

na prvi molekularni dokaz.

Osim ranije navedene E. canis, u krpelja R. bursa iz okolice Sinja s krave i I. canisuga
s lisice s podrucja Bjelovara i Pakraca dokazana je Ehrlichia sp. ¢ija je sekvenca bila jednaka
sekvenci iz krvi psa iz Madarske i pet krpelja I. canisuga sa jazavaca (HORNOK i sur.,
2018a.). Bez obzira na dva nukleotida razlike od $panjolskog izolata Ehrlichia sp. iz jazavaca
izgleda da se radi o erlihiji jazavaca (GARCIA-PEREZ i sur., 2016.).
Lic¢inke i nimfe R. bursa se u pravilu hrane na malim preziva¢ima ali i na divljim zivotinjama
(ESTRADA- PENA i sur., 2017a.) $to potvrduju i nalazi mikroorganizama jazavaca Ehrlichia
sp. i Babesia sp. ,,Badger type A u odraslih krpelja R. bursa.

Za razliku od istraZivanja provedenim na domacim i divljim Zivotinjma u kojima su
dokazane vrste A. platys, A. bovis, A. marginale (BECK i sur., 2016a.; HUBER i sur., 2017.;
JURKOVIC i sur., 2020.) jedino je A. phagocytophilum dokazana u Zivotinja (BECK i sur.,
2016a.; HUBER i sur., 2017.; GOTIC i sur., 2017.) i krpelja ovim istrazivanjem. Osim u
dokazanog vektora krpelja 1. ricinus iz okolisa dokazana je i u vrsta I. ventalloi, I. hexagonus i

R. turanicus.
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Do sada je zasigurno dokazana vektorska uloga krpelja D. reticulatus u prijenosu A.
marginale (ZIVKOVIC i sur., 2007.) i vjerojatno A. phagocytophilum (BONNET i sur.,
2013.; KARBOWIAK i sur., 2014.; SPRONG i sur., 2019.) stoga ulogu u prijenosu

anaplazme A. capra u D. marginatus krpelja s ovce tek treba istraziti.

Candidatus Neoehrlichia mikurensis je jedina neoerlihija do sada dokazana u
Hrvatskoj u psa s hemoliti¢(kom anemijom (BECK i sur., 2019.) i divljih Zivotinja (SILAGHI
i sur., 2016.) nije potvrdena u krpelja sada$njim istrazivanjem. U krpelja I. ricinus iz okolisa s
podrucja kontinentalne Hrvatske otkrivena je bliska ,,vrsta” Candidatus Neohrlichia lotoris do
sada dokazana u Austriji (HODZIC i sur., 2015b.). Osim u kontinentalnoj Hrvatskoj DNK
CNL je otkriven i u krpelja I. hexagonus s lisice s podru¢ja Benkovca §to ukazuje na

prosirenost u 1 priobalju te da bi obje vrste mogle imati ulogu u prijenosu.

Babesia canis i H. canis su dobro poznati paraziti kanida dokazani u Hrvatskoj (BECK
i sur., 2009.; VOJTA i sur., 2009.; DEZDEK i sur., 2010.) no Babesia sp. ,,Badger type” do
sada nije bila objektivno dokazana ¢ime predstavlja prvi nalaz RH. Zanimljivo, u istrazivanju
lisica i krpeljima prenosivih mikrooganizama (DEZBPEK i sur., 2010.) nije bila dokazana
DNK B. canis dok je u sadasnjem istrazivanju dokazan u krpelja s lisica ali nije dokazana B.
vulpes. Prisutnost DNK B. canis u krpelja D. reticulatus i D. marginatus s pasa, lisica i
okolisa u kontinentalnoj Hrvatskoj je ocekivana, no nalaz u krpelja I. hexagonus s lisice s
Paga kao i nalaz u R. bursa i R. turanicus s koza i krava iz srednjeg i juznog priobalja jasno
ukazuje da je B. canis pros$irenija nego li se smatralo. Do sada je najjuzniji nalaz predstavljao
dokaz u vuka iz Udbine (BECK i sur., 2017a.), prisutnost i migracije divljih kanida mogu
predstavljati objasnjenje za nalaz B. canis u priobalju gdje nije dokazan vektor. Vjerojatno su
se razvojni stadiji hranili na invadiranim nositeljima i $to je kasnije rezultiralo otkrivanjem

DNK B. canis u ,,atipi¢nih“ krpelja na ,,atipi¢noj* lokaciji.

Babesia sp. ,,Badger type A“ je dokazana po prvi puta u Hrvatskoj. Inace je ova
babezija dokazana u pasa, lisica, jazavaca i divljih macaka (HORNOK i sur., 2018b.;
HODZIC i sur., 2018b.; SANTORO i sur., 2019.) stoga je nalaz DNK u krpelja I. hexagonus,
I. canisuga i D. reticulatus s lisica, te u krpelja I. ricinus s pasa u suglasju s dosadasnjim
spoznajama 0 ovoj babeziji. Do sada nije poznat vektor ove babezije no s obzirom da su
najznacajni rezervoari poput jazavca i lisica naj¢esce i invadirani Krpeljima podporodice

Pholeoixodes. U prilog ovoj pretpostavci ide i dokaz Babesia sp. ,,Badger type B u trece
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vrste krpelja ove potporodice 1. kaiseri $to ujedno predstavlja i prvi nalaz ove babezije kako u
Hrvatskoj tako i u navedene vrste krpelja. Nalaz u psa s simptomima babezioze u Madarskoj
(HORNOK i sur., 2018b.) jasno ukazuje da je potrebno i ovu babaziju ukljuciti u moguce
uzorénike piroplazmoze pasa bez obzira $to do sada nije otkrivena u pasa (BECK i sur.,
2009.; 2019 ). Poprili¢no je neocekivana prisutnost DNK Babesia sp. ,,Badger type A“ u
krpelja Hy. marginatum i R. bursa s podrucja juznog priobalja s krava. Do sada Babesia sp.
,»Badger type A“ nije dokazana u krava i ovaj nalaz je posljedica parazitiranja razvojnih
stadija na drugim zivotinjama.

Po prvi puta je dokazana babezija Babesia sp. ,,tavsan® u krpelja R. turanicus s
podrucja Peljesca (Kuna) s koze. Do sada ne postoje podaci o patogenosti no dokaz u krpelja
R. turanicus iz okolis$a i lisice iz Turske (ORKUN i sur., 2020.; ORKIN i EMIR, 2020.) moze
ukazati na ulogu ovog krpelja u prijenosu. Do sada postoji jo§ samo jedan nalaz iz zeca iz
Italije (MF356682) stoga su potrebna detaljnija istrazivanja s ciljem razumijevanja ekologije i
patologije ove nove babezije u RH.

Od prvog slucaja humane babezioze u Hrvatskoj otkrivene 1957. godine
(SKRABALO I DEANOVIC, 1957.) proslo je vise od 60 godina i od tada nije dokazan niti
jedan novi slucaj bez obzira na prisutnost B. microti (BECK i sur. 2010a.) te B. venatorum
(PINTUR, 2012a.). Oba uzro¢nika humane babezioze su dokazana ovim istrazivanjem u
krpelja 1. ricinus iz okolisa (B. microti) i s lisice (B. venatorum) s podru¢ja kontinentalne
Hrvatske. Trec¢a vrsta B. crassa, nedavno dokazana u oboljelog Covjeka iz Slovenije
(STRASEK-SMRDEL i sur., 2020.) je po prvi puta dokazana u Hrvatskoj u krpelja H. parva
iz okolisa i R. turanicus s koze §to jasno ukazuje na mogucu vektorsku ulogu krpelja H.

parva.

Mikroorganzmi krpelja poput R. raoultii, R. slovaca ili B. canis predstavljaju o¢ekivan
nalaz jer je D. reticulatus poznat vektor (RUBEL i sur., 2017.) i prenose se transovarijski, no
nalaz DNK T. orientalis, T. ovis i T. capreoli predstavlja vrlo zanimljiv nalaz. Za razliku od
uzroCinika babezioze ovaca B. ovis koja je bila proSirena na podru¢ju srednjeg i juznog
priobalja i isklju¢ivo dokazana u krpelja R. bursa s koza i ovaca, uzro¢nik tajlerioze T. ovis je
bila dokazana u priobalju i u kontinentalnoj Hrvatskoj. Zanimljivo je da je T. ovis dokazana
osim u R. turanicus i R. bursa s domacdih prezivaca bila prisutna u jednom Hy. marginatum s

psa i krpelju I. ricinus s jelena obi¢nog.

Theileria orientalis je nedavno dokazana u uginulih goveda iz Fuzina JURKOVIC i
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sur.,, 2020.) i sadasnji dokaz ukazuje na mogucu vektorsku ulogu D. reticulatus i D.
marginatus u Hrvatskoj i Europi. Osim u krpelja D. reticulatus prikupljenih s divlje svinje,
jelena lopatara, dokazan je u D. marginatus i D. reticulatus krpelja sa ¢aglja, psa i lisice koji
nisu dokazani nositelji navedenih mikroorganizama, $to jasno ukazuje na odrzavanje ciklusa
T. orientalis u divljih zivotinja. Do sada je Haemaphysalis longicornis jedini potvrden vektor,
no istovremeno je DNK T. orientalis dokazana u viSe razli¢itih vrsta krpelja iz Etiopije
ukljucujuéi vrste Amblyomma variegatum, A. cohaerens, Rhipicephalus decoloratus, R.
evertsi i R. praetextatus (HORNOK i sur., 2014b.; KUMSA i sur., 2014.) dok je u Europi
DNA umnozena u vrste Rhipicephalus annulatus (TOMA i sur., 2017.). Dodatan argument
ovoj pretpostavei lezi u Cinjenici da je DNK dokazan u D. reticulatus iz okolisa i D.

marginatus s covjeka.

Do sada je T. capreoli dokazana u sivih vukova i psa u Hrvatskoj (BECK i sur. 2009.,
BECK i sur., 2017a.) no nikada u krpelja. Osim u vrsta R. turanicus i Hy. excavatum iz
Turske (ORKUN i sur., 2020.) dokaz u D. marginatus iz okoliSa predstavlja i prvi nalaz u

Europi $to ukazuje na moguénost prijenosa ovim krpeljem.

Posljednih godina otkriveno je da D. reticulatus prenosi i zoonotske patogene od kojih
su najvaznije rikecije Rickettsia slovaca i Rickettsia raoultii, te viruse Omsk-hemoragijske
groznice i krpeljnog encefalitisa (FOLDVARI i sur., 2016.; SPRONG i sur., 2019.). Rickettsia
slovaca i R. raoultii su uzro¢nici sindroma nazvanih TIBOLA/DEBOLA (tick-borne
lymphadenopathy, engl. ili dermacentor-borne necrosis—erythrema-lymphadenopathy, engl.) i
SENLAT (scalp eschar neck lymphadenopathy, engl.) (FOLDVARI i sur., 2016.). Sindrom
TIBOLA je nakon mediteranske pjegave groznice najucestalija krpeljno-prenosiva rikecioza
na podruéju Mediterana (Italija, Francuska, Spanjolska i Portugal), te se povremeno javlja u
Njemackoj, Poljskoj, Bugarskoj i Madarskoj (FOLDVARI i sur., 2016.). Obje su dokazane u
Hrvatskoj u krpelja (PUNDA-POLIC 1 sur., 2002.; DOBEC i sur., 2009.; BECK 1 sur.,
2010b.; TISSE-KLASEN i sur., 2013a.), no sadasnjim sveobuhvatnim istrazivanjem
razli€itih vrsta krpelja iz cijele Hrvatske dokazali smo da je R. raoultii osim u kontinentalnoj
Hrvatskoj dokazana i na otoku Viru u krpelju D. reticulatus sa divljeg zeca.

Rickettsia slovaca se takoder prenosi krpeljima iz roda Dermacentor stoga dijeli i ,,staniste s
R. raoultii, tako je dokazana u sredi$njoj Hrvatskoj ali i u okolici Senja (priobalje) s muflona.
Nalazi u priobalju su prvi nalazi izvan kontinentalne Hrvatske i jasno ukazuju na prisutnost

drugacijih klini¢kih sindroma u ljudi u hrvatskom priobalju. Takoder smo je po prvi puta
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dokazana DNK R. raoultii u krpelja H. parva iz okolisa, a znacaj ovog nalaza tek treba
dodatno istraziti.

Do sada je DNA zoonotske rikecije iz grupe uzro¢nika pjegavih groznica R.
aeshlimannii dokazan samo u okolici Splita i Sinja (PUNDA- POLIC i sur., 2002.).
Sadasnjim istrazivanjem prisutnost R. aeshlimannii je dokazana u krpelja Hy. marginatum od
Dubrovnika do Istre §to je u potpunosti odgovaralo proSirenosti krpelja Hy. marginatum
(Slika 34.). Ovaj nalaz je bitan zbog javno-zdravstvenog aspekta jer jasno ukazuje na
prisutnost uzro¢nika pjegave groznice u priobalju.

Druga rikecija R. monacensis do sada nije dokazna u Hy. marginatum, a njena prisutnost je
vjerojatno posljedica hranjenja li¢nki ili njimfi na malim glodavcima koji predstavljaju
rezervoar ove vrste rikecije. Po prvi puta je dokazna u ovom dijelu Hrvatske.

Treca rikecija, R. massiliae je dokazana samo u juznom priobalju u krpelja R. turanicus s
domacih zivotinja. Krpelji R. bursa i R. turanicus dijele isto staniSte i dokazani su na istim
domacim zivotinjima kao i R. turanicus no samo je u njima dokazana DNK R. masilliae sto
ukazuje da je samo R. turanicus vektor. Cini se da se R. masilliae ne umnaza u nositeljima
poput koza i ovaca te se najvjerojatnije u krpelja R. turanicus prenosi transovarijski poput R.

raoultii u krpelja D. reticulatus.

Hepatozoon canis je po prvi puta u Hrvatskoj dokazan u gotovo 11% naizgled zdravih
pasa (VOJTA i sur., 2009.) i nesto kasnije u lisica (DEZPEK i sur., 2010.) u svim podrugjima
Hrvatske. Osim ranije navedene vrste po prvi puta smo dokazali Hepatozoon felis i
Hepatozoon sp. ,,Badger type*. Za razliku od vrste H. canis koji je dokazan u razli¢itih vrsta
krpelja iz rodova Ixodes, Dermacentor i Rhipicephalus, H. felis je dokazan u vrste R.
turanicus s macke (Dugi otok), a Hepatozoon sp. ,,Badger type* u krpelja I. ricinus iz okolisa.
S obzirom da je potonji dokazan u krpelja iz okoliSa, a vektor do sada nije poznat, mozemo
pretpostaviti da I. ricinus ima ulogu u prijenosu ovog hepatozona. Jedini dokazani vektor H.
canis je krpelj R. sanguineus s.s. no brojni dokazi u Europi (NAJM i sur., 2014b.;
ANDERSSON i sur., 2017b.; ESTRADA-PENA i sur., 2017c.; ORKUN i EMIR, 2020.) gdje
H. canis nije dokazan u R. sanguineus ukazuje da postoje i drugi krpelji kojima se moze
prenijeti. Za pretpostaviti je da ulogu vektora imaju krpelji podporodice Pholeoixodes poput
vrsta I. hexagonus i I. canisuga (HORNOK i sur., 2017b.). Dokaz u krpelja I. hexagonus i |.
canisuga s lisica ide u prilog njihovoj ulozi u prijenosu H. canis. Nadalje, DNK je potvrdena
u krpelja I. ricinus sa lisica, pasa $to je i ocekivano ali i konja u kojih do sada H. canis nije

dokazan, stoga ne mozemo iskljuciti ulogu vrste I. ricinus kao moguéeg vektora. Prisutnost
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DNK H. canis u krpelja D. reticulatus s pasa i lisica otvara dodatno pitanje o razliCitim
vektorima H. canis. Hepatozoon canis je ujedno i jedini patogen dokazan u krpelja R.

sanguineus s.s. s podrucja srednjeg priobalja.

Tularemija, uzrokovana bakterijom Francisella tularensis ukljucuje cetiri tipa: F.
tularensis subsp. tularensis (tipovi Al i All), F. tularensis subsp. holarctica (tip B), F.
tularensis subsp. mediastica i F. tularensis subsp. novicida (KEIM i sur., 2007.; TELFORD i
GOETHERT, 2020.). U Hrvatskoj se tularemija najcesc¢e javlja oko rijeka Save i1 Drave no
protutijela u ljudi prisutna su u gotovo svim podru¢jima Hrvatske (BORCIC i sur., 1976.)
stoga je bilo za ocekivati inficirane krpelje prije u kontinentalnoj Hrvatskoj, a ne priobalju
stoga je dokaz DNK F. tularensis subsp. holarctica u krpelja R. turanicus iz okolisa s
podrugja Peljesca (Kuna Peljeska) predstavlja prvi objektivni dokaz u RH i to izvan poznatog
enedmi¢nog podrucja. Kontakt s inficiranim rezervoarima predstavlja primaran nacin
infekcije ljudi no poznat je prijenos i F. tularensis vektorima na sjevernoj polutki. Osim
tabanida i komaraca, vise od 20 vrsta krpelja su opisani vektori i potencijalni rezervoari F.
tularensis, a najznacajniji u Europi su I. ricinus, D. reticulatus, D. marginatus, R. rossicus i
H. concinna (DANTAS-TORRES i sur., 2012.; ZELLNER i HUNTLEY, 2019.; TELEFORD
I GOETHERT, 2020.). Za razliku od sli¢nih istrazivanja u Srednjoj Europi gdje je F.
tularensis dokazana u krpeljima D. reticulatus, D. marginatus i I. ricinus (KREIZINGER i
sur., 2013.; WOICIK-FATLA i sur., 2015b.; HODZIC i sur., 2017.) u Hrvatskoj je jedino bio

pozitivan R. turanicus iz okolisa.

,,Francisella—sli¢an” organizam predstavlja jedan od tri endosimbionta dokazana

sada$njim istrazivanjem, a preostala dva su Midichloria mitochondrii i Wolbachia sp.

U ovom istrazivanju smo dokazali DNK , Francisella-slican” endosimbiont krpelja D.
reticulatus ¢ija je sekvenca bila jednaka onoj iz krpelja D. reticulatus sa psa iz Poljske. Uloga
ovog endosimbionta nije u potpunosti jasna jer je dokazan u relativno malom postotku krpelja
za razliku od D. reticulatus iz Poljske u kojih je ugestalost bila gotovo 80% (WOICIK-
FATLA i sur., 2015b.). Za razliku od krpelja ovog istrazivanja poljski su bili prikupljani iz
okoliSa $to je moglo utjecati na ovako veliku razliku. Za razliku od istraZivanja provedenog u
Slovackoj (SPITALSKA i sur., 2018.), gdje je ,,Francisella-slican” mikrorganizam dokazan u
sve tri vrste krpelja (l. ricinus, D. reticulatus, H. inermis) u sadasnjem istrazivanju dokazana
je u obje vrste roda Dermacentor. Za naglasiti je da su pozitvni krplji bili prikupljeni

isklju¢ivo iz kontinentalne Hrvatske koja se smatra endemijskim podru¢jem tularemije, no
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bez genske potvrde uzrocnika. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio
znacaj ovih endosimbionata, posebice Francisella-slicnog mikroorganizma u razvoju bolesti
ili razvoju protutijela u ljudi i moguée unakrizne reaktivnosti s patogenom F. tularensis.
Naime, sli¢nost obje ,,vrste® nakon usporedbe s dostupnim sekvencama iznosi 99% 1 jasno
ukazuje na srodnost. U krpelja prikupljenih iz kontinentalne regije, ukljucujuci vrste D.
reticulatus i 1. ricinus nije dokazana DNK F. tularensis. Visoka ucestalost od 48%
,Francisella-sli¢cnog” mikroorganizma u krpelja D. reticulatus iz Slovacke kao i znacajno
ucestaliji nalaz u Hrvatskoj u odnosu na F. tularensis mora se uzeti u obzir prilikom
seroloskih istrazivanja ljudi kao i ulozi krpelja u prijenosu F. tularensis subsp. holartica u
sredisnjoj Hrvatskoj. Isto tako nalaz pozitivnog krpelja R. turanicus iz okolisa ukazuje na

mogucu ulogu ove vrste u odrzavanju i prijenosu F. tularensis.

Za razliku od ,,F. tularensis-slicnog” mikrorganizma koji je bio prisutan samo u
kontinentalnoj Hrvatskoj endosibiont Midichloria mitohondrii je dokazan i u priobalju,
ukljucujuéi i Dugi otok, i u kontinentalnoj Hrvatskoj. Posljednjih godina otkrivene su brojne
bakterije filogenetski povezane s ,,Candidatus M. mitochondrii” u krpelja iz razli¢itih rodova
sirom svijeta (Ixodes, Rhipicephalus, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma i
Amblyomma) (EPIS i sur., 2008.; HORNOK i sur., 2008.; VENZAL i sur., 2008.) sto je
dovelo prijedloga za formiranje novog roda ,,Candidatus Midichloriaceae® unutar obitelji u
Rickettsiales (MONTAGNA i sur., 2013.). Sli¢no je dokazano i ovim istrazivanjem jer je
usporedba sekvenci pokazala Cetiri skupine skevenci (1-4) sli¢nosti ve¢e od 99% no nisu
pokazale ,,specificnost prema pojedinim vrstama krpelja. Tako su u Hy. marginatum
dokazana sve Cetiri genotipa za razliku od vrste I. ricinus u kojoj je dominirao izolat M.
mitochodrii 1. Bez obzira §to 16S rRNA nije pogodan za finiju filogentsku analizu, znac¢ajnu
bliskost izolata CMM su dokazali i DI LECCE i sur., (2018).

Osim u vrsta Hy. marginatum i I. ricinus, M. mitochondrii je takoder potvrdena i u drugih
vrsta razli¢itih rodova poput H. inermis, R. turanicus, R. bursa, ali ne i u roda Dermacentor.
Za naglasati je izostanak M. mitochondrii u krpelja podporodice Pholeixodes $to zahtjeva
dodatna istrazivanja. Nije u potpunosti jasno moze li Midichloria mitochondrii uzrokovati
razvoj bolesti u kraljeZnjaka ili je isklju¢ivo endisimbiont krpelja (MARICONTI i sur., 2012.;
BAZZOCCHI i sur., 2013.), no sigurno je da se moze umnazati u krvi nositelja i inficirati
razvojne stadije krpelja Hy. marginatum (DI LECCE i sur., 2018.) i prenositi se dalje na
adulte. Do sada su protutijela na CMM dokazana u sisavaca invadiranih krpeljima ukazuje na

to da je otkrivanje DNK midichlorije u krvi kraljeSnjaka vjerojatno odrazava pravu infekciju
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(koja ukljucuje replikaciju bakterija unutar domacina), $to rezultira imunoloSkim odgovorom,
s potencijalno negativnim ucincima na zdravstveno stanje (BAZZOCCHI i sur., 2013.).
Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se razjasnio zna¢aj M. mitochondrii.

Do sada su u RH dokazane B. afzeli, B. garini, B. lusitaniae, B. valasiana, B.
spielmani i B. burgdorferi s.s. u skupnim uzorcima krpelja I. ricinus (TIJSSE-KLASEN i sur.,
2013a). Nalazom DNK B. afzeli i B. valasiana sadasnjim istrazivanjem nije potvrdena tolika
genska raznolikost unutar B. burgdorferi kompleksa. Jedan od razloga manje genske
raznolikosti je posljedica pretrazivanja manjeg broja krpelja iz okoliSa i pretrazivani su
pojedinacni uzorci za razliku od ranijeg istrazivanja kada su analizirani skupni uzorci.
Molekularna istrazivanja borelija u isto¢noj Slavoniji nikada nisu provedena, stoga rezultati
0VOg istrazivanja jasno ukazuju na proSirenost B. burgdorferi kompleksa diljem cijele
kontinentalne Hrvatske. U priobalju borelije nisu dokazane sto je i o¢ekivano s obzirom na
izostanak vektora I. ricinus. Potrebna su detaljnija istrazivanja kako bi se razjasnilo postoji li
zemljopisna granica s obzirom da je B. bavarensis dokazana na podru¢ju grada Rijeke
(TIISSE-KLASEN i sur., 2013a.). Svi pozitivni krpelji su pripadali vrsti I. ricinus i nije
dokazana povezanost pojedinih genotipova krpelja s vrstama borelija. Nadalje svi pozitivni
uzorci su dokazani u krpelja iz okolisa, a samo u jednog krpelja s lisice dokazana je B.
valasiana, a u psa B. afzeli. I1zostanak B. burgdorferi s.s. moze predstavljati objasnjenje niske
ucestalosti protutijela u pasa od 0,4% i 0,7% (MRLJAK i sur., 2017; JURKOVIC i sur.,
2019a.) koristenjem SNAP 4Dx" testa kojim se dokazuje infekcija samo s B. burgdorferi s.s.
Bez obzira na raznolikost patogena dokazanih u razli¢itih vrsta krpelja koji ne predstavljaju

potvrdene vektore, B. burgdorferi je dokazana isklju¢ivo u svog vektora krpelja I. ricinus.
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Ovo istrazivanje predstavlja jedno od obimijih istrazivanja genske raznolikosti krpelja
prikupljenih sa razlicitih vrsta domacih i divljih Zivotinja, pasa, macaka, ljudi, te iz okoliSa, ne
samo u Hrvatskoj nego i u Europi. Takoder je po prvi puta u Hrvatskoj sustavno istrazena
prisutnost DNK patogena u pojedinaénih krpelja. Cjelovitim pristupom u ovom istrazivanju

ostvareni su postavljeni ciljevi.

Sekvenciranje 16S rDNA i usporedba s BLASt trazilicom predstavlja pogodnu metodu za

dokazivanje vrsta krpelja i omoguc¢ava razlikovanje potencijalnih genotipova unutar vrste.

Molekularnim istrazivanjem su potvrdene do sada genski dokazane vrste D. reticulatus, D.
marginatus, I. ricinus, I. hexagonus, I. canisuga, R. bursa, R. turanicus sensu lato, R.
sanguineus sensu strico, Hy. marginatum, ali i po prvi puta molekularno dokazane vrste I.
gibbosus, I.kaiseri, I. ventalloi, H. concina, H. inermis i H. parva. Nalaz I. kaiseri i I.

ventalloi predstavlja ne samo prvi nalaz u Hrvatskoj, ve¢ i na podrucju na jugoisto¢ne Europe

Genskim pristupom je po prvi puta dokazano postojanje genske raznolikosti unutar populacije
I. ricinus i R. turanicus, te je potvrdeno postojanje genske raznolikosti I. hexagonus

Hrvatskoj.

Istrazivanjem je dokazan trend Sirenja krpelja D. reticulatus na podrucju priobalja, te R.

turanicus i H. parva na podrucju kontinentalne Hrvatske.

Sustavnim pristupom u pojedina¢no analiziranih krpelja su po prvi puta su molekularno
dokazane DNK patogena prenosivih krpeljima koji su od znafaja ne samo u veterinarskoj

medicini, ve¢ 1 za podrucje javnog zdravstva.

Nalaz DNK Anaplasma capra, Ehrlichia canis, Francisella tularensis subsp. holartica,
Hepatozoon felis predstavlja prvi objektivan dokaz na podru¢ju Hrvatske, dok je DNK
Theileria ovis, T. capreoli, T. orientalis, Hepatozoon canis, Anaplasma phagocytophilum,
Rickettsia monacensis, Babesia microti i B. venatorum po prvi puta dokazana u krpelja u

Hrvatskoj.

Istrazivanje je doprinijelo poznavanju vrsta krpelja, njihove prosirenosti i patogena prenosivih

krpeljima na podrucju Republike Hrvatske.
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2017., Veterinarski zavod Vinkovci), ,,Uvod u metode molekularne biologije* (30. svibanj
2018., Hrvatski veterinarski institut, Zagreb), ,,Biomarkers in veterinary medicine“ i ,,gPCR
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