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SAZETAK

Utjecaj bi¢asa Giardia duodenalis na pojavnost i intenzitet probavnih simptoma u
pasa

Kljuéne rijeci: Giardia duodenalis, genske skupine, pas, probavni simptomi

Kako paraziti (narocito iz roda Giardia) pripadaju u izrazito Ceste uzro¢nike
probavnih simptoma u pasa vrlo je vazno odrediti utjecaj G. duodenalis na pojavnost i
intenzitet probavnih simptoma u pasa. U ovo istrazivanje su bila uklju¢ena 82 psa. Svi
uzorci stolice pretrazeni su na postojanje parazita metodom flotacije te neposrednom
imunoflourescencijom, a tipizacija svih giardija provedena je izdvajanjem ukupne
DNA, umnazanjem specificnog odsjecka DNA 1 odredivanjem nukleotidnog sljeda
procis¢enog proizvoda za svaki pojedini izolat. Psi su podijeljeni na dvije osnovne
skupine: psi s probavnim simptomima (simptomatski, n=42) i psi bez prisutnih
probavnih simptoma (asimptomatski, n=40). Formirane su skupine pasa ovisno 0
pojedinom genskom tipu G. duodenalis. U svrhu klini¢ke procjene intenziteta bolesti

koriSten je bodovni sustav koji obuhvaca 12 klini¢kih simptoma.

U pretrazivanih pasa dokazane su giardije vrsno specifi¢nih genskih skupina C
i D. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u pojavnosti G. duodenalis izmedu pasa
sa simptomima i pasa bez klinickih simptoma, kao niti razlike u ucestalosti pojedinih
klinickih simptoma izmedu skupine simptomatskih pasa u kojih je izolirana G.
duodenalis genske skupine C ili D, osim ucestalosti pojave sluzi u stolici koja je
ucCestalija u pasa invadiranih genskom skupinom C. Intenzitet Klinickih simptoma
statisticki se znacajno ne razlikuje izmedu pasa s i bez utvrdene giardije. U skupini pasa
invadiranih giardijom ve¢i je udio slucajeva kroni¢nog tijeka bolesti. Statisticki je bila
znaajna povezanost istovremenih invazija G. duodenalis s Criptosporidium spp
(<0.0001). Vrijednosti intenziteta klini¢kih simptoma vrlo slabo su povezane s pojavom
razli¢itih parazita u stolici pasa, a psi s giardijom istovremeno su invadirani veéim
brojem drugih parazita, nego psi bez giardije. Nadena je statisticki znacajno viSa
aktivnost lipaze i CPK te statisticki znacajno niza koncentracija ureje i aktivnosti ALT u
serumu pasa invadiranih s G. duodenalis. Opazene razlike u vrijednostima hematoloskih
I biokemijskih pokazatelja krvi izmedu pasa invadiranih genskim C i D skupinama nisu

statisticki znacajne.

IV



SUMMARY

The influence of protozoa Giardia duodenalis on appearance and intensity of
gastrointestinal symptoms in dogs

Introduction

Giardia has a wide range of host species and is a common cause of diarrheal
disease in humans and animals. Molecular data have defined seven genetic assemblages
of Giardia duodenalis, named A-G. Humans are infected with assemblages A and B,
dogs primarily with C and D, but dogs can also be infected with assemblages A and B,
and are able to transmit these zoonotic assemblages to their owners. The epidemiology
and clinical impact of infections with this parasite in dogs is still not completely
understood due to variable results across different studies. The aim of this study was to
analyze giardia assemblage prevalence in dogs and influence of giardia assemblage on
clinical symptoms and its intensity. The aim of this study was also to analyze whether
co-invasion of different giardia assemblages with other parasites/pathogens has

influence on clinical symptoms and its intensity.
Materials and methods

This research included 82 dogs (older than one year) that were admitted to the
Clinic for Internal Medicine, University of Zagreb. The dogs were symptomatic (n=42)
and asymptomatic (n=40). All fecal samples were examined for intestinal parasites by
direct microscopic examination after the flotation technique and by
immunofluorescence, and giardia positive samples were subjected to further genetic
characterization by using PCR of small subunit ribosomal DNA (Ssu rRNA gene) genes.
Stool samples were examined for the presence of C. perfringens by fecal culture in 5%
sheep blood agar. Data on clinical symptoms, blood hematology and biochemistry were
collected from the database of the Clinic for Internal Medicine, and a scoring system for

the intensity of 12 gastrointestinal symptoms was constructed.

Statistical analysis was done by Stata 13.1 (Stat Corp. USA).



Results

Prevalence rates for giardia were 30.4% (25/82) in all dogs: 30% in
asymptomatic dogs, and 31% in symptomatic dogs. Giardia was more prevalent in
younger animals, and there was no sex predisposition for giardia infection. Ten dogs
were molecularly positive for G. duodenalis assemblage C, and 15 dogs were positive

for G. duodenalis assemblage D. Zoonotic assemblages A or B were not found.

The following parasites/pathogens were found: Giardia duodenalis (30.4%),
Trichuris vulpis (9.76%), Cryptosporidium spp (12.19%), lIsospora canis (4.88%),
Ancylostoma spp/Uncinaria spp (2.44%); Toxocara canis (7.32%), Toxascaris leonina
(1.21%); Clostridium perfringens (70.73%). Co-invasion of two or more
parasites/pathogens was found in 35.9% of dogs with diarrhea, and giardia positive dogs
were more often infected with Cryptosporidium spp than giardia negative dogs. There
was no correlation between the presence of giardia or its different assemblage and the
intensity and appearance of gastrointestinal symptoms in dogs, with the exception of
symptoms duration: giardia positive dogs had chronic symptoms more often than
giardia negative dogs. Statistically relevant co-invasion of giardia and cryptosporidium

was found.

Statistically important differences in concentration of BUN and activity of
lipase, CPK and ALT were found in giardia positive dogs.

Discussion/conclusions

Almost the same prevalence of giardia in symptomatic and asymptomatic dogs
shows the need to test all dogs for giardia, and also to perform treatment on all positive

dogs.

In our research we found only host adapted assemblages C and D with the
explanation being that host adapted assemblages replicate faster and “push out” other
assemblages. The offered hypothesis is that transmission of host adapted species may be
favored by intensive contact between animals and that these prevail over other non-host

adapted species.
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Although some research of human giardiasis showed correlation between giardia
assemblage and intensity or appearance of gastrointestinal symptoms in humans,
according to our research these models can not be translated to dogs. However, in this
research we found only assemblages C and D, so this conclusion can not be accepted for

assemblages A and B without further investigation.

This study has identified an increased risk in dogs of Giardia spp. and co-
infections with Cryptosporidium spp, probably due to their life cycle and contamination
of same invasion reservoirs (water). From that comes the need to test all giardia positive

dogs for Cryptosporidium spp.
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POPIS OZNAKA | KRATICA

ALT — alanin-aminotransferaza

ALP — alkalna fosfataza

AMY - amilaza

AST — aspartat-aminotransferaza

bg - B- giardin

CHOL - kolesterol

CPK — kreatin-kinaza

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucelinic acid)

rDNA — ribosomska deoksiribonukleinska kiselina (engl. ribosomal deoxyribonucelinic
acid)

ELISA — imunoenzimni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
g-gram

GDH - glutamat dehidrogenaza

gGT — gama-glutamil transferaza

GILRP - protein vezan za lipoprotein male gusto¢e u G. lamblia (engl. Giardia lamblia
low density lipoprotein receptor-related protein)

HCT - hematokrit

IL - interleukin

LIP — lipaza

mg — miligram

ml — mililitar

pb — parovi baza (engl. base pairs)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
po — peroralno

RFLP — usporedba veli¢ine produkata nastalih enzimatskim cijepanjem (engl.
Restriction fragment length polymorphism)

VIII



RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina (engl. ribosomal ribonucleic acid)
ssu-rRNA — mala podjedinica ribosomske RNA (engl- small subunit ribosomal RNA)
tpi- trioza fosfat izomeraze

TRIG — trigliceridi

V'SP — povrsinski protein specifican za gensku skupinu (engl. variant-specific surface
protein)

ul - mikrolitar
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1. UvoD

Probavni simptomi medu najucestalijim su problemima zbog kojih vlasnici dovode
zivotinje na pregled. Najces¢i probavni simptomi koji se javljaju U pasa su povracanje 1 proljev, a
njihovi uzroci su mnogobrojni. Najée$¢i uzroci probavnih simptoma u pasa Su invazije
parazitima, infekcije bakterijama, virusima, uzroci idiopatske upale (upalna bolest crijeva),
intoksikacije, pogreske pri hranjenju, te bolesti jetre, bubrega, gusterace, kao i endokrinopatije.

Klini¢ka slika bolesti probavnog trakta moze izrazito varirati od pacijenta do pacijenta,
kao i intenzitet bolesti, ovisno 0 etioloskim ¢imbenicima bolesti, individualnoj dispoziciji,
lokalizaciji i intenzitetu promjena u probavnom traktu. Ova raznolikost klini¢kih simptoma i
njihovog intenziteta predstavlja ozbiljnu poteskocu pri procjeni intenziteta bolesti i uspje$nosti
pojedinih terapijskih ¢imbenika na patoloske promjene u probavnom traktu.

Kako su paraziti (naroCito Giardia duodenalis) Cesti uzro¢nici probavnih simptoma u
pasa vrlo je vazno odrediti utjecaj G. duodenalis na pojavnost i intenzitet probavnih simptoma u
pasa.

Giardijoza je parazitarna bolest ljudi i brojnih vrsta domacih 1 divljih Zivotinja
uzrokovana bi¢asima iz roda Giardia. Cest je parazit probavnog sustava Zivotinja ukljuéujuéi i

domace Zivotinje, pse i macke. Prenosi se neposredno te ingestijom kontaminirane vode i hrane.

Bicas G. duodenalis nije genteski jedinstven i sastoji od 7 genetskih tipova, od kojih ¢ak
4 nalazimo u pasa. Zanimljivo je bilo istraziti uvjetuje li pojedini genski tip razliciti intenzitet
klini¢kih simptoma u pasa. U pasa su Ceste i istovremene invazije nekoliko razli¢itih vrsta
parazita te je jedan od ciljeva istrazivanja bilo utvrditi postoji li utjecaj istovremene invazije
razli¢itim parazitima na intenzitet klini¢kih simptoma u pasa.

Ideja za ovo istrazivanje razvila se zbog globalne prosirenosti ove bolesti u brojnih vrsta
zivotinja i u Covjeka, te zbog boljeg identificiranja nepoznanica u klini¢koj manifestaciji ove
bolesti. Takoder, do sada nije provedeno niti jedno istraZivanje koje bi proucavalo utjecaj

genskog tipa giardija na klinicki oblik bolesti, stanje pacijenta te moguci ishod bolesti.

Svi prije navedeni razlozi, kao i1 ocCekivana korist za veterinare klinicare i1 eventualna

daljnja istrazivanja giardijoze u pasa u Hrvatskoj potakle su nas na ovo istrazivanje.



2. DOSADASNJE SPOZNAJE

2.1. OSNOVE ANATOMIJE | FIZIOLOGIJE PROBAVNOG TRAKTA

Probavni sustav domac¢ih mesozdera sastoji se od primarnih probavnih organa (usta,
zdrijelo, jednjak, zeludac, tanka i debela crijeva), egzokrine gusterace, jetre i zu¢nog sustava.
Osnovne funkcije probavnog sustava ¢ine osiguravanje probave zbog nutritivnih potreba
organizma i odrzavanja ravnoteze energije u organizmu, metabolizam i ekskretorna funkcija.
Kako bi se ovi procesi odvijali fizioloski postoji 6 osnovnih djelatnosti probavnog sustava:
motilitet, sekrecija, digestija, resorpcija, djelatnost krvozilnog sustava i metaboli¢ka djelatnost.
Motilitet osigurava kretanje zalogaja od usta pa sve do anusa, pri ¢emu se zalogaj mijesa, a
reducira mu se volumen. Brzina kretanja zalogaja mora osigurati vrijeme potrebno za sekreciju,
probavu i resorpciju tvari u probavnom sustavu, ali i vrijeme dostatno za aktivaciju enzima u
probavnom traktu. Fizioloski motilitet zasniva se na funkciji ziv€anih vlakana i1 receptora
probavnog trakta koji su inervirani ograncima autonomnog ziv€anog sustava. Auerbachov
pleksus smjesten je izmedu dva sloja miSi¢nih vlakana i prima podrazaje iz receptora smjeStenih
u sluznici 1 miSiénici crijeva, ali 1 iz centralnog Ziv€anog sustava, putem parasimpatickog i
simpatickog sustava. Ovako podrazena vlakna Auerbachovog pleksusa stimuliraju glatku
muskulaturu crijeva, epitelne, endokrine i stanice imunosnog sustava. Glavni neurotransmiteri
ovog procesa su acetilkolin, norepinefrin, vazoaktivni intestinalni peptid 1 duSikov oksid.
FizioloSki razlikujemo nekoliko oblika peristaltickih kontrakcija crijeva: peristalticki valovi,
mjestimi¢ne kontrakcije, masovne aboralne kontrakcije, “rojevi kontrakcija i migrirajuci
motorni kompleksi. Opisana su i dva patoloSka oblika kontrakcija crijeva: gigantske kontrakcije i
antiperistalticki valovi (TAMS, 2003.; WASHABAU, 2012.a)

Hranjive tvari probavljaju se u probavnom traktu uz djelovanje probavnih enzima, a
veliku vaznost imaju i bakterije koje se fizioloski nalaze u probavnom traktu. Sluznica crijeva
pokrivena je specijaliziranim epitelom koji sudjeluje u resorpciji hranjivih tvari, elektrolita,
minerala, vitamina i vode. Osnovna funkcija krvozilnog sustava splanhikusa je osiguravanje
mnogobrojnih metabolickih procesa. KrvoZilni sustav splanhikusa predstavlja i rezervoar krvi

koja se u slucaju potrebe, kao na primjer pri izrazitom tjelesnom naporu mobilizira u cirkulaciju.



Osnovnu metaboli¢ku aktivnost probavnog sustava ima tkivo jetre koje sudjeluje u metabolizmu
ugljikohidrata, proteina, masti i nukleinskih kiselina. U jetri se takoder sintetitiziraju faktori
grusanja, zucne kiseline, a odvija se i metabolizam vitamina, glutationa, hormona i razlicitih
imunolosnih ¢imbenika (WASHABAU, 2012.a).

Ulogu sekrecije u probavnom sustavu ima nekoliko skupina egzokrinih Zlijezdi: Zlijezde
slinovnice, zlijezdano tkivo zeluca i crijeva, pankreas, jetra i bilijarni sustav koji osiguravaju
organi probavnog sustava gradeni su od nekoliko slojeva tkiva: mukoze (sluznice), submukoze, 1.
muscularis externa i seroze. Sluznica probavnog trakta gradena je od epitela, lamine proprie i
muscularis mucosae. Epitelne stanice obavljaju probavnu, sekretornu i absorptivnu funkciju, a
sudjeluju i u imunosnim zbivanjima. Lamina propria sastoji se od vezivnog tkiva, krvnih i
limfnih zila, a muscularis mucosae je gradena od glatke muskulature. Submukoza je gradena od
kolagenih i elasti¢nih vlakana te sekretornih zlijezdi i krvnih zila. Jednjak predstavlja vezu
izmedu orofarinksa i Zeluca. Glavna funkcija jednjaka je prenoSenje zalogaja od usne Supljine do
zeluca. Stjenka jednjaka gradena je od nekoliko slojeva: adventicija, muscularis, submucosa i
mucosa. MiSi¢nica jednjaka sastoji se od dva sloja kosih popre¢no prugastih misi¢nih vlakana.
Gastroezofagealni sfinkter sastoji se od vanjskog sloja longitudinalnoh popre¢noprugastih
misi¢nih vlakana i unutarnjeg sloja cirkularne glatke muskulature. Sloj submukoze sadrzi brojne
sluzne Zlijezde. Sluznica jednjaka gradena je od viseslojnog plocastog epitela (MOORE, 2008.;
WASHABAU, 2012.a).

Zeludac je migi¢no Zlijezdani organ koji se anatomski dijeli na proksimalni i distalni dio.
Proksimalni dio Zeluca dijelimo na tri podrucja: kardiju, fundus 1i tijelo Zeluca, a distalni dio
zeluca dijelimo na pilori¢ni kanal, piloriéni antrum i pilorus. Osnovna funkcija Zeluca je
mjeSanje zalogaja 1 produkcija zeluCanog soka. MiSi¢nica Zeluca gradena je od tri sloja miSi¢nih
vlakana: poduzni, kruzni i kosi sloj. Sluznica Zeluca sadrzi nekoliko razli¢itih tipova zlijezdi:
kardija¢ne (sekrecija sluzi), fundusne (sekrecija pepsinogena 1 i 2, hidroklorne kiseline, R-
proteina, unutarnjih faktora, Zelucane lipaze) i pilori¢ne zlijezde (Sekrecija sluzi i gastrina).
Zeludana sekrecija regulirana je pomocu nekoliko mehanizama: acetilkolinski, histaminski i
gastrinski receptori koji nakon $to bivaju podrazeni stimuliraju sekreciju zeluCane kiseline.
Sluznica Zeluca otporna je na djelovanje Zelucane kiseline, kao i na mehanic¢ke podrazaje i

djelovanje probavnih enzima. To je omogucéeno specificnom gradom epitela koji na svojoj



povrsini ima hidrofobne fosfolipide, a unutarstani¢no se nalazi velika koncentracija bikarbonata
Sto je stiti od djelovanja zelucane kiseline. Tome pridonosi i1 kapilarni tok krvi izmedu epitelnih
stanica koji odrzava lokalnu acidobaznu ravnotezu, velika sposobnost regeneracije mukoze i
zastitni sloj sluzi (SUCHODOLSKI, 2008.; WASHABAU, 2012.a).

Enterociti tankih crijeva specijalizirani su za sekreciju vode i elektrolita te absorpciju
hranjivih tvari. ResiCaste stanice epitela tankih crijeva imaju primarno resorptivnu ulogu te
resorbiraju vodu, elektrolite, aminokiseline, slobodne masne kiseline, monosaharide, vitamine i
minerale i ostale nutrijente. Kriptoidne stanice epitela tankih crijeva posjeduju sekretornu
funkciju 1 luce vodu i elektrolite u sadrzaj lumena crijeva u svrhu omekSavanja sadrzaja 1
neutralizacje ZeluCane kiseline. Pod regulacijom autonomnog Zziv€anog sustava kriptoidne
stanice sluznice tankih crijeva izlu¢uju kloride koje prati i sekrecija vode. Parasimpaticki neuroni
stimuliraju sekreciju vode iz kriptoidnih stanica pod utjecajem vazoaktivnog intestinalnog
peptida i acetilkolina, a simpaticki neuroni pod utjecajem norepinefrina inhibiraju sekreciju
vode. Kolinergi¢na regulacija sekrecije klorida povezana je sa signalizacijom Ca®" iona, a
regulacija vazoaktivnog intestinalnog peptida povezana je sa stimulacijom adenilat ciklaze,
ciklickog adenozin monofosfata i aktivacijom proteun kinaze A. Takoder, i opioidni neuroni u
stijenci crijeva osiguravaju dodatnu regulaciju i inhibiciju sekrecije vode iz kriptoidnih stanica
tankih crijeva. Tanka crijeva posjeduju tri osnovne funkcije motiliteta: mijeSanje sadrzaja crijeva
s probavnim enzimima i sekretima, mijeSanje sadrZaja crijeva u svrhu ostvarivanja kontakta sa
sluznicom crijeva te kaudalno pokretanje sadrzaja. Kontrakcije tankih crijeva dobro su
koordinirane kako se sadrzaj crijeva prilikom kontrakcija ne bi kretao i proksimalno i distalno.
Sluznica duodenuma posjeduje i Brunnerove Zlijezde ¢ija funkcija je lucenje luznatog sekreta
bogatog sluzi koji §titi sluznicu duodenuma od djelovanja Zelucane kiseline, osigurava luznatost
sadrzaja za optimalnu aktivaciju lipaze 1 inaktivira i1 regulira bakterije u lumenu crijeva

(WASHABAU, 2012.a).

Kolon posjeduje dvije osnovne funkcije: absorpcija vode i elektrolita u uzlaznom i
poprec¢nom kolonu i pohranjivanje fecesa u silaznom kolonu do kontrolirane defekacije. Ovakva
specijalizacija pojedinih segmenata kolona omogucena je regionalnim razlikama u motilitetu
kolona. Ritmi¢ne faze kontrakcija sporije se odvijaju u uzlaznom kolonu te omoguc¢uju dovoljno

vremena za absorpciju vode i elektrolita, a retrogradne gigantske kontrakcije i antiperistalticki



valovi pospijeSuju mijesanje sadrzaja crijeva u lumenu kolona. Motilitet poprecnog 1 silaznog
kolona karakteriziran je snaznim kontrakcijama koje potiskuju sadrzaj u rektum. U debelom
crijevu odvija se regulacija sadrzaja elektrolita i vode. U kolonu aldosteron poti¢e stvaranje Na
kanala koji dovode do zadrzavanja iona Na i sekreciju iona K. U kolonu kao posljedica stani¢nih
mehanizama nastaju i bikarbonati koji imaju vaznu ulogu u neutralizaciji kiselina nastalih

bakterijskom fermentacijom (WASHABAU, 2012.a).

2.2. NAJCESCE BOLESTI PROBAVNOG SUSTAVA

Probavni simptomi (proljev i povracanje) najucestaliji su problemi zbog kojih vlasnici dovode
pse kod veterinara. Uzroci proljeva mogu biti raznoliki i mnogobrojni, a naj¢esée su uzrokovani
parazitima (helminti i protozoi), virusima, bakterijama i gljivicama. Osim infektivnih proljeve
mogu prouzrociti i neinfektivni uzroci: idiopatske upale (upalna bolest crijeva), intoksikacije
(otrovanja hranom), pogreske pri hranjenju te bolesti gusterace, jetre, bubrega i endokrinopatije
(GASHEN, 2010.).

Najces¢i uzrocnici proljeva u pasa su bakterije iz roda Clostridium te Giardia duodenalis
(HACKETT i LAPPIN, 2003.). Broj bakterija iz roda Clostridium u fecesu, medutim, nije
adekvatan pokazatelj patogenosti tih bakterija, te se stoga dokazuje postojanje enterotoksina ovih
uzro¢nika (WEESE, 2011.).

Najcesci paraziti koji u pasa uzrokuju probavne simptome su paraziti Giardia duodenalis,
Ancylostoma caninum, Isospora canis, Uncinaria stenocephala i Trichuris vulpis, a vrlo su Ceste
I njihove istovremene invazije (OLIVIERA i sur., 2002.; RAMIREZ-BARRIOS i sur., 2004.;
FONTANARROSSA i sur., 2006.).

2.3. SIMPTOMATOLOGIJA BOLESTI PROBAVNOG SUSTAVA

2.3.1. Povraéanje

Povracanje predstavlja aktivno izbacivanje hrane i/ili tekucine iz zeluca ili proksimalnih
dijelova tankih crijeva kroz usta, a popraceno je naprezanjem i aktivnim kontrakcijama

abdominalne stijenke. Uvijek ga je potrebno razlikovati od regurgitacije koja predstavlja



pasivno, retrogradno gibanje hrane/tekuéine. Povracanje je Cesto predhodeno simptomima
mucnine: pojacanom salivacijom, gutanjem 1 izrazenim nemirom Zzivotinje. Povraceni sadrzaj
osim vise ili manje probavljene hrane moze sadrzavati i zu¢ te svjezu ili probavljenu krv
(hematemeza). Povracanje se moze javiti nedugo nakom uzimanja obroka, ali i viSe sati nakon
2010.).

S obzirom na tijek bolesti povracanje dijelimo na akutno i kroni¢no. Kroni¢nim
povradanjem smatra se svako povracanje koje traje duze od dva tjedna. Pri parazitarnim
invazijama probavnog trakta u pasa Cesto se javlja kroni¢no intermitentno povra¢anje (TAMS,

2003.; TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

Tablica 1 - Najées¢i uzroci povracanja u pasa

Hrana Nagla promjena hrane

Ingestija stranih materijala (smece, bilje)
Netolerancija na pojedine sastojke hrane
Alergija na hranu

Lijekovi i toksini Antikolinergici

Nesteroidni protuupalni lijekovi

Olovo

Etilen glikol

Cink

Metabolic¢ke bolesti | Diabetes mellitus

Hipoadrenokorticizam

Bolesti bubrega i/ili jetre

Sepsa

Acidoza

Hiperkalemija i hipokalemija
Hiperkalcemija i hipokalcemija
Hipomagnesemija

Toplinski udar

Bolesti Zeluca Obstrukcija (strana tijela, hipertrofija pilorusa)
Gastritis

Parazitarne invazije

Dilatacija i torzija Zeluca

Bolesti tankih Parazitarne invazije

crijeva Enteritis

Opstrukcija (strana tijela, promjene polozaja crijeva, neoplazije)
Upalna bolest crijeva




Gljiviéna oboljenja
Promjene polozaja crijeva

Bolesti debelog Kolitis

crijeva Opstipacija

Ostale bolesti Upala gusterace
Peritonitis
Opstrukcija zu¢ovoda

Upala prostate
Urinarna opstrukcija
Dijafragmatska hernija
Neoplazije

Piometra

2.3.2. Proljev

Proljev je najc¢es¢i simptom bolesti probavnog sustava pasa (TAMS, 2003.).

Pod proljevom podrazumijevamo povecanu koli¢inu fekalnog sadrzaja uzrokovanu
povecanom koli¢inom vode 1/ili suhe tvari u stolici najé¢esée uz povecanu frekvenciju defekacije.
Mehanizam nastanka proljeva prema nekim autorima (WILLARD, 2010.) temelji se na dva
mehanizma: povecana propustnost sluznice crijeva (upalni procesi, neoplasticne infiltracije) 1
povecana sekrecija u lumen crijeva (kemijski i infektivni toksini), a TAMS (2003.) mehanizme
nastanka proljeva dijeli na 4 skupine: osmotski (smanjena absorpcije tekuéine u lumenu crijeva;
sekretorni (povecana sekrecija iona u lumen crijeva); abnormalni motilitet 1 eksudativni
mehanizam (povecana propustnost).

Proljeve s obzirom na tijek bolesti dijelimo na akutne (trajanje do 14 dana) i kroni¢ne
(trajanje 15 ili viSe dana), a s obzirom na lokalizaciju patoloskog procesa na proljeve koji potjecu
od patoloskih procesa u tankim, odnosno debelom crijevu (tablica 2.). Oni se medusobno
razlikuju i klini¢ki. Za proljeve porijeklom od patoloskih procesa u tankim crijevima
karakteristi¢na je pojava veceg volumena stolice, pojava melene, neprobavljenih sastojaka hrane,
a ponekad se moze javiti i flatulencija i povracanje. Za proljeve karakteristicne za debelo crijevo
svojstvena je pojava sluzi i svjeze krvi u stolici, tenezam 1 povecana frekvencija defekacije

(HERNOT i sur., 2005.; OWENS i GREENSON, 2007.).



Proljev moze biti posljedica bolesti probavnog sustava (invazije parazitima, upalni
procesi, zarazne bolesti, neoplazije, bolesti jetre i guSterace koje utje¢u na funkciju probavnog
trakta, reakcije na hranu ili lijekove) ili posljedica sistemskih bolesti (npr. zatajenje bubrega,
hipoadrenokorticizam) (TAMS, 2003.). Najcesc¢i uzroci akutnog proljeva u pasa navedeni su u

tablici 3., a naj¢es¢i uzroci kroni¢nog proljeva u pasa navedeni su u tablici 4.



Tablica 2 - Diferencijacija proljeva karakteristinog za tanko crijevo i proljeva karakteristicnog

za debelo crijevo

Tanko crijevo

Debelo crijevo

Karakteristike fecesa
Sluz

Svjeza krv

Volumen
Konzistencija fecesa

Rijetko prisutna

Odsutna

Povecani

Vodenasta, kasasta ili
mekoformirana, ponekad s
elementima neprobavljene
hrane

Ucestalo prisutna
Cesto prisutna kao
svijeze krvi na povrsini stolice

traéci

Normalan do smanjen

Meko formirana do formirana,
bez elemenata neprobavljene
hrane

Veli¢ina/oblik fecesa Ovisi o koli¢ini teku¢ine u | Poneckad fizioloski ili
fecesu umanjenog promijera

Steatoreja Prisutna pri | Odsutna
maldigestiji/malabsorpciji

Melena Ponekad prisutna Odsutna

Boja fecesa Od wvrlo svijetle do gotovo | Najcesce smeda
potpuno crne

Defekacija

Ucestalost Uglavnom ucestala, 2-4 puta u | Ucestala, 3-10 puta u 24 sata
24 sata

Tenezam Odsutan Ucestao

Ostali klinic¢ki simptomi
Gubitak tjelesne teZine

Povracanje
Apetit
Flatulencija

Prisutan u kroni¢nom tijeku
bolesti

Ponekad

Uobicajen do smanjen
Ponekad prisutna

Uglavnom nije prisutan

Ponekad
Uglavnom uredan
Odsutna




Tablica 3. Najc¢esc¢i uzroci akutnog proljeva u pasa

Prehrana Intolerancija/alergija
Hrana lose kvalitete
Nagle promjene hrane
Paraziti Helminti

Protozoarni organizmi (Giardia, Coccidia)

Zarazne bolesti

Parvovirusna infekcija
Koronavirusna infekcija
Stenecak

Salmonella spp.
Clostridium perfringens
E.coli (verotoksin)

Campylobacter jejuni

Ostalo

Hemoragi¢ni gastroenteritis

Intususcepcija

Sindrom iritabilnih crijeva

Akutni pankreatitis

Hipoadrenokorticizam

Ingestija toksina (kemikalije, teSki metali,

lijekovi)
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Tablica 4. Naj¢es¢i uzroci kroni¢nog proljeva u pasa

Hrana Alergija na hranu

Intolerancija na hranu

Paraziti Helminti

Protozoarni organizmi: G. duodenalis,

kokcidije
Bakterijske infekcije Clostridium perfringens- upitan znacaj
Neoplasti¢ne bolesti Limfom

Adenokarcinom

Ostale bolesti Upalna bolest crijeva
Sindrom iritabilnih crijeva

Tablica 5. Najces¢i uzroci malabsorpcije u pasa

Hrana Intolerancija na hranu

Alergija na hranu

Parazitarne invazije G. duodenalis
Oblic¢i

Enteropatija zbog upotrebe antibiotika

Upalna bolest crijeva

Neoplazije Limfom

2.3.3. Ostali simptomi

Anoreksija se definira kao djelomiéni ili potpuni gubitak apetita. Cesti je i nespecifi¢ni
simptom u bolesnih ili ozljedenih pasa te je jedan od glavnih razloga zaSto vlasnici dovode

zivotinje U veterinarsku ordinaciju. Regulacija uzimanja hrane sloZena je i ukljucuje brojne
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vanjske i unutarnje ¢imbenike. To su senzorni signali (npr. miris i okus), metabolicki signali
(neuropeptid Y cija produkcija se odvija pod utjecajem snizene koncentracije inzulina te
stimulira apetit dok upalni citokini smanjuju produkciju ovog neuropeptida), okolisni signali i
nauceno vladanje (naucena rutina prilikom davanja obroka, uzimanje hrane samo od odredene

osobe, uloga zvukova ambijenta i sl.) (WILLARD, 2009.).

Gubitak tjelesne tezine izrazito je nespecifi¢an simptom i javlja se kod velikog broja bolesti u

pasa. S aspekta problematike invazije probavnog sustava u pasa vazno je napomenuti da je
gubitak tjelesne tezine uz fizioloski apetit uglavnom znak maldigestije i malabsorpcije hranjivih
tvari u probavnom traktu. Objektivna procjena gubitka tjelesne teZine najceSce se izrazava u
postocima tjelesne mase ili kao promjena indeksa tjelesne kondicije (eng. Body condicion
system). Ovaj sustav razvijen u sklopu Nestle Purina Pet Care Center, formiran je na temelju
nekoliko istrazivanja mjerenja tjelesne kondicije, a temelji se na 9 kategorija tjelesne kondicije u
koje se pas svrstava na temelju prominencije rebara i ostalih kostanih izboc¢ina te oblika tijela
dorzalno. Sustav je jednostavan za primjenu jer omogucuje vlasnicima i veterinarima da samo na
temelju inspekcije 1 palpacije kategoriziraju zivotinju u skupinu 1-9, odnosno da procjene i opiSu

gubitak tjelesne tezine svoga psa (WILLARD, 2009.; FORMAN, 2010.).

Melena je tamna obojenost stolice (gotovo crna boja) koja je uzrokovana krvarenjem u
proksimalne dijelove probavnog trakta (jednjak, Zeludac, tanka crijeva) (DOSSIN, 2008.).

Najcesc¢i uzroci melene navedeni su u tablici 6.
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Tablica 6. Najc¢es¢i uzroci melene u pasa

Parazitarne invazije
Erozije ili ulceracije u probavnom traktu

Neoplazije

Lezije u usnoj Supljini, jednjaku ili nosnim

Supljinama

Oblici

Limfom, adenokarcinom, leiomiom,

leiomiosarkom

Ostalo

Hipoadrenokorticizam

Poremecaji zgruSavanja krvi

Hematohezija se definira kao prisutnost svjeze krvi u stolici, a najces¢e je posljedica

bolesti koje zahvacaju debela crijeva, naro€ito ako se javlja uz pojavu proljeva. Takoder, kao i

svim slucajevima krvarenja potrebno je iskljuciti poremecaje zgrusavanja krvi (WILLARD,

2009.). Najcesc¢i uzroci hematohezije navedeni su u tablici 7.

Tablica 7. Najcesc¢i uzroci hematohezije u pasa

Bolesti anusa i rektuma

Upalni procesi
Neoplazije
Analna fistula
Prolaps rektuma

Strana tijela

Bolesti kolona i tankih crijeva

Parazitarne invazije

Hrana (alergija i intolerancija)
Hemoragijski gastroenteritis
Parvovirusna infekcija
Intususcepcija

Upalna bolest crijeva

Ostale bolesti

Poremecaji zgrusavanja krvi
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Ascites se definira kao nakupljanje tekucine u trbusnoj Supljini, najcesce je uzrokovan
hipoalbuminemijom, portalnom hipertenzijom, neoplazijama ili peritonitisom, a karakterizira se
kao transudat, modificirani transudat ili eksudat. U dijela pasa s malabsorpcijom i
hipoalbuminemijom javlja se ascites (WILLARD, 2009.).

2.4. KLINICKA PROCJENA INTENZITETA UPALNIH PROMJENA PRI KRONICNIM
ENTEROPATIJAMA U PASA

Numericki sustavi bodovanja pruzaju moguénost objektivnog klasificiranja tezine bolesti
te time omogucuju predvidanje pozitivnog ili negativnog ishoda za pacijenta. Takvi sustavi se
ve¢ dulje vrijeme koriste u humanoj medicini, a postupno nalaze svoje mjesto primjene i u
veterinarskoj medicini. Primjena ovakvih sustava pomaze i u objektivnom usporedivanju
rezultata pri istrazivanju neke bolesti te se uz primjenu ovakvih sustava moze provoditi i kontrola
kvalitete unutar i izmedu medicinskih institucija. Medu numeri¢ke sustave bodovanja ubrajaju se

I dva sustava za procijenu odredenih kroni¢nih bolesti probavnog sustava u pasa.

Kroni¢ne enteropatije u pasa skupina su kroni¢nih bolesti koje se dijele na bolesti koje su
uzrokovane reakcijom na odredene sastojke hrane, idiopatsku upalnu bolest crijeva (UBC) ili se
javljaju kao proljev koji nastaje kao posljedica reakcije na antibiotike. Ovi poremecaji kao uzrok
kroni¢ne enteropatije uglavnom se dijagnosticiraju iskljuc¢ivanjem ostalih bolesti, kao Sto su

parazitarne invazije te ovisno o uspjesnosti terapije (ALLENSPACH i sur., 2007.).

Najcesca kroni¢na enteropatija koja se javlja u pasa je upalna bolest crijeva (IBD, engl.
inflammatory bowel disease), a ocituje se spontanim egzarcebacijama i remisijama klinickih
simptoma te ju je vrlo teSko odrediti prognosti¢ki, odnosno procijeniti uspjesSnost terapije

(JERGENS i sur., 2003.).

Etiologija nastanka UBC-a u pasa kao najcesce kroni¢ne enteropatije pasa joS nije u
potpunosti razjasnjena, ali se genetika, okoliSni ¢imbenici i1 neadekvatni odgovor imunoloskog
sustava na kroni¢nu stimulaciju od strane razliitih antigena (hrana, paraziti, bakterije) u

crijevnoj sluznici smatraju glavnim ¢imbenicima nastanka ove bolesti (HALL i sur., 2008.).
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Klini¢ka slika moZze izrazito varirati od pacijenta do pacijenta, kao i intenzitet bolesti,
ovisno o individualnoj dispoziciji, lokalizaciji i intenzitetu promjena u probavnom traktu
(JERGENS i sur., 2003.).

Najcesc¢i klinicki simptomi su proljev od strane tankih ili debelih crijeva, povracanje,
anoreksija, gubitak na tjelesnoj tezini, tenezam, abdominalna bol, melena, ascites i/ili edemi, a
rjede se mogu javiti 1 poliartritis, nefrolitijaza, hepatobilijarne bolesti, dermatoloski simptomi
(pruritus), imunosno uvjetovana anemija, uveitis i bronhopulmonalne bolesti. Rezultati
laboratorijskin pretraga krvi su uglavnom nespecificni i ukljuéuju hipoalbuminemiju i
hipoproteinemiju (JERGENS, 1999.).

Ta raznolikost klini¢kih simptoma i njihovog intenziteta predstavlja ozbiljnu poteskocu
pri procjeni intenziteta bolesti i uspje$nosti pojedinih terapijskih ¢imbenika na upalne promjene
u probavnom traktu. Iz tog razloga pojavila se potreba za numerickom validacijom pojedinih

parametara klinicke slike te posljedi¢no izracunavanje, odnosno procjena intenziteta upalnih

promjena (JERGENS i sur., 2003.).

Dva su osnovna naina procjene intenziteta upalnih promjena pri kroni¢nim
enteropatijama: CIBDAI sustav bodovanja (JERGENS i sur., 2003.) i CCECAI sustav bodovanja
(ALLENSPACH i sur., 2007.).

CIBDAI sustav bodovanja (engl. Canine inflammatory bowel disease activity index)
odnosi se na procjenu intenziteta upalnih promjena pri upalnoj bolesti crijeva, a sacinjen je od
Sest osnovnih parametara: aktivnosti Zivotinje, apetita, povracanja, konzistencije stolice,

ucestalosti stolice 1 gubitka tjelesne tezine (JERGENS i sur., 2003.) (tablica 8).
Nakon konaénog zbrajanja bodova CIBDAI intenzitet bolesti se oznacava kao:
bez klini¢kog znacaja (0-3 boda),
blagi (4-5 bodova),
umjeren (6-8 bodova) i

izraziti (=9 bodova)
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Upotreba CIBDAI sustava u pasa s IBD-om kao jedine metode procjene intenziteta
bolesti 1 ucinka terapije moze dovesti do pogresne interpretacije. Puno bolji rezultati postizu se
kombinacijom CIBDALI sustava i koncentracije albumina u serumu te histoloske pretrage uzetih

uzoraka sluznice crijeva (MUNSTER i sur., 2006.).

CCECAI (engl. canine chronic enteropathy activity index) odnosi se na sve kroni¢ne
enteropatije pasa i osim upalne bolesti crijeva obuhvaca i1 bolesti uzrokovane reakcijama na
hranu te proljev koji nastaje kao posljedica reakcije na antibiotike. Taj sustav bodovanja uz
aktivnost Zivotinje, apetit, povrac¢anje, konzistenciju stolice, ucestalost stolice i gubitak tjelesne
tezine obuhvaca jo$ i eventualnu pojavu i1 gradaciju koncentracije albumina u serumu, pojavu

ascitesa i edema i pojavu i gradaciju pruritusa (ALLENSPACH i sur., 2007.). (Tablica 8).
Nakon kona¢nog zbrajanja bodova CCECALI intenzitet bolesti se oznacava kao:
bez klini¢kog znacaja (0-3 boda),
blagi (4-5 boda),
umjereni (6-8 bodova),
povecani (9-11 bodova) i

izraziti- najces¢e ukazuje na negativni ishod bolesti (>12 bodova) (ALLENSPACH i
sur., 2007.).
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Tablica 8. CIBDAI i CCECAI sustavi bodovanja

Parametar CIBDAI sustav CCECAI sustav
Tjelesna aktivnost | 0-normalna 0-normalna
pacijenta 1-blago smanjena 1-blago smanjena
2-umjereno smanjena 2-umjereno smanjena
3-izrazito smanjena 3-izrazito smanjena
Apetit 0-normalan 0-normalan
1-blago smanjen 1-blago smanjen
2-umjereno smanjen 2-umjereno smanjen
3-izrazito smanjen 3-izrazito smanjen
Povracanje 0-ne povraca 0-ne povraca

1-rijetko (1x tjedno)
2-umjereno (2-3 X tjedno)
3-ucestalo (» 3 x tjedno)

1-rijetko (1x tjedno)
2-umjereno (2-3 X tjedno)
3-ucestalo (> 3 x tjedno)

Konzistencija stolice

0-normalna

1-meka stolica

2-vrlo mekana stolica
3-vodenasta dijareja

0-normalna

1-meka stolica

2-vrlo mekana stolica
3-vodenasta dijareja

Ucestalost defekacije

0-normalna

1-blago udestala (2-3/d, ili
krv/sluz u stolici)
2-umjereno ucestala (4-5/d)
3-izrazito ucestala (>5/d)

0-normalna

1-blago ucestala (2-3/d, ili krv/sluz u
stolici)

2-umjereno ucestala (4-5/d)
3-izrazito ucestala (>5/d)

Gubitak tjelesne | 0-nema gubitka tj. tezine 0-nema gubitka tj. tezine

tezine 1-blagi (do 5% tj tezine) 1-blagi (do 5% tj tezine)
2-umjereni (5-10% tj. tez.) 2-umjereni (5-10% tj. tez.)
3-izraziti (010 % tj. tezine) 3-izraziti (010 % tj. tezine)

Koncentracija 0-albumin »20 g/L

albumuna u serumu

1-albumin 15-19,9 g/L
2-albumin 12-14,9 g/L
3-albumin <12 g/L

Ascites i periferni 0-nema

edemi 1-blagi ascites ili periferni edemi
2-umjereni ascites ili periferni edemi
3-izraziti ascites ili periferni edemi

Pruritus 0-nema pruritusa

1-povremeni pruritus

2-izraziti pruritus, ali prestaje za
vrijeme sna

3-izraziti pruritus i za vrijeme snha
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2.5. GIARDIJE OPCENITO

2.5.1. Giardia duodenalis: povijest, nomenklatura i sistematizacija

Posljednjia tri stolje¢a paraziti iz roda Giardia intrigiraju brojne biologe i klini¢are.
Bic¢asa Giardia duodenalis prvi je otkrio Antonie van Leewuenhock, 1681. godine, pretrazujuéi
vlastitu stolicu, $to se smatra prvim otkrivenim protozoarnim organizmom. Slijede¢i opis ovog
parazita nalazimo 1859. godine, kada ga je Vilem Dusan Lambl opisao kao Cercomonas
intestinalis. Grassi, je 1879. godine pomno morfoloski opisao ovaj organizam, a Raphael
Anatole Emile Blancharda ovom organizmu 1888. godine nadijeva ime Giardia intestinalis.
Godine 1882. Kunstler je utvrdio protozoona u punoglavca kojeg je nazvao Giardia agilis, sto je
je ujedno i prvo spominjanje roda Giardia. Charles Wardell Stiles 1915. godine na komemoraciji
u Cast rada profesora A. Giarda i V. Lamblina uvodi naziv Giardia lamblia (FORD, 2005.).

Filice 1952. godine utvrduje da rod Giardia sacinjava viSe vrsta ovog bicasa, te se danas
uglavnom koriste nazivi Giardia duodenalis, a rjede G. lamblia i G. intestinalis (FORD, 2005.).

Godinama se patogenost giardija smatrala upitnom jer uzro¢nik nije zadovoljavao sve
kriterije Kochovih postulata. Do definitivne potvrde da je Giardia duodenalis patogena dolazi se
tek u 70-im godinama dvadesetog stoljeca kada je dokazana u mnogih povratnika iz tadasnjeg

Sovjetskog Saveza (BRODSKY i sur., 1974.; WALZER i sur., 1971.).

U 80-im godinama 20. stoljea zapocinju opseznija molekularna istraZivanja ovog
organizma. BERTAM i sur. (1983.) uz pomo¢ zimodemske analize metabolickih enzima
utvrduju tri razlicita izoenzimska profila, a NASH i sur. (1985.) analiziraju genom G. duodenalis
izoliranih iz ljudi 1 Zivotinja 1 utvrduju da postoji viSe od dvije skupine ovog organizma.
Zimodemska analiza koriStena je i u brojnim budué¢im istrazivanjima (MELONI i sur., 1988.;
ANDREWS i sur., 1989.; PROCTOR i sur., 1989.; STRANDEN i sur., 1990.; ABAZA i sur.,
1991.), a metoda odredivanja polimorfizma duljine restrikcijskih ulomaka nasumi¢no umnoZenih
dijelova DNA omogucila je daljnja istrazivanja (DE JONCHKHERE i sur., 1990.; EY i sur.,
1992.; HOMAN i sur., 1992.; EY i sur., 1993.).

EY i sur. (1993., 1997.) su koristenjem PCR-a i RFLP konzervativnih odsjecaka obitelji
V'SP gena G. duodenalis utvrdili postojanje genetske skupine I i Il i novu skupinu izoliranu u

goveda.
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MONIS i sur. (1996.) izolate G. duodenalis po prvi puta svrstavaju u skupine A i B

temeljem analize PCR- RFLP-om glutamat dehidrogenaze gena.

VAN KEULEN i sur. (1993.) odredili su slijed nukleotida cijelog gena 18S rDNA bic¢asa
G. ardeae, G. muris i G. duodenalis te su izolate podijelili u tri skupine.

HOPKINS i sur. (1997.) koristili su odsjecak od 292 parova baza 18S rDNA za usporedbu
giardija podrijetlom iz ljudi 1 pasa, dokazali su Cetiri skupine te zakljucuju da su izolati iz pasa
vrsno specifi¢ni, a da su genske skupine 112 (A i B) dokazane samo u ljudi.

HOPKINS i sur. (1999.) razlikuju Ccetiri osnovne genske skupine analizirajuéi
medugensku ribosomsku DNA razmaknicu.

HOMAN i sur. (1992.) su razvrstali izolate G. duodenalis u dvije skupine: u Europi na
“poljsku “ i “belgijsku”, dok su NASH i sur. (1995.) u Sjevernoj Americi izolate podjelili na
skupine 1, 2 i 3, a MAYRHOFER i sur. (1995.) su izolate u Australiji podjelili na skupine Ai B.
Brojna kasnija istrazivanja bavila su se otkrivanjem i dokazivanjem razli¢itih genskih skupina G.
duodenalis u ljudi i zivotinja (HOMAN i sur., 1998.; MCINTYRE i sur., 2000.; CACCIO i sur.,
2002.; READ i sur., 2004.).

U pasa su genske skupine G. duodenalis prvi dokazali MONIS i sur. (1998). Oni su
odredivali nukleotidne sljedove gdh gena G. duodenalis iz pasa. 1zdvojili su dvije skupine: Ci D,
vrsno specificne za pse. EY i sur. (1997.) su utvdrili postojanje genske skupine E, vrsno

specifi¢ne za papkare.

MONIS i sur. (1999.) svojim istrazivanjem predlazu sadasnju podjelu G. duodenalis na sedam
skupina (A, B,C,D,E,FiG).

Clanovi roda Giardia pripadaju porodici Hexamitidae, red Diplomonadida, razred
Zoomastigophorea, koljeno Metamonada. Rod Giardia sadrzi Sest vrsti, a podjela je temeljena
na morfoloskim i ultrastrukturnim razlikama trofozoita (ADAM, 2001.):

G. agilis- dokazana u vodozemaca
G. ardeae i G. psittaci- dokazana u ptica

G. muris i G. microti- dokazana u glodavaca
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G. duodenalis- dokazana u sisavaca

Od navedenih vrsta samo Giardia duodenalis (sin. G. intestinalis, G. lamblia) parazitira u
crijevima domacih i divljih sisavaca te ¢ovjeka, a invazija nastupa ingestijom cistama invadirane
hrane ili vode (THOMPSON i MONIS, 2004.; FENG | XIAO, 2011.).

Molekularnom analizom izolata G. duodenalis otkriveno je najmanje osam genetski
razli¢itih skupina od kojih skupine A i B nalazimo u ljudi i brojnih drugih sisavaca pa tako i u
pasa, skupinu C i D u pasa i divljih mesojeda, skupinu E u goveda, ovaca, koza, svinja, vodenih
bizona i muflona, skupinu F u macaka, a skupinu G u stakora (HOPKINS i sur., 1997.; LALLLE
i sur. 2005.a; LALLE i sur., 2005.b; CACCIO i RYAN, 2008.). Novija istraZivanja otkrila su i
skupinu H u morskih sisavaca (LASEK-NESSELQUIST i sur., 2010.).

Osim razlikovanja genskih skupina A-H, novije molekularne metode, tehnike genske
tipizacije omogucile su razlikovanje izolata unutar genskih skupina. Molekularne metode imaju
vecu osjetljivost 1 specificnost od mikroskopskih metoda i imunoloSkih metoda pri identifikaciji
genske skupini i/ili podskupine G. duodenalis (CACCIO | RYAN, 2008.). Ove tehnike temelje
se na analizi podjedinice ribosomske RNA (ssu-rDNA),éimbenika produzivanja 1-alfa (ef-1a), -
giardina (bg), glutamat dehidrogenaze (gdh), trioza fosfat izomeraze (tpi) i GLORF-C4 (C4)
(CACCIOQ i sur., 2005.). Tpi je gen s najviSe varijacije te je kao takav dokazano najpogodniji za
razlikovanje izolata unutar genskih skupina, veliki broj varijacija pokazuju i geni gdh i bg, a mali
broj varijacija u nukleotidnim slijedovima posjeduje ssu-rRNA gen, §to ga ¢ini pogodnim za
filogenetske analize (WIELINGA i THOMPSON, 2007.).

Zahvaljuju¢i tim metodama genske skupine A i B podijeljene su u podskupine Al, All,
Bl i BIV (MONIS i sur., 1999.), odnosno 8 podskupina unutar genske skupine A, 6 podskupina
unutar genske skupine B, 2 podskupine unutar genske skupine D, 3 podskupine unutar genske
skupine E. A1, A2, A3, A4 i B3 utvrdene su u ljudi, pasa i teladi te se smatra da predstavljaju
moguci zoonotski potencijal (LALLE i sur., 2005.).

SULAIMAN i sur. (2003.) su analizirali tpi gen te su potvrdili i dokazali podskupine
unutar skupine B i C, a podskupine unutar skupine E dokazali su FENG i sur. (2008.).

S obzirom na izrazite geneti¢ke razlike izmedu pojedinih genskih skupina G. duodenalis
predlaze se uvodenje nove nomenklature kojom bi se sadasnja genska skupina A preimenovala u

G. duodenalis, skupina B u G. enterica, skupine C i D ¢inile bi vrstu G. canis, skupina E G.
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bovis, skupina F G. cati, a skupina H G. simondi (THOMPSON i MONIS, 2004.; THOMPSON i
sur., 2008.; MONIS i sur., 2009.).

Pokusaji uvodenja nove nomenklature, odnosno pokusaji proglasavanja genskih skupina
G.duodenalis zasebnim vrstama kompleksno su pitanje te zahtijevaju daljnja istrazivanja ovog
bi¢asa (THOMPSON i MONIS, 2012.).

CACCIO i sur. (2008.) predlazu uvodenje nomenklature koja bi ukljucivala i arapski broj
kao podskupinu genske skupine G. duodenalis (npr All-1, All-2 itd.), no s obzirom na veliku
varijabilnost utvrdenu u istrazivanjima izolata iz razlicitih zivotinjskih vrsta ova nomenklatura

nije najbolje prihvacena (LEBBAD i sur., 2010.; GOMEZ-MUNOZ i sur., 2012.).

2.5.2. Genska raznolikost giardija u ljudi i giardijoza

Giardijoza u ljudi moze biti izazvana invazijom G. duodenalis, genske skupine A ili B
(MAYRHOFER i sur., 1995.). Brojna molekularna istrazivanja ukazala su na veéu ucestalost
genske skupine B u ljudi, neovisno o stupnju razvoja druStva i ekonomije. Ucestalost
istovremenih invazija skupinama A i B veca je u zemljama u razvoju. Genska skupina A dijeli se
na 4 podskupine (Al-AlV), pri ¢emu su Al i All izolirane u ljudi, a Al, AIIl i AIV u Zivotinja.
Takoder, skupina B dijeli se na 4 podskupine (BI-BIV) pri ¢emu su podskupina BIII i BIV
izolirane u ljudi, a Bl i BII u Zivotinja (COOPER i sur., 2007.; GELANEW i sur., 2007.; RYAN,
2013.).

FORONDA i sur. (2008.) su analizirali izolate iz ljudi tpi genom u Egiptu i prvi su
molekularnim metodama dokazali gensku skupinu E u ljudi. Skupina B je bila najucestalija
(80%), skupina E (15%), a skupini A bila je najmanje zastupljena (5%).

Neka od istrazivanja ukazuju na mogucnost rekombinacije unutar genskih skupina A i B
(TEODOROVIC i sur., 2007.), kao i na moguénost rekombinacije genskih podskupina AII
(COOPER i sur., 2010.) i podskupina unutar genske skupine B (SIRIPATTANAPIPONG i sur.,
2011.).

Giardijoza ljudi znacajna je bolest, kako u industrijski razvijenim zemljama, tako i u
zemljama u razvoju, a prijenos s Covjeka na covjeka odvija se preko cistama kontaminirane
hrane ili vode ili kao posljedica neadekvatnih sanitarnih uvjeta. Prevalencija bicasa Giardia

duodenalis u razvijenim zemljama krece se od 2-5% dok se u nerazvijenim zemljama kreée 20-
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30% (FARTHING, 1997.). Simptomi giardijoze su raznovrsni, a najces¢e ukljucuju akutni ili
kroni¢ni proljev te dehidraciju, abdominalne bolove, nadam, povracanje i gubitak tjelesne tezine
(ECKMANN, 2003.). Kroni¢na giardijoza u djece povezuje se i s slabijim priraStanjem,
krzljavos¢u i sporijim razvojem kongitivnih funkcija (BERKMAN i sur., 2002.).

Cimbenici koji utje¢u na varijabilnost klini¢ke slike gijardijoze u ljudi slabo su
objasnjeni, a pretpostavlja se da su ¢imbenici ovisni o domaéinu (imunoloski status, status
uhranjenosti), kao i ¢imbenici vezani za uzro¢nika (genska skupina, virulencija) moguci uzroci
razlicitosti klini¢ke slike giardijoze u ljudi (HAQUE i sur., 2005.; BURET, 2007.).

HOMAN | MANK (2001.) su u istrazivanju utvrdili Giardiju duodenalis genske skupine
A u pacijenata s intermitentnim proljevom, a gensku skupinu B u pacijenata s perzistiraju¢im,
dugotrajnim proljevom. Za razliku od toga, GEURDEN i sur. (2009.) su na temelju svog
istrazivanja utvrdili invaziju genskom skupinom B u pacijenata s proljevom, ali i veliki broj
mjeSanih invazija genskim skupinama A i1 B. Razlog tome, pretpostavili su, je u ¢injenici da je
odredivanje pojedine genske skupine vezano za izbor metode utvrdivanja genske skupine.

Brojna istrazivanja giardija ljudi provedena su diljem svijeta u svrhu utvrdivanja
pripadnosti izolata pojedinoj genskoj skupini.

KOHLI i sur. (2008.) su u svom istrazivanju obuhvatili uzorke stolice djece iz Brazila s
proljevom te su utvrdili veéu ucestalost skupina B (74%) u odnosu na skupinu A (16%) te
istovremenu invaziju genskim skupinama A 1 E (10%). Nije utvrdena povezanost intenziteta
klini¢kih simptoma ovisno o invaziji s pojedinom genskom skupinom.

SAHAGUN i sur. (2007.) su utvrdili da je skupina B ucestalija u asimptomatske djece
mlade od 5 godina.

SUZUKI i sur. (2010.) opisali su slucaj Zene iz Japana s izrazenim sistemskim
simptomima (edem lica, otezano disanje, eritem koze) te izrazitom eozinofilijom (ukupan broj
leukocita 27,1 x 10%L s 82,1% eozinofila). Koproloskom pretragom utvrdili su ciste G.
duodenalis, a nakon uspjesne terapije metronidazolom doslo je do nestanka klinickih simptoma.

LEBBAD i sur. (2008.) su u svom istrazivanju analizirali 119 izolata G. duodenalis
izoliranih iz stolica ljudi iz Nikaragve te su utvrdili 79% (94) genske skupine B i 21% (25)
skupine A.

ELIGO- GARCIA i sur. (2008.) su genskom tipizacijom Giardije duodenalis iz 12
uzoraka stolice djece iz Meksika utvrdili samo gensku skupinu A (Al 52,6%, All 47,4%).
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IGNATIUS i sur. (2012.) su svojim istrazivanjem obuhvatili 622 uzoraka stolice djece iz
Ruande te su utvrdili prevalenciju G. duodenalis od 59,7%. Genskom tipizacijom izolata genska
skupina B bila je zastupljena u 85,9% tipiziranih uzoraka (179/208), genska skupina A2 u 12,7%
uzoraka (27/208), te po jedan uzorak genske skupine Al i mjeSovite invazije A i B genskom
skupinom. Utvrdili su i povezanost bolova u abdomenu i povracanja s invazijom genskom
skupinom A te gubitka tjelesne tezine i malnutricije s invazijom genskom skupinom B.

ASHER i sur. (2014.) su svoje istrazivanje usmjerili na domorodacku djecu u Australiji te
su na temelju analize 87 uzoraka stolice utvrdili prevalenciju G. duodenalis u 66,7% uzoraka
stolice. Genskom tipizacijom izolata 75,6% pripadalo je genskoj skupini B, a 24,4% izolata

genskoj skupini A.

2.5.3. Genska raznolikost i ucestalost giardija u Zivotinja

2.5.3.1. G. duodenalis u domacéih papkara

Giardije u papkara dobro su istraZzene te je dokazano da je najces¢i oblik prijenosa
neposredno s krave na telad, ali i da kohabitacija velikog broja papkara pogoduje Sirenju
invazije. Dokazana je i kontaminacija zemlje i vode kao moguci izvor invazije G. duodenalis
(XIAQ i sur., 1994.; O’HANDLEY i sur., 1999.; WADE i sur., 2000.; BARWICK i sur., 2003.).
Uz vrsno specifine genske tipove, Ove zivotinje mogu biti rezervoari i zoonotskih genskih
skupina G. duodenalis koje se medusobno ne razlikuju morfoloski te su za njihovu identifikaciju
potrebne sofisticirane molekularne metode (RYAN, 2013.).

U papkara se najcesce izolira genska skupina E G. duodenalis, ali u novijim
istrazivanjima i genska skupina A (XIAO, 1994.; O'HANDLEY 1999.; BARIGYE i sur., 2008.;
XIAO i FAYER, 2008.; SANTIN i sur., 2009.; FAYER i sur., 2012.). Dokazano je da Zivotinje
sa skupinom A mogu predstavljati znaCajan javno zdravstveni rizik, naro€ito za osobe koje
rukuju sa Zivotinjama, a mogu i izmetom kontaminirati vodu Sto predstavlja potencijalni izvor
invazije za ljude (XIAO | FAYER, 2008.; FENG | XIAO, 2011., NG i sur., 2011.; LIU i sur,
2012.; WANG i sur., 2014.). FENG i sur. (2008.) su analizirali razlike skupine E u goveda te su

izolirali 11 izolata (E-1- do E-XI) i time dokazali gensku razli¢itost skupine E.

23



Novijim multicentricnim ispitivanjem izolata G. duodenalis iz papkara u Njemackoj,
Velikoj Britaniji, Francuskoj i Italiji utvrdena prevalencija G. duodenalis od 45,5%, uz ucestalost
genske skupine A od ¢ak 61% (Francuska), 41% (Njemacka), 29% (Velika Britanija), 28%
(Italija), a ucestalost mijesane invazije skupinom A i E od 32% (GEURDEN i sur., 2012.).

U koza 1 ovaca su uglavnom izolirane genske skupine E 1 A, kao 1 mijeSane invazije, a
nekolicinom istrazivanja izolirane su i G. duodenalis genske skupine B (RUIZ i sur., 2008.;
YANG i sur., 2009.; LEBBAD i sur., 2010.; ROBERTSON i sur., 2010.; FENG | XIAO, 2011.;
ZHANG i sur., 2012.a, TZANIDAKIS i sur., 2014.), a u svinja je najce$ée izolirana G.
duodenalis genskih skupina E, A (najcesée Al i All) i B te stoga takoder postoji zoonotski
potencijal (SPRONG i sur., 2009.; FARZAN i sur., 2011.).

U nekoliko istrazivanja utvrdena je povezanost invazije odredenih dobnih skupina teladi
giardijama s pojavom proljeva (O'HANDLEY i sur., 1999.; GILLHUBER i sur., 2014.)

2.5.3.2. Giardije u pasa i ma¢aka

Zoonotski potencijal giardije u pasa i macaka kontroverzno je i aktualno pitanje, a stupanj
rizika ovisi o prevalenciji i na¢inima izlu¢ivanja te invazije ovog bi¢asa. Medutim, zoonotski
potencijal posjeduju samo giardije iz genske skupine A i B (CACCIO i sur., 2005.).

U pasa su najc¢esce izolirane giardije genske skupine C i D, te rijede genske skupine A i B
(PONCE-MACOTELA i sur., 2002.; TRAUB i sur., 2004.; LALLE i sur., 2005.b; ELIGIO-
GARCIA i sur., 2008.; UPJOHN i sur., 2010.; BECK i sur., 2012.; LIANG i sur., 2012.).

Smatra se da u urbanim sredinama postoje dva razlicita ciklusa prijenosa G. duodenalis:
prijenos genskih skupina specifi¢nih za pse medu psima 1 prijenos genske skupine A izmedu
ljudi i pasa. U brojnim istrazivanjima giardijoze u pasa G. duodenalis izolirana je u
simptomatskih i1 asimptomatskih Zivotinja i u razvijenim zapadnim zemljama, kao i u brojnim
zemljama u razvoju. CLAEREBOUT i sur. (2009.) su u svom istrazivanju koje je obuhvatilo G.
duodenalis izoliranu iz razliCitih populacija pasa u Belgiji zakljucili da se prijenos genskih
skupina G. duodenalis C i D medu psima cesce javlja u uvjetima skupnog drzanja veceg broja
pasa dok je genska skupina A ucestalija u pasa drzanih u kuéanstvima. Analizom izolata G.
duodenalis izolirane iz pasa u Americi (SULAIMAN i sur., 2003.) izdvojena je isklju¢ivo genska
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skupina C, a SOUZA i sur. (2007.) analizom izolata iz pasa u Brazilu nalaze genske skupine C i
D.

PALMER i sur. (2008.) su u svrhu utvrdivanja moguceg zoonotskog potencijala u svojem
istrazivanju genski tipizirali 88 izolata G. duodenalis izolirane iz pasa i macaka u Australiji te su
u pasa analizama ssu-rRNA i bg utvrdili genske skupine C i D uz jedan izolat genske skupine A.
U izolata iz stolice macaka utvrdili su gensku skupinu F te jedan izolat genske skupine D.

BARUTZKI i SCHAPER (2011.) su retrospektivnom studijom obuhvatili rezultate
parazitoloskih pretraga stolica 8560 macaka i 24677 pasa ucinjene u Njemackoj u razdoblju od
sije¢nja 2003. godine do prosinca 2010. godine. U navedenom istrazivanju 30,4% pasa te 22,8%
macaka bili su invadirani endoparazitima. U pasa utvrdena je G. duodenalis (18.6 %), Toxocara
canis (6.1 %), Toxascaris leonina (0.6 %), Ancylostomatidae (2.2 %), Trichuris vulpis (1.2 %),
Capillaria spp. (1.3 %), Crenosoma vulpis (0.4 %), Angiostrongylus vasorum (0.5 %), Taeniidae
(0.4 %), Dipylidiidae (< 0.1 %), Mesocestoides spp. (< 0.1 %), Isospora spp. (5.6 %), I.
ohioensis-complex (3.9 %), |. canis (2.4 %), Sarcocystis spp. (2.2 %) i Hammondia
heydorni/Neospora caninum (0.3 %). U macaka utvrdena je Giardia duodenalis (12.6 %),
Toxocara cati (4.7 %), Toxascaris leonina (0.1 %), Ancylostoma tubaeforme (0.2 %),
Aelurostrongylus abstrusus (0.5 %), Capillaria spp. (1.0 %), Taeniidae (0.6 %), Dipylidium
caninum (< 0.1 %) Mesocestoides spp. (< 0.1 %), Isospora spp. (6.0 %), 1. felis (4.4 %), I. rivolta
(2.2 %), Toxoplasma gondii/Hammondia hammondi (0.8 %) i Sarcocystis spp. (0.3 %). Autori su
utvrdili veéu ucestalost G. duodenalis u pasa i mac¢aka mladih od 6 mjeseci.

HIMSWORTH i sur. (2010.) su u istrazivanju provedenom na izolatima G. duodenalis iz
pasa U naseljima s nizim socioekonomskim razvojem u Kanadi izolirali isklju¢ivo gensku
skupinu A te su zakljucili da je to posljedica nacina drzanja Zivotinja. Naime, psi su se slobodno
kretali te im je bio omoguéen kontakt s fecesom ljudi i zivotinja.

BALLWEBER i sur. (2010.) na temelju analize velikog broja sli¢nih istrazivanja navode
postojanje genske skupine A i B u pasa i macaka moguc¢im zoonotskim potencijalom Kkoji
zahtijeva daljnja detaljna istrazivanja.

PAZ E SILVA i sur. (2010.) su na temelju analize 300 uzoraka stolice pasa iz Brazila
utvrdili ukupnu ucestalost G. duodenalis od 17,3%, pri ¢emu je ucestalost invazije G. duodenalis
u pasa lutalica iznosila 28%, a u pasa koji su boravili s vlasnicima 6,2%. 36 izolata genski je

tipizirano te je u 20 uzoraka utvrdena genska skupina C, u 11 uzoraka genska skupina D, au 5
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uzoraka utvrdena je mjeSana invazija genskim skupinama C 1 D te su autori zakljucili da na
temelju dobivenih rezultata ne postoji veliki zoonotski potencijal giardijoze pasa u Brazilu.

Istrazivanje provedeno na izolatima G. duodenalis u pasa i macaka u Italiji (ZANZANI i
sur, 2014.) obuhvatilo je uzorke stolice 37 pasa i 17 macaka u kojih je izolirana G. duodenalis
pri ¢emu je utvrdena genska skupina C u 54,5% uzoraka stolice pasa, a genska skupina D u
45,5% uzoraka stolice pasa. U istom istrazivanju 83,3% giardia izoliranih iz stolice macaka bilo
je genske skupine A, a 16,6% genske skupine D, genska skupina F u ovom istrazivanju nije
utvrdena.

IPANKAEW i sur. (2014.) su u istrazivanju koje je obuhvatilo uzorke stolice 218 ljudi i
94 pasa iz ruralnih podru¢ja Kambodze lan¢anom reakcijom polimeraze utvrdili ucestalost G.
duodenalis u 18,4% uzoraka stolice ljudi te 10,6% uzoraka stolice pasa. U ljudi je genska
skupina BIII bila zastupljena u 72,5% izolata te genska skupina All u 27,5% izolata. U pasa je
genska skupina C bila izolirana iz 40% izolata, genska skupina BIII u 20% izolata, a mjeSana
invazija genskim skupinama C i D u 40% izolata. Autori su predpostavili da u ruralnim
podrucjima postoje dva ciklusa invazije G. duodenalis.

AHMED i sur. (2014.) su mikroskopskom metodom pretrazili 160 uzoraka stolice
policijskih i ku¢nih pasa u Egiptu te su utvrdili ucestalost G. duodenalis od 12% no nisu
odredivali genske skupine izolata. IstraZivenjem su obuhvatili pse s 1 bez klini¢kih simptoma.

GIZZI i sur. (2014.) su pretrazivali uzorke stolice pasa s proljevom na eventualne
bakterijske, protozoarne, virusne uzroc¢nike proljeva, kao i na protozoarne organizme. Utvrdili su
ucestalost G. duodenalis u 13,5% uzoraka. Autori su zakljucili da postojanje koinvazije vise
razli¢itih uzro€nika proljeva ne utjeCe na trajanje proljeva niti na pojavu uginuca pasa.

NEVES i sur. (2014.) su pretrazivali stolicu 175 pasa bez klini¢kih simptoma i 193 psa s
probavnim simptomima. U pasa bez simptoma od strane probavnog trakta utvrdili su ucestalost
G. duodenalis 7,4%, Isospora canis 8%, Toxocara canis 5,1%, Trichuris vulpis 1,1% te mjeSane
invazije 20,6%. U pasa s klinickim simptomima od strane probavnog trakta utvrdili su ucestalost
G. duodenalis 15,5%, Isospora canis 13,5%, Toxocara canis 7,8%, Trichuris vulpis 2,6% te
mjesane invazije 33%. Zakljucili su da invazija G. duodenalis ili barem jednim drugim
parazitom predstavlja statisti¢ki znacajan ¢imbenik u razvoju probavnih simptoma te da je veliki
broj klini¢ki zdravih pasa invadiran jednim ili viSe parazita te da zbog toga predstavlja

potencijalni rizik za zdravlje ljudi i pasa.
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U istrazivanju koje je obuhvatilo stolice 81 psa iz sklonista te 88 stolica lovackih pasa
metodom flotacije utvrdena je ukupna prevalencija parazita probavnog trakta 71,6%.
Prevalencija G. duodenalis bila je 37,4%, a lanCanom reakcijom polimeraze utvrdene su samo
genske skupine C i D (ORTUNO i sur., 2014.).

PIPIA i sur. (2014.) mikroskopski su pretrazili uzorke 655 pasa (435 uzoraka porijeklom
od pasa s klini¢kim simptomima i 220 uzoraka porijeklom od pasa bez klini¢kih simptoma) sa
Sardinije (ltalija), te su utvrdili ukupnu ucestalost G. duodenalis 26,3%, pri ¢emu je genskom
tipizacijom izolata utvrdena genska skupina D u 49% izolata, genska skupina C u 36,1% izolata i
genska skupina A u 4,2% izolata. U skupini pasa s klini¢kim simptomima od strane probavnog
sustava ucestalost G. duodenalis je iznosila 29%, a u skupini pasa bez klinickih simptoma
ucestalost je iznosila 22%. Autori su zakljucili da na Sardiniji postoji mali zoonotski potencijal
G. duodenalis.

TSENG i sur. (2014.) su metodom lancane reakcije polimeraze na temelju analize 118
uzoraka stolice pasa (Tajvan) utvrdili uéestalost G. duodenalis 9% (11 pozitivnih uzoraka).
Genskom tipizacijom 11 izolata utvrdili su skupinu C u 7 uzoraka te skupinu D u 4 uzorka te su
zakljucili da nema zoonotskog potencijala.

JOHANSEN i sur. (2014.) su metodom lancane reakcije polimeraze utvrdili G.
duodenalis u 196 uzoraka stolice od 672 pretrazivana uzorka stolice pasa iz Sjedinjenih
Americ¢kih Drzava, savezna drzava Arizona. Genski su tipizirali 185 izolata 1 utvrdili genski
skupinu C ili D u 154 uzorka, mijeSanu invaziju genskim skupinama C i D u 10 izolata te u
jednog izolata mijeSanu invaziju genskim skupinama A i C.

MOHAMED i sur. (2013.) su analizirali baze podataka koje su ukljuéivale podatke o
izvrSenim flotacijama uzoraka stolice oko 2,5 milijona pasa s podrucija Sjedinjenih Americkih
Drzava i utvrdili ukupnu prevalenciju G. duodenalis 0,44%.

YANG i sur. (2014.) su na temelju analize uzoraka stolice 318 pasa s podrucija Kine
metodom lancane reakcije polimeraze i ELISA-om utvrdili prevalenciju G. duodenalis 16,04%.

MARK-CAREW i sur. (2013.) su analizom 104 uzorka stolice pasa iz sklonista za
nezbrinute zivotinje s podrucija drzave Trinidad 1 Tobago metodom lan¢ane reakcije polimeraze
utvrdili prevalenciju G. duodenalis 25%. Genskom tipizacijom izolata utvrdili su gensku skupinu
C u 15,4% izolata, gensku skupinu D u 80,8% izolata i gensku skupinu E u 3,8% izolata. Autori

su zakljucili da nema zoonotskog potencijala.
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Istrazivanje ucestalosti crijevnih 1 pluénih parazita u pasa i macaka proveli su i RIGGIO i
sur. (2013.). Istrazivanje je obuhvatilo 239 pasa i 81 macku u privatnom vlasni$tvu s podrucja
srediSnja Italije, a G. duodenalis izdvojena je iz stolice 3,8% pretrazivanih pasa i 1,2%
pretrazivanih macaka. U pasa su utvrdeni i: Toxocara canis (13.0%), Toxascaris leonina (1.7%),
Trichuris wvulpis (3.3%), Ancylostoma caninum (2.0%), Uncinaria stenocephala (1.25%),
Strongyloides stercoralis (0.8%), Angiostrongylus vasorum (0.4%), Dipylidium caninum(1.25%)
I Cystoisospora (Isospora) spp. (7.5%). U macaka su utvrdeni: Toxocara cati (22.2%), Capillaria
aerophila (1.2%), Ancylostoma tubaeformae (1.2%), U. stenocephala (3.7%), Aelurostrongylus
abstrusus (1.2%), Mesocestoides sp. (1.2%), D. caninum (1.2%), i Cystoisospora spp. (4.5%).

QUADROS i sur. (2013.) su na temelju analize 357 uzoraka stolice pasa lutalica iz grada
Lagasa, Brazil utvrdili prevalenciju G. duodenalis 5,3% (metodom flotacije) te 4,8% (metodom
sedimentacije).

PALLANT i sur. (2015.) u svom istrazivanju tipizirali 60 izolata G. duodenalis izolirane
iz stolice macaka te 130 izolata izoliranih iz stolice pasa u Njemackoj. U macaka su utvrdili
podjednaku zastupljenost G. cati (genska skupina F, %) i G. duodenalis (genska skupina A, %)
te su uodili statistiCcki znacajne razlike u zastupljenosti pojedinih genskih skupina s obzirom na
pasminu i dob macaka. Macke cistokrvnih pasmina, kao i macke mlade od godinu dana cesce su
invadirane genskom skupinom A, $to su autori objesnili razlikama u Zivotnim navikama i
drzanju Cistokrvnih macaka te mladih macaka. 1z uzoraka stolice pasa uglavnom su izolirane G.
duodenalis genske skupine C i D te su autori uocili ¢e$c¢u ucestalost genske skupine D u muskih
Zivotinja.

Do danas je provedeno nekoliko istrazivanja giardijoze pasa, ali i drugih Zivotinjskih
vrsta u Republici Hrvatskoyj.

BECK i sur. (2012.) proveli su tipizaciju izolata G. duodenalis izoliranih iz stolica 44
pasa u privatnom vlasniStvu te 52 psa iz skloniSta za nezbrinute zivotinje. Provedena je analiza
na Cetiri genetska lokusa: ITS1-5.8S-ITS2 (ITS), glutamat dehidrogenaza (gdh), triosefosfat
isomeraza (tpi) i beta-giardin (bg). Analiza odsjeCaka ukazala je da su genske skupine C i D
dominantne skupine G. duodenalis u pasa te da postoji mali zoonotski potencijal iste. Medutim,
u mnogih pasa iz skloniSta za nezbrinute Zivotinje koristenjem razli¢itih odsje¢aka dobiveni su

razli¢iti rezultati te su autori pretpostavili da je to posljedica vjerojatnih mjeSanih invazija
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tipovima C 1 D, a ne genetske rekombinacije te da dostupne dijagnosticke metode ne omogucuju
diferencijaciju izmedu rekombinacije 1 mjesane invazije.

Odredivanje prevalencije i molekularnu tipizaciju Giardia spp. na sisavcima u
zatocenistvu (Zoloski vrt grada Zagreba) proveli su BECK i sur. (2011.b). Utvrdena je ukupna
prevalencija 29%, (38 pozitivnih uzoraka od 131 pretrazivana) te su sve pretrazene zivotinje bile
bez klinickih simptoma. Od 38 pozitivnih uzoraka u 27 je ulinjena genska tipizacija
ugnjezdenom lananom reakcijom polimeraze (SSU-rDNA, B- giardin, glutamat dehidrogenaza,
trioza fosfat izomeraza) te su utvrdene genske skupine A i C u parnoprstasa, B u primata,
glodavaca i pecinara i A, B, C i D i G. microti u zvijeri. Autori su zakljucili kako se izolati
podrijetlom od sisavaca u zatoCeniStvu geneticki razlikuju od izolata u ljudi i domacih Zivotinja.

BECK i sur. (2010.) proveli su opsezno istrazivanje prevalencije G. duodenalis u divljih
zivotinja u Republici Hrvatskoj. Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 832 uzorka stolice divljih
Zivotinja: obiéni jelen (Cervus elaphus, 374 uzorka), obi¢na srna (Capreolus capreolus, 21
uzorak), divlja svinja (Sus scrofa, 144 uzorka), lisica (Vulpes vulpes, 66 uzoraka), smedi
medvjed (Ursus arctos, 19 uzoraka), vuk (Canis lupus, 127 uzoraka), ¢agalj (Canis aureus, 8
uzoraka i obi¢ni zec (Lepus europeus, 73 uzorka). Uzorci su na prisutnost cisti giardija pretrazeni
koristenjem fluorescentnog mikroskopa, a utvrdena ucestalost cisti giardije kretala se od vrlo
niske u obi¢nog jelena (1%), divlje svinje (1,7%) 1 lisice (4,5%), umjerene u vuka (10%) i caglja
(12,5%) do visoke u obi¢ne srne (24%). U uzorcima stolice smedeg medvjeda 1 obi¢nog zeca
nisu utvrdene ciste G. duodenalis. Genskom tipizacijom izolata u jelena i srna je utvrdena genska

skupina A1 1 A3, vuka i ¢aglja A1, a uvrdene su i genske skupine B, C i D, kao i G. microti.

2.5.4. Morfologija i zivetni ciklus giardija

Clanovi roda Giardia pripadaju porodici Hexamitidae, red Diplomonadida, razred
Zoomastigophorea, koljeno Metamonada. Red Diplomonadida karakterizira sposobnost
stvaranja cisti, kao i posjedovanje dvije jezgre i do Cetiri para bi¢eva. Pripadnici porodice
Hexamitidae posjeduju Sest do osam biceva, dvije jezgre i medijano ili parabazalno tjeleSce.
Pripadnici roda Giardia posjeduju dva osnovna stadija: vegetativni stadij (trofozoit) i stadij cisti
(ADAM, 2001.).
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Clanovi roda Giardia jednostavne su grade te imaju osnovne karakteristike eukariotske
stanice, kao S§to su dvije jezgre s ovojnicama koje su vezane za endoplazmatski retikulum, a
nalaze se simetri¢no u odnosu na medijanu liniju. Posjeduju citoskelet slozene grade i lizosomske
vakuole. Citoskelet giardija graden je od proteina tubulina i giardina (ADAM, 2001.). U
citoplazmi posjeduju i ribosome i zrnca glikogena, a JIMENEZ-GARCIA i sur. (2008.) su

dokazali postojanje jezgrica.

Vegetativni trofozoit kruSkolikog je oblika, dugacak 12-15 pum, Sirok 5-7 pm, debljine 1-2
um, a posjeduje dvije jezgre s jezgrinom ovojnicom koje tokom diobe ostaju intaktne (ADAM,
2001.; SOLARI i sur., 2003.). Citoskelet trofozoita posjeduje i Cetiri para biceva (flagela) koji
izlaze iz dvije skupine bazalnih tjeleSaca koji su smjeSteni ventralno, anteriolateralno,
posteriolateralno i kaudalno od medijalne linije i ventralnog diska. Ove strukture gradene su od
mikrotubula, a vazne su za pokretanje i prihvacanje trofozoita za enterocite crijeva, a ta ¢injenica
koristi se i pri izradi lijekova za lijeCenje giardijoze (LUJAN i sur., 1997.; ELMENDOREF i sur.,
2003.; PALM i sur., 2005.; CARRANZA i sur, 2010.).

Mehanizam prihvaéanja trofozoita za enterocite crijeva objaSnjava se nastankom
negativnog tlaka ispod ventralnog diska (GHOSH i sur., 2001.; ELMENDORFi sur., 2003.).
Ventralni disk graden je od kontraktilnih proteina, a velik je 0,4 pum. Drugi mehanizam
prihvacanja trofozoita za enterocite crijeva je mehani¢ki proces ovisan o kontraktilnim
proteinima ventralnog diska i1 ventrolateralnog okrajka, a tre¢i se temelji na vezi manoze

lektinskih receptora epitelnih stanica crijeva domacina (INGE i sur., 1988.).

Trofozoiti posjeduju i dobro razvijeni endoplazmatski retikulum te sposobnost tvorbe
sekretornih vezikula. Bicasi iz roda Giardia ne posjeduju mitohondrije i Golgijev aparat, kao ni
peroksisome i hidrogenosome (TOVAR i sur., 2003.; GOTTIG i sur., 2006.).

Sposobnost tvorbi cisti omogucuje ovim bi¢aSima prezivljavanje izvan domacina, nakon
tvorbi cisti one bivaju izbacene u okoli§ izmetom (Adam, 2001.). Ciste su razvojni stadij
sposoban za invaziju (slika 1). Ciste bicasa iz roda Giardia ovalnog su oblika, veli¢ine 6 do 10
um. Ovojnica ciste debljine je 0,3 do 0,5 um te posjeduje vanjski filamentozni sloj i unutarnji
membranozni sloj. Ovojnica ciste sastavljena je od ugljikohidrata, pretezno N-acetil

galaktozamina i proteina. Citoplazma ciste sadrzi dvije do Cetiri jezgre, ovisno o stadiju razvoja,
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bazalno tijelo, medijana tijela i kontrahirane flagele i fragmente ventralnog diska (ERLANDSEN
isur., 1990.; LUJAN i sur, 1997.).
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Slika 1. Ciste giardija obiljezene monoklonskim protutijelima pod fluorescentnim mikroskopom.
Jezgre su obojene s 4',6'-diamidino-2-phenilindolom (DAPI). (R. Beck)

Brojnim istrazivanjima promatrano je prezivljavanje cisti u okoliSu, kao i njihova
invazivnost. GRIT i sur. (2012.) utvrdili su da je nakon 45 dana invazivnost cisti u stajskom
gnoju znacajno umanjena, dok nakon 90 dana ne postoji invazivna sposobnost cisti iz stajskog

gnoja.

ESHAN i sur. (2015.) su pretrazivali uzorke pitke vode, kao i uzorke povrsinskih voda te
su utvrdili da u pitkoj vodi ciste giardija nisu pronadene te ne predstavljaju javnozdravstveni
rizik. Medutim, u povrSinskih voda utvrdena je prisutnost cisti Giardia duodenalis u 92%
uzoraka, utvrdene su genske skupine Al, AIl, BIV, BIV i E, te su zakljucili da osnovni

javnozdravstveni rizik predstavljaju povrSinske vode kontaminirane zivotinjskim izlu€evinama.

THOMPSON i sur. (1990.) su rod Giardia podijelili u tri morfoloski razli¢ite skupine,
ovisno o obliku i veli¢ini i obliku medijanog tjelesca.Prva morfoloska skupina je G. duodenalis,a

karakterizira je izrazito kruSkoliki oblik trofozoita, dug 12-15 um duZine te 6-8 pum Sirok. G.
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muriséini drugu morfoloSku skupinu, a karakterizirana je trofozoitima koji su okrugli, 9-12 pm

dugi i 5-7 um Siroki s okruglimmedijanim tjeleScem. Tre¢u morfoloSku skupinu ¢ini vrsta G.

agilis s trofozoitima koji su 20-30 pm dugi te 4-5 um Siroki S medijanim tjelescem oblika

kvrzice.

RAZVOJNI CIKLUS

Razvojni ciklus giardija sastoji se od nekoliko stadija (slika 2):

a)

b)

d)

Zrele ciste giardija predstavljaju invazivni oblik ovog bicasa te su otporne na vanjske
okolisne uvjete. BERMUDEZ-CRUZ i sur. (2009.) utvrdili su da u invadiranih pasa 1
g stolice sadrzi od 26 do 114 486 cisti G. duodenalis

Ingestijom unesenih cisti koje potaknute djelovanjem H+ iona, zuéi ili uglji¢nog
dioksida u Zelucu zapocinju ekscistacija koja traje kra¢e od 10 minuta, a zavrSava u
duodenumu u blago luznatom sadrzaju. Time se onemogucéava oSteCenje trofozoita
djelovanjem HCl-a. Kada bi eksistacija zavr$ila u distalnijim dijelovima tankog
crijeva niska koncentracija lipida i ostalih nutrijenata onemogucila bi invaziju
(ADAM, 2001.; PALM i sur, 2005.). Nekoliko sekundi nakon puknuca ovojnice ciste
nepodjeljeni trofozoit prolazi ekscistaciju te izlazi na flagelarnom polu. Slijedeé¢ih 7-8
minuta traje citodiferencijacija, odnosno dioba na dva trofozoita.

Rano ekscistirani trofozoiti jo§ nemaju zavrSenu citokinezu te njihovom
citodiferencijacijom nastaju dvije stanice kceri.

Trofozoit koji slobodno Zivi u tankom crijevu, a odgovoran je za patogenezu klinickih
simptoma prihvaca se pomocu ventralnog adhezivnog diska za resice enterocita
duodenuma i jejunumate se umnaza poduznim binarnim diobama. Neprihvaceni
trofozoiti bivaju peristaltikom otplavljeni u ileum i kolon te tamo zapocinje
encistacija.

Encistacija traje oko 12-14 sati, a aktivacijski ¢imbenik koji uzrokuje encistaciju je
jo§ uvijek predmet istrazivanja. Prema nekim istraZivanjima smanjena koli¢ina
kolesterola potice encistaciju (LUJAN i sur, 1996.). Naime, trofozoiti giardija ne
mogu sintetizirati kolesterol nego koriste kolesterol iz sadrzaja crijeva. Crijevo
nositelja resorbira kolesterol iz sadrzaja jejunuma te je koncentracija ovog lipida u
sadrzaju cijeva distalno od jejunuma vrlo niska. Mehanizam kojim trofozoiti

detektiraju nisku koncentraciju kolesterola u sadrzaju crijeva objasnjen je dokazom
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membranskih proteina smjeStenih na endoplazmatskom retikulumu, perifernim
vakuolama te stani¢noj membrani (engl. Giardia lamblia low density lipoprotein
receptor-related protein; GILRP) (ADAM, 2001., RIVERO i sur., 2010., RIVERO i
sur., 2011.). Oblikovanje ovojnice ciste odvija se u dvije faze, a traje oko 12 sati; prvu
fazu ¢ini sinteza dovoljne koli¢ine stani¢ne grade, a drugu fazu predstavlja
prihvacéanja za crijevni epitel te bivaju fecesom izbacene u okolis. Unutar cisti odvija
se nespolna dioba kojom nastaje cista sa Cetiri jezgre te prilikom ekscistacije nastanu
dva trofozoita sa po dvije jezgre (MEYER, 1985.; ERLANDSEN i sur., 1996.) .
Brojni bakterijski, gljivi¢ni i protozoarni patogeni razvili su obrambene mehanizme kojima
izbjegavaju imunosne odgovore domacina. Jedan od takvih mehanizama je i antigenska
varijacija, a karakterizirana je kontinuiranom promjenom povrsinskih antigena (NASH i sur.,
2002.; DEITSCH i sur., 2009.). Giardija takoder posjeduje sposobnost varijacije povrsinskih
antigena. Trofozoiti giardije u potpunosti su prekriveni povrSinskim antigenima poznatih kao
varijacijski specifi¢ni povrSinski antigeni (eng. Variant-specific Surface Proteins- VSPS) koji se
mijenjaju svakih 6-13 generacija (NASH i sur., 2002.; PRUCCA i sur., 2008.).

TROFOZOITI

Slika 2. Razvojni ciklus giardija
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2.5.5. Patogeneza

Invazija G. duodenalis u pasa uglavnom zapocinje ingestijom cistama kontaminirane
hrane ili vode. U duodenumu nakon encistacije nastaju dva trofozoita koji se ventralnim diskom
prihvacaju za povrSinu crijevnog epitela. Trofozoiti se umnazaju binarnom diobom te nakon
encistacije kao ciste bivaju izbaceni stolicom. Patogeneza nastanka bolesti uzrokovane invazijom
G. duodenalis nije jo§ u potpunosti razjasnjena, no veliki broj in vitro i in vivo istrazivanja
dovelo je do zakljucka da je patogeneza slozena. Smatra se da su moguci mehanizmi produkcija
toksina, poremecaj fizioloske mikroflore, indukcija upalne bolesti crijeva, inhibicija enzimatske
produkcije enterocita, skra¢ivanje mikroresica enterocita, indukcija poremecaja motiliteta crijeva
I apoptoza epitelnih stanica crijeva. Ovi mehanizmi za poslijedicu imaju malabsorpciju i
hipersekreciju (TANGTRONGSUP i SCORZA, 2010.).

Smatra se da G. duodenalis utjeCe na smanjivanje sposobnosti sluznice tankih crijeva da
absorbira elektrolite, hranjive tvari i vodu. Ovi procesi dovode do malabsorpcije, maldigestije te
proljeva (BURET i sur., 2002.).

Gijardije uzrokuju atrofiju i skraéivanje crijevnih resica (WILIAMSON i sur., 2000.;
SCOTT i sur., 2002.). Smatra se da postoje i drugi patoloski procesi koji pospjesuju nastanak
proljeva kao $to su umanjena aktivnost crijevnih disaharidaza (DANIELS i BELOSEVIC,
1992.) i proteaze (SEOW i sur, 1993.).

BURET i sur. (2002.) su utvrdili da trofozoiti G. duodenalis prilikom prihvaéanja za
epitel crijeva dovode do oSte¢enja spojeva medu epitelnim stanicama 1 time povecavaju
propustnost epitela crijeva.

JIMENZ i sur. (2004.) su u svom istrazivanju utvrdili da pojedini antigeni podrijetlom od
G. duodenalis poticu infiltraciju sluznice crijeva eozinofilma i deskvamaciju enterocita Sto
pridonosi patogenetskim procesima.

BURET i sur. (2008.) navode nekoliko mehanizama koji utje¢u na patogenetske procese
giardijoze. Smatraju da invazija ovim bi¢aSem uzrokuje proljev kao poslijedicu malabsorpcije i
pojacane sekrecije u lumenu crijeva. Malabsorpcija i maldigestija poslijedica su skra¢ivanja
crijevnih resica, a ova oSte¢enja enterocita nastaju kao posljedica aktivacije T limfocita
domacina. Patoloska aktivacija T limfocita poslijedica je oSteCenja veza medu enterocitima, a

gubitak funkcije epitelne barijere rezultat je apoptoze enterocita uzrokovane invazijom giardija.
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Novija istrazivanja ukazuju da ovi procesi mogu pogodovati nastanku upalne bolesti crijeva,
sindroma iritabilnog probavnog trakta i alergijama, no mechanizmi ovih pojava jo§ nisu
objasnjeni.

Obrambeni mehanizmi domacéina na invaziju G. duodenalis dijele se na imunosne i
neimunosne (MULLER i ALLMEN, 2005.).

Poznato je da G. duodenalis posjeduje sposobnost mijenjanja povrSinskih antigena.
Reinvazije G. duodenalis ¢este su, a razlozi tome su $to ne postoji adekvatna steCena imunost,
najvjerojatnije kao poslijedica nedostatnog imunosnog odgovora domacina i varijacije
povrSinskih antigena parazita. Rezultati nekoliko istrazivanja ukazali su na vaznost mastocita
kao izvora IL-6 pri eliminaciji G. duodenalis (LI i sur, 2004.). Takoder, mehanizam ovisan o T-
limfocitima smatra se od iznimne vaznosti u kontroli akutne faze invazije ovim biasem
(SINGER i NASH, 2000.).

ALEY i sur. (1994.) dokazali su citotoksi¢ni u¢inak bioaktivnih peptida u probavnom
traktu.

ECKMAN i sur. (2003.) su utvrdili vaznost epitelijalnog dusikovog oksida u suzbijanju
invazije bi¢asima iz roda Giardia, no i sposobnost ovih bi¢asa da uvelike umanji produkciju
dusikovog oksida u epitelnim stanicama crijeva. Smatra se da je uzrok tome sposobnost giardija

da koristi velike koli¢ine arginina koji predstavlja substrat za proizvodnju dusikovog oksida.

2.5.6. Klini¢ka slika

G. duodenalis naj¢es¢i je crijevni parazit u ljudi te uzrokuje akutni ili kroni¢ni proljev,
mucninu, bolove u abdomenu, dehidraciju, nadam i gubitak tjelesne mase (FARTHING, 1997.;
ECKMANN, 2003.).

Invazija pasa bicasima G. duodenalis vrlo je Cesta, ali Cesto i asimptomatske prirode
(TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

Invazije pasa G. duodenalis vrlo su Ceste, a klini¢ka slika varira od subklinicke, blage do
izrazite. Najcesce se javljaju probavni simptomi od kojih je najucestaliji proljev koji varira od
mekse formirane stolice pa sve do potpuno profuznog i vodenastog proljeva, te moze biti
akutnog ili kroni¢nog tijeka. U stolici moze biti prisutna 1 sluz, te se moze javiti 1 flatulencija.
Ponekad je prisutna i steatoreja te vrlo neugodan miris stolice. Vecina pasa je afebrilna. U nekih

zivotinja zabiljeZzena je 1 malabsorpcija s gubitkom tjelesne mase. U imunokompetentnih
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zivotinja proljev je Cesto samoogranicavajuci. Pri kliniCkom pregledu palpacijom abdomena
Cesto se mogu palpirati zadebljali zavoji tankih crijeva. U imunosuprimiranih zivotinja te u
prisutnosti koinfekcija klinicka slika moze biti jaceg intenziteta (HERNOT 1 sur. 2005,
OWENS i GREENSON, 2007.; TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

U zivotinja invadiranih G. duodenalis nalazi hematoloskih i biokemijskih pretraga krvi
uglavnom su u fizioloskim granicama te u literaturi nisu zabiljeZena odstupanja koja bi se
smatrala patognomoni¢nima. U pasa s intenzivnim i ucestalim proljevom nalazi hematoloskih 1
biokemijskih odrednica mogu upucivati na dehidraciju i gubitak elektrolita. Rendgenoloskom
pretragom abdomena ponekad se utvrdi prisutnost vece koli¢ine plina ili teku¢eg sadrzaja u

tankim crijevima (TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

2.5.7. Dijagnostika, lije¢enje i profilaksa giardijoze pasa

Dijagnostika giardijoze pasa u svakodnevnoj praksi ukljucuje izravno mikroskopiranje
nakon izvodenja pasivne flotacije ili flotacije sa centrifugiranjem, imunofluorescenciju,
utvrdivanje antigena uz pomo¢ imunoenzimnog testa (ELISA) te umnaZanje odsjeCaka DNA
PCR metodom. Ove metode Koriste se zasebno ili se primjenjuje dijagnostika s vise dostupnih

metoda.

Lijecenje pasa u kojih su utvrdene ciste G. duodenalis u fecesu ponekad je frustrirajuce i
za veterinare i za vlasnike jer lijekovi s antiprotozoarnim djelovanjem kao S§to su fenbendazol i
metronidazol ne osiguravaju 100%-tnu ucinkovitost u lije¢enju giardijoze pasa te ¢esto dolazi do
superinfekcija. Lijekovi koji se najéesce koriste u lijeCenju giardijoze pasa preuzeti su iz humane
medicine. Najcesce koristeni lijek u lijecenju giardijoze pasa je metronidazol, a ponekad se
umjesto metronidazola koriste fenbendazol ili kombinirana terapija pirantelom, prazikvantelom i
febantelom (ROSSIGNOL, 2010.; MIRO i sur., 2007.; BOWMAN i sur., 2009.).

U novije vrijeme radena su istrazivanja u svrhu utvrdivanja uéinkovitosti nekih drugih
lijekova pri suzbijanju giardijoze pasa. FIECHTER i sur. (2012.) istrazivali su uc¢inkovitost
ronidazola u terapiji giardijoze te su navedeni lijek aplicirali per os psima u dozi od 30-50 mg na

kilogram tjelesne tezine svakih 12 sati tijekom 7 uzastopnih dana, uz mjere ciscenja i
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dezinfekcije okoliSa pasa 1 kupanje pasa u otopini klorheksidina §to je rezultiralo da je u svih
istrazivanih pasa (7) nalaz pretrage stolice na G. duodenalis bio negativan minimalno 26 dana po

zavrsenoj terapiji.

Nekoliko istrazivanja potvrdilo je u¢inkovitost prehrane hranom bogatom vlakninom ili
komercijalno dostupnim pripravcima koji sadrzavaju probiotike u kontroli klinickih simptoma
giardijoze, najvjerojatnije kao posljedica sprijeCavanja prihvacanja giardija za crijevne resice ili

ublazavanja patoloskog preraStanja crijeva bakterijama (SIMPSON i sur., 2009.).

Najucinkovitiji naéin prevencije invazije G. duodenalis sprjeCavanje je ingestije
invazivnih cisti onemoguéavanjem zivotinja da piju potencijalno kontaminiranu vodu, odnosno
prokuhavanje ili filtriranje vode iz okoliSa prije davanja Zivotinjama. Jedna od vrlo vaznih i
u¢inkovitih metoda smanjivanja kontaminacije okolisa cistama G. duodenalis je i sakupljanje

fecesa pasa nakon defekacije (SMITH i sur., 2014.).

Postojeca cijepiva klasificirana su od strane American Animal Hospital Association

(Udruzenje americkih veterinarskih bolnica) kao nepreporucljive (OLSON i sur., 2001.).

2.5.8. Ucestalost i znac¢aj invazija najcée$é¢im crijevnim parazitima u pasa

Parazitarne invazije probavnog trakta ucestale su diljem cijelog svijeta, kako u urbanim,
tako i u ruralnim sredinama. Invazije probavnog trakta ¢esto su asimptomatske ili pak uzrokuju
jedan ili vise simptoma od strane probavnog sustava. Iz tog razloga prilikom prezentacije svih
pacijenata sa simptomima od strane probavnog sustava, ali i s nespecifi¢énim simptomima kao §to
je gubitak tjelesne tezine potrebno je na listu diferencijalnih dijagnoza uvrstiti 1 parazitarne

.....

koji se Cesto nalaze u probavnom traktu pasa posjeduju i zoonotski potencijal.

ZANZANI i sur. (2014.) su na temelju izvrSenih flotacija 253 uzorka stolica pasa s
podrucja Italije utvrdili ukupnu prevalenciju crijevnih parazita u pasa 28.16% (urbana sredina) -
57.41% (ruralna sredina). Utvrdili su sljede¢e parazite: Toxocara canis, Toxascaris leonine,

Ancylostomatidae, Trichuris vulpis, Strongyloides stercoralis, Eucoleus aerophilus, Dipylidium
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caninum, Cystoisospora sp., Giardia duodenalis, pri ¢emu je najveCu prevalenciju imala G.
duodenalis (16,05-25,58%).

LITTLE i sur. (2009.) su obradili podatke izvrSenih koproloskih pretraga 1,199,293
uzoraka stolice pasa, zaprimljenih u laboratorij “Antech Diagnostics” u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama tijekom 2006. godine. Uzorci su pretrazeni metodom flotacije s cink sulfatom uz
centrifugiranje, a utvrdena je sljedeCa ulestalost parazitarnih invazija: askaridi (2.2%),
Ancylostoma spp. (2.5%), Trichuris vulpis (1.2%), G. duodenalis (4.0%), | Cystoisospora spp.
(4.4%). Autori su utvrdili ve¢u ucestalost parazitarnih invazija u maldih pasa starosti do 6

mjeseci (29,6%) u usporedbi s psima starijima od 1 godine (6,1%).

BARUTZKI i SCHAPER (2011.) su retrospektivnom studijom obuhvatili rezultate
parazitoloskih pretraga stolica 8560 macaka i 24677 pasa ucinjene u Njemackoj u razdoblju od
sije¢nja 2003. godine do prosinca 2010. godine. 30,4% pasa bilo je invadirano endoparazitima. U
pasa utvrdena je G. duodenalis (18.6 %), Toxocara canis (6.1 %), Toxascaris leonina (0.6 %),
Ancylostomatidae (2.2 %), Trichuris vulpis (1.2 %), Capillaria spp. (1.3 %), Crenosoma vulpis
(0.4 %), Angiostrongylus vasorum (0.5 %), Taeniidae (0.4 %), Dipylidiidae (< 0.1 %),
Mesocestoides spp. (< 0.1 %), Isospora spp. (5.6 %), I. ohioensis-complex (3.9 %), I. canis (2.4

%), Sarcocystis spp. (2.2 %) i Hammondia heydorni/Neospora caninum (0.3 %).

U nastavku su ukratko opisana najznacajnije karakteristike crijevnih parazita koji se

najcesce pojavljuju u pasa, pa tako 1 u istrazivanju koje je predmet ove disertacije.

Trichuris vulpis najces¢i je crijevni nematod u pasa u kojih parazitira u debelom crijevu.

Spolno zrele jedinke T. vulpis parazitiraju u cekumu i kolonu pasa i lisica pri ¢emu im je dugacki,
nitasti dio (glava) zabijen u sluznicu crijeva domacina, a posteriorni okrajak slobodan je u
lumenu crijeva. Nakon oplodnje Zzenka izlucuje jajasca (slika 2) koja izmetom bivaju izbacena u
okoli§ (slika 3.) te ovisno o vremenskim uvijetima u tlu za 3 do 8 tjedana embrioniraju u
infekcioznu larvu u jajascu. Takva jajasca koja sadrzavaju infekciozne larve budu uneSena
ingestijom u domacina, larve napustaju jajasca i smjeStaju se u sluznicu gdje unutar dva tjedna
postizu spolnu zrelost. Prepatentni period iznosi 8-12 tjedana. Odrasle jedinke dugacke su 4,5 —
7,5 cm. Klinicka slika varira od asimptomatske invazijedoizrazitih akutnih ili kroni¢nih proljeva

s hipoalbuminemijom, anemijom, letargijom i gubitkom tjelesne tezine, kao i pojava imunoloske
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deficijencijete predisponiranost ostalim patogenima. U S$tenadi se ucestalo javlja zastoj u rastu
(TRAVERSA, 2011.).

¥

Slika 3. Jajasce T. vulpis (R. Beck).

Criptosporidium spp. kokcidije su koje parazitiraju u tankom crijevu brojnih sisavaca,

ukljucujudi i pse, a posjeduju i zoonotski potencijal. Psi su najées¢e invadirani s C. canis te je
invazija ovim protozoarnim organizmima rasprostranjena po cijelom svijetu uz ucestalost oko
5% u populaciji pasa. Psi se cistama invadiraju ingestijom kontaminirane hrane ili vode, iz
oociste se u probavnom traktu pasa oslobadaju sporozoiti koji prodiru u crijevni epitel gdje se
prvo razmnoZzavaju nespolno, a potom gametogonijom nastaju zigote koje encistiraju u oociste.
Oociste mogu imati tanku ovojnicu te pucaju u tankom crijevu i uzrokuju autoinvaziju, ili debelu
ovojnicu te izmetom bivaju izbacene u okoliS. Invazija kriptosporidijama najceSce je
asimptomatska, iako u mladih Zivotinja, kao i u zivotinja koje boluju od neke druge bolesti, ¢esto
moze uzrokovati vodenasti proljev karakteristican za tanko crijevo, gubitak tjelesne mase i
gubitak apetita. Ne postoji jedinstveni usvojeni protokol terapije kriptosporidijaze, no najcesce se
upotrebljavaju tilozin ili azitromicin. Cilj terapije je zaustavljanje proljeva, a ne eliminacija
uzro¢nika (SCORZA i TANGTRONGSUP, 2010.).
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Isospora canis najcesca je kokcidija koja invadira pse. Ovaj protozoarni mikroorganizam
vrsno je specifican za pse. Oociste (Slika 4.) sporuliraju tijekom 8 sati te bivaju ingestijom
unesene u nositelja ili izvor zaraze moze predstavljati tkivo parateni¢nih nositelja uneseno
ingestijom. U crijevu oociste egzcistiraju pri ¢emu izlaze sporozoiti koji invadiraju stanice
epitela crijeva. U nositeljima se nastavlja umnazanje a novonastale ciste nesporulirane bivaju
izbaCene u okoli§ gdje sporuliraju za 12 ili viSe sati. U pasa su invazije I. canis vrlo Cesto
asimptomatske, a u imunodeficijentnih pacijenata Cesti su dugotrajni proljevi s gubitkom tjelesne
mase, gubitak apetita, dehidracija te tragovi krvi u stolici. Prisutnost spora I. canis u pasa
najc¢eS¢e se dokazuje flotacijom, a lijeCenje se temelji na aplikaciji sulfonamida i potpornoj

terapiji (LAPPIN, 2010.).

Slika 4. Oociste I. canis (R. Beck)

Uncinaria spp./ Ancilostoma spp.

Obli¢i iz rodova Ancylostoma (A caninum, A braziliense) i Uncinaria (U. stenocephala)
parazitiraju u tankom crijevu pasa, a posjeduju i zoonotski potencijal. Invazija nastupa ingestijom
slobodnozivuce larve trece generacije, laktogeno ili putem paratenicnog nositelja. Lic¢inka trece
generacije ima sposobnost penetracije u kozu (larva migrans). Vecina li¢inki uneSenih ingestijom
uvlaci se u sluznicu crijeva gdje nastavlja svoj razvoj, a potom se vra¢aju u lumen crijeva i

postaju spolno zrele. Neke ingestijom unesene li¢inke krvlju ili izravnom migracijom dospijevaju
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u periferne organe 1 tkiva (misi¢no ili masno tkivo) gdje mogu prezivjeti i do nekoliko godina.
Klini¢ki simptomi najceS¢e se javljaju u Stenadi 1 starih, imunosuprimiranih pasa, a ukljucuju
krvavi proljev, melenu te anemiju. Tijekom migracije li¢inki mogu se javiti i simptomi od strane
diSnog sustava (kasalj, iscjedak iz nosa) i povisenje tjelesne temperature. Dijagnostika se temelji
na otkrivanju jajasaca strongilidnog tipa (slika 5) u stolici pasa, no ona su u stolici prisutna tek
nakon spolnog sazrijevanja ovih obli¢a. Prepatentni period za 4. caninum iznosi 2 do 3 tjedna, a

za A. braziliense i U. stenocephala 14 do 18 dana (EPE, 2009., TRAVERSA, 2012.).

5 -
L

Slika 5. JajaSce strongilidnog tipa, Uncinaria/Ancilostoma (R. Beck)

Toxocara canis veliki je obli¢ koji parazitira u tankom crijevu pasa i divljih kanida, a

posjeduje i zoonotski potencijal. Odrasle Zenke mogu narasti do 18cm, a muzjaci do 10 cm.
Razvojni ciklus sloZen je 1 moze se odvijati na nekoliko nacina. Odrasle Zenke u crijevu nosioca
izlucuju jajasca (slika 6.) koja bivaju izbacena fecesom i pod povoljnim uvjetima embrioniraju u
invazivni oblik (li¢inka drugoga stupnja) koji bude ingestijom unesen u domacina. Tako unesena
li¢inka u mladih pasa krvotokom migrira do pluca i tu se presvlaci, biva iskasljana, progutana 1
ponovno se dva puta presvlaci u crijevu domacina, sve do spolne zrelosti. U starijih pasa

najcesc¢e ne dolazi do migracije li¢inki kroz disni sustav, ve¢ vecina li¢inki nastavlje somatsku
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migraciju krvotokom u organe i misic¢je. Tkivne liinke za vrijeme gravidnosti domac¢ina mogu
aktivno izlaziti iz tkiva i krvlju migrirati do ploda te u plodu migrirati do plu¢a, a potom i
trahejom u zdrijelo i u crijevo. Stenad se moZe invadirati i galaktogeno. Invazija ovim obli¢ima u
odraslih pasa najcesce uzrokuje probavne simptome slabijeg intenziteta, a u Stenadi i diSne
simptome, proSirenje abdomena, intenzivan proljev, pa i uginu¢e (OVERGAAUW, 1997;
OVERGAAUW i KNAPEN, 2013.).

Slika 6. Jajasca T. canis (R. Beck)

Toxascaris leonina crijevni je nematod pasa i macaka. Nakon $to jajasca budu peroralnim

putem unesena U organizam li¢inka izlazi iz jajasca i zavlaci se u sluznicu tankih crijeva gdje se
dalje razvija. Odrasle jedinke izlu¢uju jajasca koja pak u okoliSu embrioniraju unutar 3-6 dana te
postaju invazivna. Klini¢ki simptomi (proljev, gubitak tjelesne mase) javljaju se pretezno u
mladih ili imunodeficijentnih pasa (MARINCULIC i BECK, 2010.).

2.5.9. Uloga Klostridija u patogenezi bolesti probavnog trakta

Uloga bakterija u patogenezi razvoja probavnih simptoma u pasa kontroverzna je i
predmetom je brojnih istrazivanja. Kao najfeS¢e patogene bakterije u probavnom traktu pasa
navode se Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Campylobacter spp., Salmonella spp. i
E. coli. Pri svakodnevnim dijagnostickim izazovima veterinarima je ponekad tesko izabrati

odgovarajuci protokol uzimanja i obrade stolice u svrhu izolacije i identifikacije bakterijskih
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patogena. Razlog tome je Sto ne postoji opce prihvaceni protokol za ove postupke ve¢ samo niz
preporuka 1 miSljenja. Vecina bakterijskih patogena povezuje se s samoograni¢avajucim
proljevima te se ne lijece antimikrobnim lijekovima veé potpornom terapijom. Salmonella spp. i
Campylobacter spp. potencijalni su izvori zoonoza, no niti u lijecenju ovih bakterijskih infekcija

antimikrobni lijekovi ne promjenjuju se rutinski (MARKS i sur., 2011.).

2.5.9.1. Uloga C. perfringens u patogenezi proljeva u pasa

Clostridium perfringens gram-negativna je, anaerobna, Stapicasta bakterija koja posjeduje
sposobnost tvorbi endospora, a smatra se jednom od najraSirenijih patogenih bakterija te
nastanjuje probavni trakt ljudi i Zivotinja. Endospore tipova B, C i D bakterije C. perfringens
mogu u tlu prezivjeti viSe mjeseci. C. perfringens tvori veliki broj razli¢itih letalne toksina koji
se, (o, B, v, € itd.), te 1 desetak drugih toksina, ukljuc¢uju¢i CPE (Clostridium perfringens
enterotoksin) pa je unutar vrste bakterija podijeljena u tipove oznacene slovima od A do E,

ovisno o tome koje toksine tvori (tablica 9).

Tablica 9. Tvorba letalnih toksina s obzirom na tip C. perfringens.

Tip C. perfringens Toksin alfa (o) Toksin beta () Toksin jota (1) Toksin epsilon (g)
A + - - -
B + + - +
C + + - -
D + - - +
E + - + -

C. perfringens tip A povezuje se s trovanjem hranom u ljudi te s akutnim i kroni¢nim
proljevima u pasa i sindromom akutnog hemoragijskog proljeva u pasa. Uloga CPE u patogenezi
proljeva u pasa kontroverzna je, naime, ovaj enterotoksin dokazan je (ELISA) u 34% pasa s
proljevom, ali i u 5-14% pasa bez proljeva. Ostaje pretpostavka da je ovaj patogen vjerojatno

oportunisti¢ki patogen koji klinicke simptome izaziva u koinfekciji s nekim drugim patogenima
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ili je slu¢ajan nalaz u pasa. Dijagnostika infekcije C. perfringens temelji se na dokazu uzro¢nika
uz dokaz CPE. CPE se u komercijalne svrhe najces¢e dokazuje ELISA-om, medutim na ovaj
nacin ovaj enterotoksin je dokazan u ¢ak 14% asimptomatskih pasa. PCR metodom dokazuju se
geni povezani s virulencijom uzro¢nika (cpe, cbp2) no ova metoda ne bi se trebala koristiti kao
jedina metoda u dijagnostici infekcije, ve¢ zajedno s ELISA metodom dokaza CPE (MARKS i
sur., 2011.; WEESE, 2011.).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Pojava simptoma u pasa invadiranih s G. duodenalis nije u potpunosti razjasnjena, ne
samo u pasa ve¢ i ostalih kraljeznjaka, tako da bi razumijevenje pojedinih genetskih skupina G.
duodenalis u pasa bez i s klinickim simptomima i utjecaj na intenzitet probavnih simptoma
moglo biti model i za druge Zivotinje i ljude. Kako do sada nije provedeno sustavno istrazivanje
ove problematike hipoteze ovog istrazivanja su slijedece:

-G. duodenalis pojavljuje se u pasa s klini¢ckim simptomima;

-G. duodenalis pojavljuje u pasa bez klinickih simptoma;

-postoje razlike u intenzitetu klini¢kih simptoma s obzirom na genski tip G. duodenalis;

-postoje istovremene invazije s vise razlicitih vrsta crijevnih parazita.

Ciljevi ovog istrazivanja su:

-utvrdivanje pojavnosti G. duodenalis u uzorcima stolice pasa s proljevima;

-utvrdivanje pojavnosti G. duodenalis u uzorcima stolice pasa bez proljeva;

-procjena intenziteta klinickih simptoma u pasa i njihova korelacija s pojavnosti G.
duodenalis;

-odredivanje korelacije izmedu pojedinih genskih skupina G. duodenalis i intenziteta
klini¢kih simptoma u pasa;

-odredivanje korelacije izmedu intenziteta probavnih simptoma i pojavnosti koinvazije s

viSe vrsta crijevnih parazita.
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4. MATERIJALI | METODE

U istrazivanje su bila ukljucena 82 psa uvedena u ambulantni protokol (Inc. Veterina)
koji su zaprimljeni u Kliniku za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta u Zagrebu zbog
probavnih simptoma kao i psi koji su obradivani u svrhu sistematskih pregleda, a nisu imali
probavne simptome, odnosno, samo psi za koje su u ambulantnom protokolu postojali
anamnesticki podaci, podaci o izvrSenom klinickom pregledu, laboratorijskim pretragama krvi te
pretragama stolice. Istrazivanjem su obuhvaceni psi neovisno o spolu i pasmini, stariji od godinu
dana te samo psi koji su redovito cijepljeni protiv parvovirusne infekcije pasa i koronavirusne

infekcije pasa.

Psi su podijeljeni na dvije skupine: psi s probavnim simptomima (simptomatski) i psi bez
prisutnih probavnih simptoma (asimptomatski). Obje ove skupine podjeljene su na pse pozitivne
na G. duodenalis i pse negativne na G. duodenalis. Unutar skupine pozitivnih na G.duodenalis

formirane su skupine pasa ovisno o pojedinom genskom tipu G. duodenalis.

Psi ukljuceni u istrazivanje bili su klini¢ki pregledani u svrhu iskljuéivanja drugih
sistemskih bolesti te su od vlasnika/drzaoca uzeti temeljiti anamnesticki podaci kako bi se

utvrdio intenzitet eventualnih klini¢kih simptoma.

Klinic¢ki se pregled sastojao od:

a) mjerenja tjelesne temperature, odredivanja frekvencije bila i disanja
b) pregleda vidljivih sluznica i palpacije potkoznih limfnih ¢vorova
c) auskultacije pluca i srca

d) palpacije abdomena

Uzimanije i priprema uzoraka krvi

Svim psima uzeta je krv iz venae cephalicae antebrachii u epruvete s kalij-etilen diamino

tetraoctenom kiselinom (EDTA) za hematoloske pretrage i U epruvete s gelom za biokemijske
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pretrage. Krv iz epruvete s gelom ostavljena je 30 min da se zgrusa te centrifugirana na 3000

okretaja tijekom 10 minuta.

Krv iz epruvete s antikoagulansom iskoristena je za dobivanje hematoloskih pokazatelja
na hematoloSkom broja¢u Backer System Serrano 9120 (Serrono-Backer Diagnostic, Inc,
Allentown, Pennsylvania, SAD) i za diferencijalnu krvnu sliku (krvni razmaz bojan standardnim
bojanjem May-Grunwald-Giemsa). Diferencijalna krvna slika dobivena je brojenjem udjela
segmentiranih i nesegmentiranih granulocita, monocita i limfocita na 100 leukocita u
preparatima krvnog razmaza. Rasponi referentnih vrijednosti za pojedine pokazatelje kompletne

krvne slike navedeni su u tablici 10.

Tablica 10. Referente vrijednosti istrazivanih hematoloskih pokazatelja Laboratorija Klinike za
unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

POKAZATELJ MJERNA REFERENTI RASPON
JEDNICA
Eritrociti x 10™/L 5,5-8,5
Hematokrit % 37-55
Hemoglobin 120-180
Trombociti x 10°/L 200-700
MCV 60-77
MCH 19-23
MCHC 320-360
MPV
RDW
Leukociti x 10°/L 6-17
Segmentirani neutrofili % 60-77
Nesegmentirani neutrofili % 0-1
Limfociti % 12-33
Eozinofili % 2-10
Bazofili %
Monociti % 3-10

Serum je iskoriSten za odredivanje sljedecih pokazatelja: urea, kreatinin, glukoza, alanin
aminotransferaza, aspartat aminotransferaza, alkalna fosfataza, ukupni bilirubin, alfa- amilaza,

lipaza, ukupni proteini, albumini, kreatin kinaza, kolesterol i trigliceridi koje su sastavni dio
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biokemijskog profila, kako u dijagnostici bolesti probavnog sustava, tako 1 pri izvodenju
sistematskih pregleda klinicki zdravih pasa. Biokemijski pokazatelji odredivani su u cilju
isklju¢ivanja bolesti ostalih organskih sustava koje mogu dovesti do pojave nespecificnih
klinickih simptoma (npr. zatajivanje bubrega). Biokemijski pokazatelji odredeni su standardnim
metodama na biokemijskom analizatoru Olympus AU 600 s kemikalijama tvrtke Olympus
(Olympus diagnostica GMBH). Rasponi referentnih vrijednosti za pojedine biokemijske

pokazatelje u serumu pasa navedeni su u tablici 11.

Tablica 11.Referente vrijednosti istrazivanih biokemijskih pokazatelja Laboratorija Klinike za
unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

POKAZATELJ MJERNA REFERENTNI
JEDNICA RASPON
Ureja mmol/L 3.3-8,3
Kreatinin umol/L 40-140
Ukupni proteini g/L 55-75
Albumini g/L 26-33
Ukupni bilirubin umol/L -8,6
Glukoza mmol/L 3,6-5,5
ALT u/L -88
AST u/L -82
ALP u/L 20-156
CPK u/L -160
Amilaza u/L -1600
Lipaza u/L 13-200
Kolesterol mmol/L 3,5-7,1
Trigliceridi mmol/L 0,2-1,3

4.1. KLINICKA PROCJENA INTENZITETA BOLESTI

U svrhu klini¢ke procjene intenziteta bolesti koristili smo se ve¢ prihvacenim sustavom
CCECAI koji obuhvaca aktivnost zivotinje, apetit, povrac¢anje, konzistenciju stolice, ucestalost
stolice, gubitak tjelesne mase, pojavu pada koncentracije albumina u serumu, pojavu ascitesa i

edema, te pojavu pruritusa. U modificirani bodovni sustav uvrstili smo i klinicke odrednice:
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svjeza krvi u stolici, melena i pojava sluzi u stolici, a svi su anamnesti¢ki podaci preuzeti iz

ambulantnog protokola (tablica 12.).

Tablica 12. Modificirani sustav vrednovanja klini¢kih simptoma i procjena intenziteta klinickih

simptoma

Parametar Sustav intenziteta klinic¢kih
simptoma
Tjelesna aktivnost | 0-normalna

pacijenta

1-blago smanjena
2-umjereno smanjena
3-izrazito smanjena

Apetit 0-normalan
1-blago smanjen
2-umjereno smanjen
3-izrazito smanjen
Povracanje 0-bez povracanja

1-rijetko (1x tjedno)
2-umjereno (2-3 X tjedno)
3-ucestalo (» 3 x tjedno)

Konzistencija stolice

0-normalna

1-meka stolica

2-vrlo mekana stolica
3-vodenasta dijareja

Ucestalost defekacije

0-normalna

1-blago ucestala (2-3/d, ili krv/sluz u
stolici)

2-umjereno ucestala (4-5/d)
3-izrazito ucestala (>5/d)

Gubitak tjelesne | 0-nema gubitka tj. teZine

tezine 1-blagi (do 5% tj tezine)
2-umjereni (5-10% tj. tez.)
3-izraziti (010 % tj. tezine)

Koncentracija 0-albumin »20 g/L

albumuna u serumu

1-albumin 15-19,9 g/L
2-albumin 12-14,9 g/L
3-albumin <12 g/L

Ascites i periferni | 0-nema

edemi 1-blagi ascites ili periferni edemi
2-umjereni ascites ili periferni edemi
3-izraziti ascites ili periferni edemi

Pruritus 0-nema pruritusa

1-povremeni pruritus
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2-izraziti pruritus, ali prestaje za
vrijeme sna
3-izraziti pruritus i za vrijeme sna
Svjeza krv u stolici 0-nije prisutno
1-prisutno
Melena 0-nije prisutno
1-prisutno
Sluz u stolici 0-nije prisutno
1-prisutno
UKUPAN
MAKSIMALNI 30
ZBROJ BODOVA

Parametri procjene intenziteta klinickih simptoma odredivani su jednokratno na temelju
anamnestickih podataka od strane vlasnika zivotinje ili, u slu¢aju hospitaliziranih pacijenata, na
temelju zapazanja ordinariusa zabiljeZenih u ambulantnom protokolu. Nakon procijenjivanja
svake odrednice ovog sustava numericke vrijednosti svih simptoma zbrojene su te iskazane
brojem od 0 do 30. Bodovni sustav sadinjen od navedenih elemenata rezultirao je ukupnim

maksimalnim zbrojem bodova 30.

Takoder, psi u kojih je utvrdena promjena ucestalosti defekacije i/ili promjena

konzistencije stolice okarakterizirani su kao skupina pasa s proljevom.

Za sve pse u kojih je utvrden jedan ili viSe simptoma odredeno je i trajanje simptoma te
kategorizacija u akutne simptome (trajanje do 14 dana) i kroni¢ne simptome (trajanje duze od 15

dana).

4.2. METODE PRETRAZIVANJA UZORAKA STOLICE PASA

Uzorci stolice pasa prikupljeni su neposredno nakon defekacije u sterilne posudice
zapremine 50 ml te su unutar 8 sati dostavljeni u Parazitoloski laboratorij Veterinarskog instituta
na parazitolosku obradu i u Mikrobioloski laboratorij na dokazivanje bakterija C. perfringens.
Uzorci su uzimani u sklopu redovite klini¢ke obrade pacijenata s probavnim simptomima
zaprimljenih na Kliniku za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, kao i u sklopu

sistematskih pregleda pasa koji nisu imali simptome od strane probavnog trakta. Svi uzorci
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pretrazeni su na postojanje parazita metodom flotacije te neposrednom imunoflourescencijom, a
tipizacija svih giardija provedena je izdvajanjem ukupne DNA, umnazanjem specificnog
odsjecka DNA i odredivanjem nukleotidnog sljeda procis¢enog proizvoda za svaki pojedini

izolat.

Ukupan broj parazita/patogena zbroj je svih istrazivanih vrsti parazita/patogena u

pojedinoj jedinki psa.

4.2.1. Flotacija

1. 3-5 grama svjezeg fecesa izmje$ano je homogeno s flotacionom teku¢inom (zasi¢ena
otopina kuhinjske soli) na vrtlozniku u epruveti zapremine 50 ml s ¢epom tako da
ukupni volumen nije prelazio 10 ml

2. Dobivena suspenzija prelivena je preko sita i lijevka u epruvetu zapremine 15 ml.

3. Dodano je flotacione tekucine toliko da se stvori konveksna povrsina

4. Na tako dobivenu konveksnu povrSinu oprezno je stavljeno pokrovno stakalce
dimenzija 18 x 18 ili 20 x 20 mm

5. Epruveta s pokrovnicom oprezno je stavljena u centrifugu te je centrifugirana na
1500 okretaja u minuti 5 minuta

6. Po zavrSenom centrifugiranju pokrovnica je oprezno skinuta s epruvete i prebacena
na predmetnicu na nacin da je strana koja je bila priljubljena uz tekuéinu iz epruvete
nalegla na predmetnicu

7. Dobiveni preparat je u cijelosti pregledan pod mikroskopom s povecanjima od 40 do
1000 puta. Nadeni razvojni stadiji parazita (jajasca, li¢inke, ciste, oociste)

identificirani su na osnovi morfoloskih karakteristika pojedinih rodova ili vrsta.

4.2.2. Imunofluorescencija

Stolice svih pasa pretrazene su flotacijom s 1M otopinom sukroze, a zatim su ispirani sa

fosfatnim puferom, pH 7,2 (PBS). Tako pripremljeni uzorci pretrazeni su neposrednom
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imunoflourescencijom koristeé¢i se kitom MERIFLUOR “Cryptosporidium/Giardia (C/G) testa
(Meridian bioscience, SAD). Uzorci u kojima su dokazane ciste pohranjeni su u kalijev bikromat
kako bi se satuvala njihova vitalnost. MERIFLUOR®Cryptosporidium/Giardia C/G test se
temelji na neposrednom vezanju specificnih protutijela na povrSinske proteine cista giardija i
oocista kriptosporidija. Reagens za dokazivanje sadrzi monoklonska protutijela obiljezena
fluorescein isotiocijanatom (FITC). Obiljezena protutijela vezu se na povrSinske proteine oocista
kriptosporidija i cista giardija te se ovaj fenomen detektira metodom fluorescencije pri ¢emu se
podloga boji narancasto crvenom bojom, a ciste fluoresciraju¢e zelenom bojom Sto olakSava

vizualizaciju cisti. Pri svakom pretrazivanju uzoraka koriStena je pozitivna i negativna kontrola.

4.2.2.1. Protokol za pripremu uzorka izmeta za dokazivanje protozoa G. duodenalis i
Cryptosporidium spp.

Pet (5) grama uzorka stolice pomijesano s vodom i vrtlozen u zatvorenim plasticnim
epruvetama zapremine 50 ml do nastanka homogene suspenzije. Dobivena suspenzija filtrirana je
kroz cjedilo u novu epruvetu zapremine 50 ml kako bi se uklonile veée Cestice necistoce te je
sadrzaj epruvete nadopunjen destiliranom vodom do ukupne zapremine 50 ml, a zatim su
epruvete su centrifugirane (Centrifuge 5804, Eppendorf) na 800 x g pet minuta (2200 okretaja u
minuti). Po zavrSenom centrifugiranju uklonjeno je 45 ml supernatanta vakuum sisaljkom te je
konaéni volumen iznosio pet ml. Sediment je ponovno vrtloZzen kako bi se dobila homogena
suspenzija koja je naslojena na sedam ml 1M otopine sukroze u plasticnoj epruvti zapremine 15

ml koja je potom centrifugirana 800 x g 10 minuta.

Dobiveni flotat pretoen je u plasticne epruvete zapremine 50 ml i1 nadopunjen
destiliranom vodom do 50 ml ukupne zapremine, a potom su ciste u uzorku sedimentirane i
procis¢ene od sukroze centrifugiranjem na 800 x g tijekom 10 minuta. Vakuum sisaljkom je
uklonjen supernatant te je ponovo dodana destilirana voda do 50 ml ukupne zapremine te su
epruvete centrifugirane na 800 x g tijekom 10 minuta. Supernatant je uklonjen vakuum sisaljkom
na nacin da je konacna zapremina sedimenta iznosila od 0,5 do 1 ml, ovisno o gusto¢i te je ovako

pripremljen uzorak pogodan je za dalje pretraZivanje.
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4.2.2.2. Izvodenje neposredne imunofluorescencije kitom
MERIFLUOR®Cryptosporidium/Giardia testom

Na svako polje predmetnice za imunoflourescenciju naneSeno je 15 do 20 pl ranije
pripremljenog uzorka te je uzorak ostavljen da se osusi. Na svako polje naneseno je 15 pl ranije
pripremljene "radne otopine" koja se sastoji od 200 pl fosfatnog pufera, 40 pl detekcijskog
reagensa, 50 ul kontrastnog sredstva i 3 ul DAPI (boja 4',6-diamidino-2-phenylindol). Uzorci su
inkubirani u vlaznoj komori na 37°C 60 minuta. Nakon inkubacije, uzorci oprezno isprani sa
fosfatnim puferom (PBS, pH 7,2) te su zatim osuseni. Pretrazeni su fluorescentnim mikroskopom

pod poveéanjem od 200 i 400 puta.

4.2.3. Molekularna karakterizacija

Genska tipizacija svih giardija provedena je izdvajanjem ukupne DNA, umnaZanjem
specifinog odsjecka DNA 1 odredivanjem nukleotidnog sljeda proc¢is¢enog proizvoda za svaki

pojedini izolat.

Parazitska DNA je izdvojena komercijalnim kitom QIAamp DNA Stool Mini Kit-a
(Quiagen, Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Kit omogucava najkvalitetnije
izdvajanje DNA iz izmeta, a ujedno i iz patogenih organizama koji mogu biti prisutni u izmetu.
Razlic¢iti sastojci izmeta mogu degradirati DNA 1 inhibirati lanCanu reakciju polimeraze.
Specificnost ovog kita je sastavni dio InhibitEX tableta koja veoma ucinkovito veze inhibitore
polimerizacije u ranoj fazi izdvajanja DNA te je ovako izdvojena DNA iz izmeta pogodna za

daljnje postupke analize.

U plasti¢ne epruvete od 2 ml dodano je 100 pul uzorka u kojem su bile prisutne ciste
giardija i 2 ml puferske otopine ASL. Epruvete su vrtloZene tijekom 15 do 30 sekundi dok nije
dobivena homogenizirana suspenzija u puferskoj otopini ASL te su suspendirane ciste inkubirane
na 90°C u puferskoj otopini ASL u trajanju pet minuta. Potom je suspenzija vrtlozena 15 sekundi

1 centrifugirana tijekom jedne minute na 14000 okretaja u min kako bi se oborile sve Cestice.

Cjelokupni sadrzaj prebacen je u novu plastiénu epruvetu U koju je dodana jedna

InhibitEX tableta 1 vrtloZen jednu minutu do potpune suspendiranosti tablete. Uzorak je zatim
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ostavljen je na sobnoj temperaturi kako bi se inhibitori polimerizacije u potpunosti vezali i potom
je centrifugiran tri minute na 14000 okr/min kako bi se oborile sve Cestice izmeta i Cestice
InhibitEX tablete sa vezanim inhibitorima. Supernatant je prebacen u novu ependorf epruvetu i
ponovno centrifugiran na 14000 okr/min tijekom tri minute. U novu ependorf epruvetu
ispipetirano je 15 pl proteinaze K i 200 pl supernatanta te puferska otopina AL i ta je smjesa
vrtloZzena 15 sekundi te je inkubirana 10 minuta pri temperaturi 70°C, a zatim je u smjesu dodano
200 pl apsolutnog etanola i nakon ¢ega je provedeno vrtlozenje u trajanju od 15 sekundi. Po 415
ul priredene suspenzije dodano je u QIAamp kolone za centrifugiranje koje su stavljene u
plasti¢ne epruvete volumena 2 ml. Kolone su centrifugirane u mikrocentrifugi pri 8000 okr/min
tijekom jedne minute. Ovim postupkom se ha membranu kolone vezala ukupna DNA iz uzorka.
Kolone s vezanom DNA stavljene su u novu plasticnu epruvetu u koju je dodano 500 pl
aktivirane puferske otopine AWL1. Kolone su zatim centrifugirane na 8000 okr/min tijekom jedne
minute te su prebacene u nove plasticne epruvete u koje je dodano 500 pl aktivirane puferske
otopine AW2. Kolone su centrifugiranje pri 14000 okr/min tijekom tri minute te su prebacene u
nove plasti¢ne epruvete i centrifugirane pri 14000 okr/min tijekom jedne minute kako bi se u
cijelosti odstranila AW2 puferska otopina. Kolone su nakon toga stavljene u nove ependorf
epruvete 1 neposredno na membrane dodano je 100 pl puferske otopine AE kojom se isprala
izdvojena DNA. Kolone su inkubirane na sobnoj temperaturi tijekom jedne minutei potom su
centrifugirane pri 8000 okr/min tijekom jedne minute ¢ime je u ependorf epruveti dobivena
izdvojena DNA koja je koriStena u postupku lancane reakcije polimerazom za dokazivanje

ciljanih DNA odsjecaka giardija.

Lancana reakcija polimerazom koriStena je kako bi se umnoZio ciljani odsje€ak male
podjedinice ribosomske DNK gena od 175 parova baza (engl. base pairs,bp). Ovaj gen je odabran
jer se nalazi u ve¢em broju kopija te je stoga pogodan za dokazivanje vrsta iz roda Giardia kao i
genskih skupina vrste G. duodenalis. Ciljani odsjecak DNA je umnoZen upotrebom dva para
pocetnica prema READU i sur. (2002) ugnjezdenim PCR protokolom (engl. nested PCR). Za
umnazanje veceg odsjecka od 291 bp u prvoj PCR reakciji upotrijebljena je prednja pocetnica
RHI11 5'CATCCGGTCGATCCTGCC3’ 1 straznja pocetnica RH4
5'AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG3'.
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Kao predlozak za drugu PCR reakciju upotrebljen je PCR proizvod iz prve reakcije
koriStenjem prednje pocetnice GiarF 5'GACGCTCTCCCCAAGGAC3' 1 straZznje pocetnice
GiarR 5’"CTGCGTCACGCTGCTCG3'. U prvoj reakciji je koriSteno 2ul izdvojene DNA. U
drugoj reakciji je koriSteno Sul PCR proizvoda iz prve reakcije. Ocekivana veli¢ina umnozenog

proizvoda SSU rRNA gena protozoona G. duodenalis je 175 bp.

Lancana reakcija polimerazom izvodena je u zasebnoj prostoriji, prilikom cega je rabljen
pribor slobodan od DNA/RNA, zastitna odjeca te rukavice. Takoder je koriStena voda slobodna
od enzima rnaza i dnaza, poseban set mikropipeta od 10 pl, 100 pl 1 1000 pl sa odgovaraju¢im
nastavcima s filterom i epruvetice za PCR od 0,2 ml slobodne od dnaze. MjeSavina svih reagensa
(engl. Master mix) potrebnih za umnozavanje dobivenog proizvoda PCR metodom pripremljena
je u sterilnim ependorf epruvetama, a koristene su sljedece koli¢ine reagensa istog proizvodaca

(Promega, Madison, W1, USA):

Reagens Koli¢ina za I Koli¢ina za II
reakciju reakciju
Voda slobodna od enzima rnaza i dnaza 29,5ul 26,5 pl
Greeen Flexi reakcijski pufer (5X) 10 pl 10 pl
25mM MgCl; 3ul 3ul
dNTP Mix (10 pmol) 1ul 1ul
Prednje specifi¢ne pocetnice (10 pmol) 1l 1l
Straznje specificne pocetnice (10 pmol) 1ul 1l
GOtaq Flexi DNA Polymerase (5U/ul) 0,25 ul 0,25 ul
DNA predlozak 2 ul Sul
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Sadrzaj je pipetiranjem dobro promijesan i razdijeljen u svaku PCR epruveticu u koli¢ini
od 48ul za prvu reakciju, a zatim je u svaku PCR epruveticu uneseno 2 ul uzorka izdvojenog
DNA ispitujucih uzoraka, odnosno jednaka koli¢ina vode za negativnu kontrolu. U posljednu
PCR epruveticu unesena je referentno pozitivna DNA kontrola. Prije izvodenja PCR-a pocetnice
su razrijedene s vodom slobodnom od enzima rnaza i dnaza tako da je radna koncentracija
pocetnica bila 10 pmol/ul. PCR epruvetice su stavljene u toplokruznik ProFlex™ (Life
Technologies, Carlsbad, USA) pri 95°C i pokrenut je program 1 za umnazanje vanjskog odsjecka
Ssu RRNA gena velic¢ine 272 pb. Obje reakcije se sastojala od inicijalne 2 minute danaturacije,

nakon ¢ega je usljedilo 40 ciklusa slijede¢im redom:

1. denaturacija pri temperaturi od 95°C kroz 30 s;
2. prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 53°C kroz 30 s

3. produzenje pri temperaturi od 72°C kroz 30 s

Nakon posljednjeg ciklusa, produzenje je provedeno na 72°C tijekom sedam minuta.

Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

Za drugu, ugnjezdenu reakciju koriSteno je 45 pl mjeSavine 1 Sul PCR proizvoda iz prve
reakcije, koji je sluzio kao predlozak za drugu PCR reakciju. MjeSavina je pripremljena na isti
nacin kao 1 u prvoj reakciji samo su koristene pocetnice Giar F 1 Giar R. Za sigurnost 1 kontrolu
moguce kontaminacije koriStene su dvije negativne kontrole i jedna pozitivna kontrola. Prva
negativna kontrola je predstavljala 5 pl predloska negativne kontrole iz prve reakcije, dok je
druga predstavljala 5 ul vode. Za pozitivnu kontrolu koristeno je Sul pozitivne kontrole iz prve
reakcije. PCR metodom iz izdvojene DNA umnoZzen je odsjecak Ssu rRNA gena koji je koristen
za odredivanje nukleotidnog sljeda. Uspjesnost umnoZzavanja provjerena je elektroforezom u

gelu.

PCR proizvodi vizualizirani su kapilarnom elektroforezom (QIAxcel®, Qiagen Hilden,
Germany) uz koristenje QIAxcel DNA Screening Kit (2400), markera za poravnavanje i (QX
DNA Alignment Marker 15bp/1kb) 1 markera za odredivanje veli¢ine umnoZenih odsjecaka (QX
DNA Size Marker 50bp-800bp). Umnozeni odsjecci su prociséeni koristenjem ExoSAPIT ® PCR
CleanUp Reagent (USB, Cleveland, USA) prema uputama proizvodaca. Odredivanje

nukleotidnog sljeda obavljeno je pomoc¢u «ABI PRISM BigDye» terminator sustavom
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«GeneAmp PCR 2400» («PE Biosystems, SAD) i setom pocetnica: prednje pocetnice GiarF
5'GACGCTCTCCCCAAGGAC3' i straznje pocetnice GiarR 5'CTGCGTCACGCTGCTCG3' u
koncentraciji od 10 pl/ml. Uzorci su sekvencionirani u komercijalnoj kompaniji Macrogen Inc.

(Amsterdam, Netherlands).

Rezultate odredivanja nukleotidnih sljedova obradeni su pomoc¢u racunalnog programa
SeqMan II (DNASTAR, Madison WI, USA) s pripadaju¢im potprogramima SeqMan 1 EditSeq.
Ovim programom su usporedeni nukleotidni sljedovi oba smjera. Ovako obradene i spremljene u
FASTA format kasnije su usporedene s dostupnim sekvanecama u bati gena GENBANK
(NCBI) putem trazilice BLAST ( Basic Local Aligment Search Tool). Na ovaj nacin je dokazana

pripadnost istarzivanih sekvenci referentnim sekvencama pojedinih genskih skupina.

4.2.4. Clostridium perfringens

Izdvajanje bakterije Clostridium perfringens ucinjeno je u cilju identifikacije iste kao
mogucéeg patogena koji je poznat kao mikroorganizam prisutan u probavnom traktu zdravih i
bolesnih pasa, ali u uvjetima bolesti moze dovesti do pojac¢anog intenziteta klinickih simptoma u

pasa, neovisno o mogucénostima tvorbe toksina.

Za izdvajanje bakterije Clostridium perfringens iz uzoraka stolice pasa koristio se svjeze
pripremljeni krvni agar (Blood Agar Base No. 2s 5% defibrinizirane ov¢je krvi) uz dodatak
eskulina (Merck, kat. br. 1.10328.0500). Navedena hranjiva podloga koristi se za izdvajanje i
uzgoj raznih zahtjevnih mikroorganizama, posebno patogenih vrsta, kao i za utvrdivanje vrste
hemolize.

Nacijepljenje ploc¢e inkubirane su na 37°C u anaerobnim uvjetima. Za stvaranje
anaerobnih uvjeta koristenje McIntosh-ev lonac, GasPack vrecice (OX-AnaeroGen) te indikatori
za kontrolu anaerobnih uvjeta. Nakon inkubacije od 24 sata izvrSena je identifikacija navedene
bakterijske vrste na osnovu morfoloskih osobina. Sive, okrugle, glatke kolonije promjera oko 2-5
mm s dvostrukom zonom hemolize precijepljene su u svrhu dobivanja Ciste kulture. Iz naraslih
kolonija napravljeni su razmasci koji su obojeni po Gramu, te napravljeni test katalaze i
oksidaze. C. perfringens je gram pozitivan kratki Stapi¢, katalaza negativan i oksidaza pozitivan.

Daljnja identifikacija izvriena je na osnovu biokemijskog niza (BBL Crystal™Identification
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systems, Anaerobe ID kit) koji sluzi za identifikaciju anaerobnih bakterija koristeci

konvencionalne fluorogene i kromogene supstance.

Odabrane kolonije su suspendirane u tekuéini za pripremu inokuluma 10-15 sekundi da
opticka gustoca suspenzije bude 0,4 McFarlanda. Inokulacijska tekuéina ulije se na ciljno mjesto

na bazi ploce.

Eskulin - krvni agar (EKA)

Eskulin-krvni agar priprema se tako da se prvo otopi bazna hranjiva podloga (Blood Agar Base
No. 2, Merck kat. br. 1.10328.0500) prema uputstvima proizvodaca. Ukratko, koli¢ina od 40 g
hranjive podloge otopljena je u litri demineralizirane vode i autoklavirana na 121°C kroz 15
minuta. Nakon $to je smjesa ohladena na 45-50°C, dodano je 5% sterilne defibrinizirane krvi i
prethodno pripremljeni 1% - tni eskulin u koli¢ini 13,75 mL na 500 mL podloge. Eskulin je dva
sata prije dodavanja zagrijan na sobnoj temperaturi, kao i defibrinizirana krv. Smjesa medija i

eskulina njezno je promjesana da se izbjegne pojava mjehurica te razlivena u Petrijeve zdjelice.

Sastav hranjive podloge Blood Agar Base No. 2 (Merck, kat. br. 1.10328.0500)
Sastav Merck 1.10328.0500 g/L

Nutrient substrate (ekstrakt kvasca, peptoni, 23,0
jetreni hidrolizat)

NaCl 50
Agar-agar 12,0
DV 1000 mL
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4.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka obavljena je programom Stata 13.1 (Stat Corp. USA).
Rezultati su prikazani kao medijan, minimalna i maksimalna vrijednost ili kao aritmeticka
sredina s pripadaju¢om standardnom devijacijom, ovisno o razdiobi podataka. Vrijednosti su
medusobno usporedene t-testom ili testom za neparametrijske vrijednosti (Man Whitney U-test).

Za usporedbu vrijednosti vise od dviju skupina koristen je Kruskall-Wallis test.

Za usporedbu varijabli iskazanih u binarnom obliku (pozitivni/negativni) koristen je hi-
kvadrat ili Fisher exact test. Vrijednosti intenziteta klinickih simptoma korelirani su s prisutnoscu

pojedinih  parazita Kendall tau testom. Statisticki znacajnim se smatra p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. OSNOVNI PRIKAZ CJELOVITE SKUPINE ISTRAZIVANIH PASA

Postujuéi kriterije navedene u materijalima i metodama, u istrazivanje su bila ukljucena
ukupno 82 psa. Svi su istrazivani psi zaprimljeni na Kliniku za unutarnje bolesti Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u razdoblju od 01.01.2012. do 31.12.2012. godine zbog
probavnih simptoma (skupina simptomatskih pasa, n=42) kao i psi koji su obradivani u svrhu
sistematskih pregleda, a nisu imali probavne simptome (skupina asimptomatskih pasa, n=40).
Obje ove skupine podjeljene su na pse pozitivne na G. duodenalis (n=25) i pse negativne na G.
duodenalis (n=57). Unutar skupine pozitivnih na G. duodenalis formirane su skupine pasa
ovisno o pojedinom genskom tipu G. duodenalis. U istrazivanje su bili ukljueni psi neovisno o
spolu 1 pasmini te samo psi stariji od godinu dana. Od ukupno 82 psa uklju¢ena u ovo
istrazivanje G. duodenalis izolirana je u 25 pasa te je genskom tipizacijom utvrdena genska
skupina G. duodenalis C u 10 pasa (40% invadiranih pasa), a genska skupina D u 15 pasa (60%

invadiranih pasa).
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5.2. UCESTALOST G. duodenalis U ISTRAZIVANIM SKUPINAMA PASA

H Giardia neg.

H Giardia poz.

Slika 7. Ucestalost G. duodenalis u svih istrazivanih pasa (n=82)

U svih istrazivanih pasa (n=82) utvrdena je ucestalost G. duodenalis 30,4% (n=25)
(Slika 7).

U istrazivanih pasa dokazane su giardije vrsno specificnih genskih skupina C i D, dok
zoonotske skupine A i B nisu dokazane ovim istrazivanjem. U 10 pasa u kojih su utvrdene
giardije genskom tipizacijom utvrdene su giardije genske skupine C, a u 15 pasa giardije genske

skupine D.
5.2.1. Uéestalost G. duodenalis u simptomatskih i asimptomatskih pasa
U skupini pasa s klini¢kim simptomima (n=42) utvrdena je ucestalost G. duodenalis

31% (n=13), dok je u skupini pasa bez klini¢kih simptoma (n=40) utvrdena ucestalost G.
duodenalis 30% (n=12) (tablica 13).
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Tablica 13. Ucestalost G. duodenalis u simptomatskih i asimptomatskih pasa

G. duodenalis HI-
Skupina pasa Ukupno | KVADRAT
Negativni | Pozitivni TEST
N 28 12 40
Asimptomatski
% 49.12 48.00 48.78
P=0.925
N 29 13 42
Simptomatski
% 50.88 52.00 51.22

Nema statisticki znacajne razlike u

simptomima i pasa bez klini¢kih simptoma.

ucCestalosti G. duodenalis izmedu pasa sa
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5.3. ZASTUPLJENOST SPOLOVA

B Muzjaci

B Zenke

Slika 8. Zastupljenost spolova u pasa zaprimljenih u Kliniku za unutarnje bolesti u razdoblju od

01.01.2012. do 31.12.2012.
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5.3.1. Zastupljenost spolova u svih istrazivanih pasa

B Muzjaci

B Zenke

Slika 9. Zastupljenost spolova u svih istrazivanih pasa (n=82)

U cjelovitoj skupini istrazivanih pasa (n=82) utvrdena je zastupljenost Zenki 50% (n=41), te

zastupljenost muzjaka 50% (n=41).
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5.3.2. Zastupljenost spolova u pasa s giardijama (n=25)

B Muzjaci

B Zenke

Slika 10. Zastupljenost spolova u pasa u kojih je utvrdena G. duodenalis (n=25)

U skupini pasa u kojih su izolirane G. duodenalis utvrdena je zastupljenost zenki 48% (n=12) te

zastupljenost muzjaka 52% (n=13).

65



5.3.3. Zastupljenost spolova u pasa s giardijama s obzirom na gensku skupinu G.
duodenalis

Tablica 14. Zastupljenost spolova u pasa u kojih su izolirane giardije s obzirom na gensku
skupinu.

SPOL
5 . HI-KVADRAT
ZENKE MUZJACI
TEST
GENSKA C 3/10 (30%) | 7/10) 70%
SKUPINA G.
) D 9/15 (60%) | 6/15) 40% P=0.141

duodenalis

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u zastupljenosti spolova u pasa s obzirom na

gensku skupinu G. duodenalis.

5.4. DOB ISTRAZIVANIH PASA

Tablica 15. Povezanost dobi pasa (izrazene u godinama) i invazije G. duodenalis

Giardija n | Median Raspon T-TEST
Negativni 57 5 1-13

P=0.0007
Pozitivni 25 2 1-9
Svi 82 4 1-13

Opazene razlike u dobi izmedu pasa invadiranih i neivadiranih parazitom G. duodenalis
statisticki su znacajne. Skupina pasa pozitivnih na G. duodenalis imala je median (centralnu
vrijednost) 2, pri ¢emu se dob pasa kretala od 1-9 godina. Skupina pasa u koje nije utvrdena G.
duodenalis imala je median dobi iskazane u godinama 5, pri ¢emu se dob pasa kretala od 1-13

godina (tablica 15).
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5.5. UCESTALOST POJAVE RAZLICITIH PARAZITA/PATOGENA U
ISTRAZIVANOJ POPULACIJI PASA (n=82)

Tablica 16. Ucestalost pojave razli€itih parazita/patogena u istrazivanoj populaciji pasa (n=82)

Parazit/patogen Ucestalost
Giardia duodenalis 30,49% (25/82)
Trichuris vulpis 9,76% (8/82)
Cryptosporidium spp. 12,19% (10/82)
Isospora canis 4,88% (4/82)
Ancylostoma spp./Uncinaria spp. 2,44% (2/82)
Toxocara canis 7,32% (6/82)
Toxascaris leonina 1,21% (1/82)
Clostridium perfringens 70,73% (58/82)

G. duodenalis bila je najc¢es¢i utvrdeni parazit u istrazivanih pasa, dok je najcesci izolirani
patogen bio C. perfringens (tablica 16).



Tablica 17. Pojedina¢ni uzro€nici i istovremena invazija parazitima/patogenima izdvojeni U

skupini pasa u kojih je zabiljezen proljev definiran kao promjene konzistencije stolice i/ili

ucestalosti defekacije (n=39)

Tablica 18. Ucestalost jednog ili viSe parazita u svih istrazivanih pasa (ne ukljucuje klostridije)

Parazit/patogen Broj pasa
Giardia duodenalis 2/39 (5,1%)
Trichuris vulpis 1/39 (2,6%)
Cryptosporidium 0139 (0%)
Spp.
Isospora canis 0/39 (0%)
Strongilidi 0/39(0%)
Toxocara canis 1/39 (2,6%)
Toxascaris leonina 0/39 (0%)
Clostridium

) 12/39(30,7%)
perfringens

Istovremena invazija
2 ili vige 14/39 (35,9%)

parazita/patogena

Bez izdvojenog
9/39 (23,1)
uzro¢nika

N=82

Psi u kojih je izdvojen jedan ili

vise parazita

Psi u kojih nisu izdvojeni

paraziti

36/82 (43,9%)

46/82 (56,1%)
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5.6. UCESTALOST POJAVE KLINICKIH SIMPTOMA U SKUPINAMA PASA U
KOJIH SU IZOLIRANE G. duodenalis GENSKE SKUPINE C i D

Tablica 19. Ucestalost pojave klini¢kih simptoma u skupinama pasa u kojih su izolirane G.

duodenalis genske skupine C (n=5) i genske skupine D (n=8)

Ucestalost simptoma u Ucestalost simptoma u
Klinieki simptom simptomatskih pasa s simptomatskih pasa s HI-KVADRAT
P giardijom genske skupine C giardijom genske skupine TEST
(n=5) D (n=8)
% 40% 25%
Pad tjelesne aktivnosti P= 0,569
N 2 2
% 20% 37,5%
Gubitak apetita P= 0,506
N 1 3
% 20% 12,5%
Povracanje P=10,715
N 1 1
% 100% 87,5%
Promjena konzistencije P= 0,411
stolice
N 5 7
% 80% 87,5%
Povecana ucc_e_stalost P=0,715
defekacije
N 4 7
% 20% 37,5%
Gubitak tjelesne mase P= 0,506
N 1 3
% 0% 12,5%
Smanjena koncentracija P= 0411
albumina u serumu
N 0 1
% 0% 0%
Pruritus
N 0 0




% 0% 12,5%
Ascites/edemi P=0,411
N 0 1
% 0% 0%
Melena
N 0 0
% 100% 37,5%
Sluz u stolici P=0,024
N 5 3
% 40% 0%
Svjeza krv u stolici P=0,052
N 2 0
Opazene razlike u wucestalosti pojedinih klini€¢kih simptoma izmedu skupine

simptomatskih pasa u kojih su izolirane G. duodenalis genske skupine C i skupine simptomatskih

pasa u kojih su izolirane G. duodenalis genske skupine D nisu statisticki znacajne, osim

ucestalosti pojave sluzi u stolici (tablica 19).
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5.7. POVEZANOST POJAVLJIVANJA G. duodenalis S POJAVLJIVANJEM OSTALIH
PARAZITA/PATOGENA

Tablica 20. Povezanost pojavljivanja G. duodenalis s pojavljivanjem ostalih parazita/patogena

, Pa(;f"‘z't t — — EXACT
Invadiranos pozitivni negativni TEST
Trichuris vulpis 2125 (8%) 6/57 (10,5%) P=0.537
Crypto:gg”d'“m 10/25 (40%) 0/57 (0%) P<0.0001
Isospora canis 2125 (8%) 2/57 (3,5%) P=0.356
Ancylostoma
spp/Uncinaria 0/25 (0%) 2/57 (3,5%) P=0.481
Spp
Toxocara canis 3/25 (12%) 3/57 (5,3%) P=0.259
T?Xas‘?a“s 0/25 (0%) 1/57 (1,7%) P=0.695
eonina
Clostridium 18/25 (72%) | 40/57 (70.1%) | P=0.867
perfringens

Invazija parazitom G. duodenalis nije statisticki povezana s invazijama prouzro¢enim

drugim parazitima osim kada je u pitanju rod Cryptosporidium (tablica 20).
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Tablica 21. Broj utvrdenih parazita/patogena u pojedinom psu u svih istrazivanih pasa

Broj razlicitih Broj pasa

utvrdenih patogena

14/82 (17,1%)

39/82 (47,6%)

13/82 (15,8%)

15/82 (18,3%)
1/82 (1,2%)

AWML |O

Broj razlicitih parazita/patogena u pojedinom psu (ukljucujuéi i klostridije) kretao se od

0 do 4, a najviSe pasa bilo je invadirano jednim parazitom/patogenom (tablica 21)

Tablica 22. Korelacije izmedu intenziteta klinickih simptoma i broja utvrdenih parazita /patogena

u pojedinoj jedniki (Kendall taup)

Parazit/patogen n koeficijent | Kendall tauy
Giardia 82 | -0.0101 | P=0.9231
duodenalis
Trichuris vulpis 82 -0.0281 P=0.7837
Cryptosporidium | g5 | 0434 | p=0.6673
Spp
Isospora canis 82 -0.0626 P=0.5361
Strongilidi 82 -0.0667 P=0.5118
Toxocara canis 82 -0.0715 P=0.4772
Toxascaris 82 | -00038 | P=0.3566
leonina
Clostridium | g5 | 04762 | P=0.0770
perfringens
broj svih
parazita/patogena | o, | 51067 | p= (02466

utvrdenih u
pojedinih jedniki

Intenzitet klini€kih simptoma nije statisticki znac¢ajno povezan s pojavom pojedinih
utvrdenih parazita, kao niti s brojem svih parazita/patogena utvrdenih u pojedinih jedniki (tablica

22).
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5.8. INTENZITET KLINICKIH SIMPTOMA | ZBROJ SVIH PARAZITA/PATOGENA U
PASA S | BEZ G. duodenalis

Tablica 23. Intenzitet klini¢kih simptoma i zbroj svih parazita/patogena s i bez utvrdene G.
duodenalis

HI-
Giardia Median Raspon KVADRAT
TEST

Intenzitet Da 1 0-13

Klini¢kih P=0.9189
simptoma Ne 1 0-19
Zbroj svih Da 3 1-4

parazita/patogena P=<0.0001
u pojedinog psa Ne 1 0-3

Intenzitet klinickih simptoma statisticki se znacajno ne razlikuje izmedu pasa s 1 bez
utvrdenih giardija. Medutim, opazene razlike u medijanu zbroja svih parazita/patogena u
pojedinog psa izmedu pasa s giardijama i pasa bez giardija statisticki se razlikuju (tablica 23).
Odnosno, psi s giardijama istovremeno su invadirani ve¢im brojem drugih parazita, nego psi bez

giardija.
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5.9. POVEZANOST INVAZIJE PARAZITOM G. duodenalis S KLINICKIM
SIMPTOMIMA PROMATRANO U SKUPINI SIMPTOMATSKIH PASA (n=42)

Tablica 24. Povezanost invazije parazitom G. duodenalis s intenzitetom klini¢kih simptoma

promatrano u skupini istrazivanih pasa s klini¢kim simptomima (n=42)

. . Giardije Kruskall-
Pokazatelj Stupan;j Wallis test
ne da alllS 1es
0 18 9
Tjelesna 1 8 3 _
aktivnost P=1
2 2 1
3 1 0
0 17 9
1 4 3
Apetit P=0.536
2 4 1
3 4 0
Akutni 23 5
Tijek P=0.009
Kronié¢ni 6 8
0 19 11
1 1 1
Povracanje P=0.361
2 5 0
3 4 1
0 2 1
Konzistencija 1 9 4 P=0.956
stolice 5 1 6
3 7 2
Ucestalost 0 8 2 P=0.658
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defekacije 1 8 6
2 6 3
3 7 2
0 18 9
Gublta%.tjelesne 1 10 3 P=0.632
tezine
3 1 1
0 27 12
Albumini u 1 1 0 P=0.539
serumu
2 0 1
Ne 28 13
Pruritus P=0.690
Da 1 0
0 29 12
Ascites/edem P=0.310
3 0 1
Ne 16 5
Sluz u stolici P=0.317
Da 13 8
Ne 19 11
Krv u stolici P=0.187
Da 10 2

Intenzitet promatranih simptoma jednak je u simptomatskih pasa s giardijama kao i u
pasa bez giardija (tablica 24). Samo je tijek bolesti statisticki zna¢ajno razli¢it izmedu ovih dviju
skupina Zivotinja, odnosno u skupini pasa invadiranih giardijama ve¢i je udio slu¢ajeva s

kroni¢nim tijekom bolesti.
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5.10. INTENZITET KLINICKIH SIMPTOMA I BROJ OSTALIH UTVRDPENIH
PARAZITA/PATOGENA U ODNOSU NA GENSKU SKUPINU G. duodenalis

Tablica 25. Intenzitet klini¢kih simptoma i broj ostalih utvrdenih parazita/patogena u pojedinog

pasa invadiranih s giardijama genske skupine C i genske skupine D

Genski tip G. Median Raspon HI-KVADRAT
duodenalis TEST
Intenzitet C (n=10) 1 0-13
klini¢kih P=0.9765
simptoma D (n=15) 1 0-13
BrOj ostalih C (nzlo) 25 2.4
utvrdentih _
. P=0.49
parazita/patogena | p (n=15) 3 1-3
u pojedinog pasa

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu intenziteta klinickih simptoma u pasa s
utvrdenim giardijama genske skupine C u odnosu na pse s utvrdenim giardijama genske skupine
D, kao niti statisticki znacajna razlika u broju parazita/patogena koji sudjeluju u istovremenoj
invaziji u jedinki pasa s giardijama genske skupine C u odnosu na pse s giardijama genske
skupine D (tablica 25).
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5.11. TRAJANJE KLINICKIH SIMPTOMA (IZRAZENO U DANIMA) S OBZIROM NA
PRIPADNOST GENSKOJ SKUPINI G. duodenalis

Opazene razlike u trajanju simptoma izmedu pasa invadiranih
giardiom tipa C i pasa invadiranih giardiom tipa D

70

60

50

40

30

20

Trajanje simptoma u danima

10

Slika 11. Trajanje klini¢kih simptoma (izrazeno u danima) s obzirom na pripadnost genskoj
skupini G. duodenalis

lako je raspon trajanja simptoma u pasa invadiranih giardijom genskog tipa C ve¢i nego
u pasa invadiranih giardijama genske skupine D (slika 11) nije utvrdena statisticki znacajna

razlika u trajanju simptoma (izraZzenih u danima) izmedu pasa invadiranih razli¢itim genskim

skupinama giardija (p=0.2703, HI KVADRAT TEST).
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5.12. POVEZANOST INVAZIJE PARAZITOM G. duodenalis S ISTRAZIVANIM
POKAZATELJIMA HEMATOLOSKIH I BIOKEMIJSKIH PRETRAGA KRVI

Tablica 26. Vrijednosti istrazivanih hematoloskih i biokemijskih pokazatelja u pasa invadiranih i

neinvadiranih s G. duodenalis (vrijednosti s normalnom razdiobom)

Giardije
Fizioloski Negativni Pozitivni T-TEST
pokazatelj
Y SD SV SD
Eritrlgf:iti 6.94 0.97 6.90 0.79 P=0.8600
(x10/1L) ' ' ' ' '
He”(‘g/?_')"b'” 164.56 | 22.57 | 160.16 | 18.32 P=0.3936
Hematokrit 49.44 6.99 47.96 5.35 P=0.3487
(%)
Segmentirani
neutrofili 61.19 12.96 61.12 13.98 P=0.9818
(%)
Kreatinin 101.24 | 2223 | 9868 | 1877 | P=0.6162
(umol/l)
Bilirubin 310 0.92 275 1.28 P=0.5386
(umol/l)
Glukoza 499 | 054 | 507 | 056 | P=0.6502
(mmol/L)

Opazene razlike vrijednosti hematoloskih i biokemijskih pokazatelja (srednja vrijednost-
SV i standardna devijacija —SD) izmedu pasa invadiranih i neinvadiranih s G. duodenalis nisu

statisticki znacajne (tablica 26).
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Tablica 27. Vrijednosti istrazivanih hematoloskih i biokemijskih pokazatelja u pasa invadiranih i

neinvadiranih s G. duodenalis (vrijednosti s nenormalnom razdiobom).

Giardije
MAN
POKAZATELJ Negativni Pozitivni WHITNEY
TEST
medijan raspon medijan raspon
Trombociti _
(x10%L) 300 151-659 293 118-524 P=0.6359
Leukociti
(x109/L) 9.8 4,9-909 10,1 4,8-22.4 0.1386
Monociti (%) 2 0-13 1 0-8 0.439%4
Limfociti (%) 30 7-64 32 4-47 0.7241
Eozinofili (%) 5 0-14 4 0-37 0.9195
Nesegmentirani
granulociti (%) 0 0-3 0 0-5 0.8409
UREA (mmol/L) 6,4 3,2-13,1 5 2,6-9,2 0.0413
ALBUMINI 32 18-46 31 12-37 0.2111
(9/L)
UKUPNI PROT 64 46-435 61 20-83 0.3299
(9/L)
ALT (U/L) 47 9-131 36 20-280 0.0237
AST (U/L) 32 19-96 35 12-70 0.5386
AP (U/L) 41 4-255 44 22-604 0.5422
Amilaza (U/L) 715 19-740 803 470-1303 0.2210
Lipaza (U/L) 248 0-670 360 134-700 0.0134
CPK (U/L) 103 0-604 140 62-312 0.0380
Kolesterol 54 3,6-11,6 55 27-12,4 0.7394
(mmol/L)
Trigliceridi 0,8 0,2-8.1 0,8 0,4-11,8 0.8553
(mmol/L)

Opazene su statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji ureje i aktivnosti ALT, lipaze i
CPK izmedu pasa u kojih su izolirane G. duodenalis i pasa u kojih nisu izolirane G. duodenalis
(tablica 27).
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5.13. POVEZANOST INVAZIJE POJEDINOM GENSKOM SKUPINOM G. duodenalis S
ISTRAZIVANIM POKAZATELJIMA HEMATOLOSKIH I BIOKEMIJSKIH
PRETRAGA KRVI

Tablica 28. Vrijednosti istrazivanih hematoloskih pokazatelja u pasa invadiranih s giardijama

genske skupine C i D (vrijednosti s normalnom razdiobom)

Gens_ka n sV SD 95% interval povjerenja | T-TEST
skupina
L C 10 7.2 94 6.52 7.87
Eritrociti _
(x10/L) P=0.1371
D 15 6.71 .64 6.35 7.07
. C 10 167.7 20.24324 153.21 182.18
Hemoglobin _
(g/L) P=0.0934
g D 15 155.13 15.63 146.47 163.79
Hematokrit C 10 49.8 6.52 45.12 54.47 )
(%) P=0.1655
D 15 46.73 44.39 49.06 46.73
Segmentirani Cc 10 65.1 15.09 54.30 75.89
granulociti P=0.2538
(%) D 15 58.46 13.04 51.24 65.68
C 10 24.6 12.16 15.89 33.30
Limfociti (%) P=0.0614
D 15 33.53 10.40 27.77 39.29

Tablica 29. Vrijednosti istrazivanih hematoloskih pokazatelja u pasa invadiranih s giardijom

genske skupine C i D (vrijednosti s nenormalnom razdiobom)

Genska skupina C Genska skupina D
(nzlog) (n=15|;J MANN-
WHITNEY
Median Raspon Median Raspon TEST
Trombociti -

(XlOglL) 281 118-406 342 178-524 P=0.1341

Leukociti (x10%L) | 121 4,8-22,4 9,7 5,1-19,2 P=0.2118

Monaociti (%) 1 0-8 2 0-6 P=0.5905

Eozinofili (%) 3 0-37 5 0-16 P=0.4860

Nesegmentirani 0 0-5 0 0-2 P=0.7237
granulociti (%)
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OpazZene razlike u vrijednostima istrazivanih hematoloskih i biokemijskih pokazatelja

krvi izmedu pasa invadiranih genskim C i D skupinama nisu statisti¢ki znac¢ajne (tablica 28 i 29).

Tablica 30. Vrijednosti istrazivanih biokemijskih pokazatelja u serumu pasa invadiranih

razli¢itim genskim tipovima giardije (vrijednosti s normalnom razdiobom)

Gengka n S\ SD 95% interval povjerenja | T-TEST
skupina
. C 10 92.1 17.71032 79.43 104.76
Kreatinin
(umol/l) 0.1565
H D 15 103.06 18.73 92.69 113.44
e C 2 3.65 0.49 -0.79 8.09
Bilirubin
( ) 0.1893
Hmo D 2 1.85 1.20 -8.95 12.65
C 4 5.05 0.82 3.73 6.36
Glukoza
(mmol/L) 0.9257
D 7 5.08 0.43 4.68 5.48

izmedu pasa invadiranih genskim skupinama C i D nisu statisticki znacajne (tablica 30).

Opazene razlike u vrijednostima istrazivanih hematoloskih i biokemijskih pokazatelja Kkrvi
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razli¢itim genskim tipovima giardija (vrijednosti s nenormalnom razdiobom)

Genska skupina C (n=10) Genska skupina D (n=15) MANN-
WHITNEY
Median Raspon Median Raspon TEST
Urea 4.9 26-8.1 53 3,6-9.2 P=0.4527
(mmol/L)
Albumini
305 27-37 31 12-34 P=0.2649
(9/L)
Ukupni
proteini 64 83-83 61 29-74 P=0.1262

(g/L)

ALT (U/L) 38 20-280 35 23-68 P=0.1323
AST (U/L) 355 12-70 34 21-52 P=0.6772
AP (UL) 43 22-604 48 24-113 P=0.9337

Amilaza 838 706-1303 719 470-1167 P=0.0401

(UIL)

Lipaza _

L) 3425 144-630 386 134-700 P=0.9117
CPK (U/L) 103 62-312 166 83-244 P=0.0458
Kolesterol 57 3.1-12,4 55 27-83 P=0.9779
(mmol/L)

Trigliceridi 0.85 0.4-118 08 04-2 P=0.9777
(mmol/L)

Tablica 31. Vrijednosti istrazivanih biokemijskih pokazatelja u serumu pasa invadiranih

Utvrdene su statisticki znaCajne razlike u vrijednostima amilaze i1 kreatinin kinaze

izmedu dviju skupina invadiranih pasa (tablica 31).
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6. RASPRAVA

Bolesti probavnog sustava u pasa vrlo su ucestala oboljenja u veterinarskoj maloj praksi,
te Cesto predstavljaju terapijski izazov klini¢arima. Simptom koji dominira kod bolesti
probavnog sustava je proljev. Uzroci koji do proljeva mogu dovesti su raznoliki i mnogobrojni, a
vrlo Cesto zahtjevaju razlicitu terapiju. Stoga je od velikog znacaja identificirati uzrok proljeva
kako bi se moglo primjeniti adekvatno lije¢enje. U dosadas$njim istraZivanja kao dominantni
uzroci proljeva u pasa utvrdeni su paraziti (helminti i protozoi), infekcije virusima, bakterijama i
gljivicama, uzroci idiopatske upale (upalna bolest crijeva), intoksikacije (otrovanja hranom),
pogreske pri hranjenju te bolesti gusterace, jetara, bubrega i endokrinopatije (GASHEN, 2010.).

Kao paraziti koji u pasa uzrokuju probavne simptome uglavnhom se navode paraziti
Giardia duodenalis, Ancylostoma caninum, Isospora canis, Uncinaria stenocephala i Trichuris
vulpis, a vrlo su Ceste i njihove istovremene invazije (OLIVIERA i sur., 2002.; RAMIREZ-
BARRIOS i sur., 2004.; FONTANARROSSA i sur., 2006.).

Osim proljeva pri parazitarnim invazijama probavnog trakta u pasa je Cesto zabiljeZeno i
kroni¢no intermitentno povrac¢anje (TAMS, 2003.; TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

Posljednjia tri stoljeca paraziti iz roda Giardia intrigiraju brojne biologe i klinicare, a u
80-im godinama 20. stolje¢a zapocinju opseZnija molekularna istraZivanja ovog organizma.
Premda su morfoloski jednaki, izolati su svrstani u sedam zasebnih genskih skupina temeljem
metabolic¢kih i biokemijskih razlika, razlika u koli¢ini DNA, te nukleotidnim sljedovima. Vrsno
specificne genske skupine C, D, E, F 1 G su dokazane u razli¢itih vrsta domacih 1 divljih
zivotinja, dok su genske skupine A i B izdvojene iz ljudi, ali i razli¢itih vrsta domacih i divljih

zivotinja (MONIS i sur., 1996.; ADAM, 2001.; CACCIO i sur., 2005.).

Invazije giardijama mogu uzrokoviti probavne ,,poremecaje” ali psi mogu takoder biti
invadirani bez vidljivih simptoma. Ovo je do sada prvo znanstveno istrazivanje, kojim smo

pojavu klinickih simptoma i njihov intenzitet odlucili usporediti sa invazijama razli¢itim genskim
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skupinama G. duodenalis pasa, kao i utjecaj istovremenih invazija parazitima/patogenima na

pojavu i intenzitet klinickih simptoma

6.1. EPIZOOTIOLOSKI PODATCI

U ovo istrazivanje ukljucena su 82 psa. Cijelovitu skupinu pasa ¢inilo je 50% muzjaka i
50% zenki (slika 9).

Nisu uocene statisticki znaCajne razlike u zastupljenosti spolova u pasa s obzirom na
invadiranost s G. duodenalis i gensku skupinu G. duodenalis (slika 10, tablica 14). U brojnim
predhodnim istrazivanjima ucestalosti invazije G. duodenalis i genske tipizacije iste nije
promatrana povezanost ovih parametara i spola zivotinja. Novijim istrazivanjem utvrdena je
korelacija spola invadiranih Zivotinja s genskom skupinom G. duodenalis. Naime, PALLANT i
sur. (2015.) utvrdili su vecu ucestalost genske skupine D u muskih Zivotinja §to je u suprotnosti s
rezultatima ovog istrazivanja, medutim UPJOHN i sur. (2010.) i MEIRELES i sur. (2008.) su
utvrdili vecu ucestalost invazije G. duodenalis (neovisno o genskoj skupini iste) u zenskih
zivotinja. Mogucnost da se G. duodenalis, kao i razliCite genske skupine iste, javlja ¢e$ce u
zivotinja odredenog spola, zahtijeva opseznija istrazivanja kako bi se u na veéem uzorku pasa
utvrdilo da li doista ima spolne predispozicije i ako ima da bi se u potpunosti objasnio ovaj
fenomen. DosadaSnja istraZivanja bavila su se uglavnom razlikama u invaziji ovim bi¢asem s
obzirom na smjestaj Zivotinja, Zivotne navike, pa i pasminske karakteristike (MOHAMED i sur.,

2013.), dok je pitanje spola kao predisponirajuceg faktora jos uvijek nedovoljno istrazeno.

Za razliku od spola utvrdena je statisticki znaCajna razlika u dobi pasa invadiranih
parazitom G. duodenalis (tablica 15). Naime, psi invadirani s G. duodenalis bili su statisticki
znacajno mladi u odnosu na neinvadirane pse. Ovi rezultati odgovaraju rezultatima dosadasnjih
istrazivanja (BARUTSZKI i SCHAPER, 2003.; BALLWEBER i sur., 2010.; RIGGIO i sur.,
2012.; BARUTZKI i SCHAPER, 2013.) prema kojima su invazije ucestalije u mladih zivotinja,
narocito U Stenadi. Porast prevalencije G. duodenalis u mladoj dobi zivotinja ocekivana je pojava
s obzirom na nezrelost imunosnog odgovora kao i na zivotne navike $tenadi i mladih pasa koje

ukljucuju bliske kontakte, pa 1 koprofagiju.
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Takva ucestalost parazitarnih invazija u zivotinja mlade dobi opravdani je razlog za

pojacane mjere dijagnostike 1 terapije parazitarnih invazija u mladih pasa.

6.2. UCESTALOST POJEDINIH PARAZITA/PATOGENA U ISTRAZIVANIH PASA

U istrazivanoj populaciji pasa (n=82) utvrdena je invadiranost/infekcija nekim od
istrazivanih parazita/patogena u 68 pasa (82,9%) (tablica 21). Medutim s obzirom da smo u
ovom istrazivanju kao potencijalnog patogena istrazivali i C. perfringens, za kojeg je poznato da
sama njegova prisutnost nije dovoljan dokaz patogenosti istog, ovako visoki postotak pozitivnih
rezultata treba uzeti s oprezom. Ako promatramo samo ucestalost parazita u istrazivanih pasa
tada je ona 43,9% (tablica 18). U brojnim predhodnim istrazivanjima ucestalost parazita u pasa
kretala se od 16-72% (DUBNA i sur, 2007.; MARTINEZ MORENO i sur., 2007.; KATAGIRI |
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008.; ITOH i sur. 2015.).

Analizom rezultata invadiranosti/inficiranosti pasa s proljevom (promjena konzistencije
stolice i/ili promjena ucestalosti defekacije) vidjivo je da je u 76,9% pasa utvrden neki
parazit/patogen (tablica 17). Najucestaliji pojedina¢ni patogen u pasa s proljevom je C.
perfringens. Ovakav rezultat u skladu je s dosada$njim istrazivanjima u kojima je isti utvrden u
oko 80% pasa (WEESE i sur., 2001.; MARKS, 2002.). Uzevsi u obzir ve¢ navedeno da sama
prisutnost ne znai i patogenetski utjecaj na razvoj proljeva trebalo bi provesti dodatna
istrazivanja identifikacije toksina C. perfringens. Niti jedan drugi pojedinac¢ni uzro¢nik ne
dominira kao uzro¢nik proljeva u ovom istraZzivanju. Medutim, istovremena invazija je utvrdena
kao znacajan ¢imbenik u razvoju proljeva u ovom istrazivanju. Ti rezultati se slazu s rezultatima
istrazivanja GIZZI i sur. (2014.) koji su utvrdili ucestalost istovremene invazije u pasa s
proljevom, ali ona nije utjecala na trajanje i intenzitet proljeva u pasa, $to je takoder utvrdeno i u
ovom istrazivanju (tablica 22). Kako je prisutnost istovremenih invazija utvrdena kao znacajni
¢imbenik razvoja proljeva u pasa potrebno je u svih pasa s proljevom prilagoditi dijagnosticki
pristup prema identifikaciji viSe potencijalnih patogena. Paraziti/patogeni koji sudjeluju u
istovremenim invazijama mogu sinergisticki djelovati i utjecati na intenzitet proljeva, putem
utjecaja na imunosni sustav nosioca te pojacavanja virulencije ostalih patogena (GRIFFITHS i
sur., 2011.). Ucestalost G. duodenalis u svih istrazivanih pasa u ovom istrazivanju (tablica 16) u

suglasnosti je s brojnim rezultatima dosadas$njih istrazivanja prema kojima je ovaj bica$ najcesce
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utvrdeni parazit u probavnom traktu pasa (JOHANSEN i sur., 2014.; PIPIA i sur., 2014.; SMITH
i sur., 2014.).

6.3. OPAZENE RAZLIKE U POJAVNOSTI I INTENZITETU KLINICKIH SIMPTOMA

Giardijoza u pasa, kao i u ljudi, moze biti simptomatska, ali vrlo ¢esto i asimptomatska
bolest (BALLWEBER i sur., 2010.). U istrazivanju koje su proveli BOUZID i sur. (2015.)
ucestalost G. duodenalis bila je 161% veca u skupini pasa s izrazenim klini¢kim simptomima od
one u skupini pasa bez izrazenih klini¢kih simptoma. U ovom istrazivanju nisu uocene statisticki
znacajne razlike u ucestalosti G. duodenalis u asimptomatskih i simptomatskih pasa (tablica 13).
Ovakvi rezultati u skladu su s brojnim istrazivanjima provedenima do sada u kojima je utvrdena
podjednaka ucestalost invazije G. duodenalis i u populaciji simptomatskih i asimptomatskih pasa
(ITOH i sur., 2011.; GUEST i sur., 2007.; SANTOS i sur., 2007.; LABARTHE i sur, 2008.;
CLAERBOUT i sur., 2009.; PIPIA i sur, 2014.). Ovaj nalaz velikog broja asimptomatskih pasa
ukazuje na prilagodenost vrsno specificnih izolata i skupina njihovim konacnim nositeljima, te
ove zivotinje predstavljaju asimptomatske nositelje koji stalnim izlu¢ivanjem oocisti
kontaminiraju okoli§ i omogucéavaju Sirenje invazije G. duodenalis. Bez obzira na pojavnost
klini¢kih simptoma iz navedenih razloga trebalo bi lijeciti sve Zivotinje u kojih su utvrdene ciste

G. duodenalis.

Invazije pasa G. duodenalis vrlo su Ceste, a klinicka slika varira od subklinicke, blage do
izrazite. NajceSce se javljaju probavni simptomi od kojih je najucestaliji proljev koji varira od
mekse formirane stolice pa sve do potpuno profuznog i vodenastog proljeva te moze biti akutnog
ili kroni¢nog tijeka (TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.). U ovom istrazivanju u
simptomatskoj skupini pasa invadiranih s G. duodenalis naj¢esce su utvrdeni slijedeéi simptomi:
promijenjena konzistencija stolice, povecana frekvencija defekacije, sluz u stolici, smanjeni
apetit, smanjena tjelesna aktivnost i gubitak tjelesne mase (tablica 19). Ovakvi rezultati u skladu
su s dosadasnjim istrazivanjima provedenima u svrhu utvrdivanja patogeneze nastanka giardijoze
i klinicke slike iste (BURET i sur., 2002.; HERNOT i sur. 2005.; OWENS i GREENSON, 2007.;
BURET i sur., 2008.; TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.).

U pretrazivanoj populaciji pasa dokazane su samo G. duodenalis genskih skupina C i D

§to je u skladu s velikim brojem istrazivanja ovog bicasa u svijetu (BALLWEBER, 2010.;
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RIMHANEN-FINNE , 2007.; BECK i sur., 2012.; SCORSA i sur., 2012.). Zoonotske skupine A
i B ovim istrazivanjem nisu dokazane u istrazivanoj populaciji pasa. Ovakav nalaz genskih
skupina C i D posljedica je ¢injenice da su to vrsno specifi¢ne genske skupine G. duodenalis te
su bolje prilagodene svojim nositeljima. Poznato je da vrsno specifiéne skupine mogu istisnuti
skupine A i B koje mogu invadirati brojne zivotinjske vrste i ¢ovjeka. Smatra se da su vrsno
specificne skupine prilagodenije svojim nositeljima, a time i da se u njima brze umnazaju
(THOMPSON i MONIS, 2004.). Posljedica toga je istiskivanje i prerastanje ostalih genskih
skupina, tako da vrsno specificne skupine postaju dominantne, Sto je dokazano u ovom
istrazivanju. U suprotnosti s ovim rezultatima skupina je istrazivanja s odredenih podruéja
Japana, Njemacke, Belgije, i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava kojima su utvrdene dominantno
zoonotske genske skupine A i/ili B u pasa. ITAKAGI i sur. (2005.) utvrdili su gensku skupinu A
u 70,8% istrazivanih pasa, LEONHARD i sur. (2007.) gensku skupinu A u 87,3% istrazivanih
pasa, CLAERBOUT i sur. (2009.) gensku skupinu A u 80% istrazivanih pasa, a COVACIN i sur.
(2012.) gensku skupinu A u 28% i gensku skupinu B u 41% istrazivanih pasa.

Ucestalost pojedinih klinickih simptoma u pasa u kojih je izolirana G. duodenalis genske
skupine C, odnosno genske skupine D takoder je promatrana u ovom istrazivanju (tablica 16). Iz
tablice je vidljivo da nema statisticki znacajnih razlika u pojavi pojedinih klinickih simptoma s
obzirom na razli¢ite genske skupine. Iznimku predstavlja simptom pojave sluzi u stolici.
Ucestalost ovog simptoma pri invaziji genskom skupinom C iznosi 100%, a pri invaziji genskom
skupinom D 37,5%. Pojava sluzi u stolici uglavnom se povezuje s patoloskim procesima koji
zahvacaju debelo crijevo, no s obzirom na nedovoljno istrazenu patogenezu nastanka giardijoze
pretpostavka je da invazija ovim bi¢aSem mozZe pogodovati pojavi nekih drugih bolesti
probavnog trakta, kao $to su upalna bolest crijeva, poremecaj fizioloSke mikroflore, indukcija
poremecaja motiliteta crijeva 1 apoptoza epitelnih stanica crijeva. Ovi mehanizmi za poslijedicu
imaju hipersekreciju Zzlijezdanog tkiva crijeva te produkciju sluzi (TANGTRONGSUP i
SCORZA, 2010.).

Rezultati brojnih istrazivanja povezanosti genskog tipa giardija i klini¢kih simptoma u
ljudi kontroverzni su i opre¢ni. Neka istrazivanja giardijoze ljudi nisu polucila rezultate koji bi
ukazali na razlike u klinickoj manifestaciji prilikom invazije ljudi genskom skupinom A ili B
(KOHLI i sur, 2008.; SAHAGUN i sur, 2008.; AJJAMPUR i sur., 2012.) dok je nekoliko autora

ukazalo na razli¢itosti klinicke slike u ljudi s obzirom na gensku skupinu G. duodenalis. Tako su
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GELANEW i sur., 2007.; CACCIO i RYAN, 2008.; PELAYO i sur., 2008.; MOHAMMED
MAMHDI i sur., 2009.) utvrdili povezanost invazije genskom skupinom B i pojavom klini¢kih
simptoma, odnosno invazijom genskom skupinom A u asimptomatskih slucajeva, a s druge
strane, neka od istrazivanja navode invaziju genskom skupinom A ucestalijom U slucajeva s
izrazenim klinickim simptomima (READ i sur., 2002.; AYDIN i sur., 2004.; HAQUE i sur,
2005.) U istrazivanju giardijoze u djece s podru¢ja Ruande, IGNATIUS i sur. (2012.) utvrdili su
povezanost klinickih simptoma s genskim skupinama G. duodenalis. Naime, u djece invadirane
G. duodenalis genske skupine A ucestali su bili abdominalna bol i povracanje, a u djece
invadirane G. duodenalis genske skupine B ucestalo su se javljali smanjena tjelesna tezina i
malnutricija. U ovom istrazivanju jedan od ciljeva bio je istraziti slicnu korelaciju izmedu
genskih tipova giardije i pojave razli¢itih klinickih simptoma te intenziteta klini¢kih simptoma u
pasa buduc¢i da su takva istrazivanja u veterinarskoj medicini sporadi¢na. Takvi rezultati posluzili
bi u svrhu formiranja modela klinickih simptoma za pse invadirane razli¢itim genskim tipovima
ovog parazita.

Ucestalost promatranih simptoma jednaka je u simptomatskih pasa s giardijama kao i u
pasa bez giardija (tablica 24), ali je tijek bolesti statisticki razli¢it izmedu ovih dviju skupina
zivotinja. U skupini pasa invadiranih giardijama vise je slucajeva kroni¢nog tijeka bolesti.
Dosadasnja istraZivanja navode giardije kao Cesti uzrok kroni¢nih proljeva u pasa, ali ponekad se
mogu javiti i akutni simptomi (HERNOT i sur. 2005.; OWENSi GREENSON, 2007.;
TANGTRONGSUP i SCORSA, 2010.). SUZUKI i sur. (2010.) opisali su slu¢aj Zene iz Japana
kod koje su kao posljedica giardijoze utvrdeni intenzivni sistemski simptomi koji su ukljuc¢ivali
generalizirani osip po kozi, edeme, otezano disanje i gubitak apetita. Laboratorijskim pretragama
utvrden je povecani broj leukocita te izraZzena eozinofilija. Sli¢ni slu€ajevi nisu utvrdeni
istrazivanjima giardijoze pasa, pa niti ovim istrazivanjem. Ipak, iz rezultata ovog istrazivanja
proizlazi da bi osobito kod kroni¢nih proljeva trebalo obavezno napraviti pretragu stolice na

giardije.

Vrijednosti intenziteta klinickih simptoma vrlo slabo su povezane s pojavom razlicitih
vrsta parazita/patogena u probavnom traktu pasa (tablica 18), odnosno intenzitet klinickih

simptoma neovisan je od stupnja zbroja svih potvrdenih parazita/patogena.
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Takoder, utvrdeno je da su psi s giardijama istovremeno invadirani sa ve¢im brojem
ostalih parazita/patogena nego psi bez giardija, ali taj nalaz ne utjee na intenzitet klini¢kih
promjena (tablica 23). Pojedini paraziti dijele slicne Zivotne cikluse, odnosno vezu se za iste
izvore invazije (npr. voda). WANG i sur., (2012.) proveli su istrazivanje kojim su utvrdili
povezanost invazije giardijama i Kkriptosporidijama sa Setnjom pasa u za to predvidenim
parkovima. I u naSem istrazivanju dokazana je statisticki znaajna povezanost invazija
giardijama i parazitima iz roda Cryptosporidium (tablica 20). Oba parazita svrstana su u skupinu
vodom prenosivih parazita stoga je za pretpostaviti iste izvore invazija. To mogu biti lokve vode,
vlazna podru¢ja u parkovima ili sliéno. Visoka ulestalost istovremenih invazija razlogom je
potrebe da se uvijek u pasa u kojih je dokazana giardija stolica pretrazuje i na Kriptosporidije.
Ovakvi rezultati u skladu su s nekoliko dosadasnjih istrazivanja provedenih u cilju utvrdivanja
naj¢e$éih istovremenih invazija ovim parazitima u pasa (BENNET i sur., 1985.; SCORSA i sur.,
2007.; SCORSA | TANGTRONGSUP, 2010.). MIRCEAN i sur. (2012.) navode poveéanu
incidenciju istovremene invazije G. duodenalis s Toxocara canis i Isospora spp. §to nije u skladu
s rezultatima ovog istrazivanja. Rezultati naseg istrazivanja u kojem je utvrdena statistic¢ki
znacajna povezanost invazije giardijama s invazijom drugih parazita/ patogena, poglavito
parazita iz roda Cryptosporidium moze se objasniti zivotnim navikama i uvjetima drZanja pasa,
kao $to je drzanje pasa u dvoriStu koje moZze biti kontaminirano razli¢itim patogenima, psi
smjeSteni u sklonistima, slobodno kretanje pasa parkovima, odnosno skupno drzane Zivotinje.
Takoder, ostaje otvoreno pitanje eventualnih endogenih ¢imbenika nositelja, Sto do sada nije
detaljno istrazeno. GIZZI i sur. (2014.) na temelju svog istrazivanja zakljucuju kako istovremena
infekcija/invazija s viSe razli€itih patogena ne utjee na trajanje proljeva u pasa, kao niti na
pojavu letalnog ishoda bolesti. Medutim, sama prisutnost viSe patogena zahtijeva kompleksnu
obradu, ali i terapiju takvih pacijenata. Stoga, kada promotrimo pse u kojih je opazena pojava
proljeva vidljivo je da se on najces¢e javlja kod pasa s istovremenom invazijom viSe parazita
(tablica 17) pa potencijalni utjecaj viSe razli¢itih patogena na patogenezu i intenzitet klini¢kih

simptoma u pasa zahtijeva opseznija istraZivanja.

Uz ucestalost pojedinih klinickih simptoma, u ovom istrazivanju promatran je i
intenzitet klinickih simptoma, koji je definiran kao zbroj vrijednosti procjene intenziteta za svaki

pojedini klini¢ki simptom.
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U naSem istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajne razlika izmedu intenziteta
klini¢kih simptoma upasa s giardijama genske skupine C u odnosu na pse s giardijama genske
skupine D (tablica 25). Takoder, nema razlike u istovremenoj invaziji drugim parazitima u pasa u
kojih su utvrdene giardije genske skupine C ili D. Kako do sada nisu provedena istrazivanja
utjecaja genske skupine giardija na intenzitet klinickih simptoma u pasa i istovremenu invaziju
drugim parazitima potrebno je napomenuti da za klini¢are ovakav rezultat predstavlja smjerokaz
da dijagnosticki i terapijski pristup nije potrebno temeljiti na pripadnosti G. duodenalis genskoj
skupini C ili D. Budu¢i da ovim istrazivanjem u pasa nisu utvrdene giardije genske skupina A i
B ovu pretpostavku ne moze se primjeniti na sve genske skupine giardija koje su do sada
izolirane u pasa diljem svijeta. Naime, treba istraziti intenzitet klini¢kih simptoma, pojavnost
pojedinih klini¢kih simptoma, kao i pojavu istovremene invazije drugim parazitima u pasa u

kojih su izolirane giardije genske skupine A i B.

Nisu opazene razlike u trajanju simptoma (izrazenih u danima) izmedu pasa invadiranih
giardijama genske skupine C i pasa invadiranih giardijama genske skupine D (slika 11). Do sada
u nisu provedena istraZivanja na temu trajanja i dinamike javljanja klini¢kih simptoma u pasa
(perzistentno ili intermitentno) s obzirom na invadiranost pasa razliitim genskim skupinama
giardija, no objavljeno je nekoliko istrazivanja ove problematike u ljudi. HOMAN | MANK
(2001.) navode povezanost invazije ljudi sa G. duodenalis genske skupine A s intermitentnim
proljevima, a genske skupine B s kroni¢nim, perzistentnim proljevom. Temeljem gore navedenog
istrazivanja trebalo bi istraziti eventualnu prisutnost sli¢nih simptoma u pasa invadiranih s G.
duodenalis genskih skupina A i B sa prosirenim i detaljiziranim pokazateljima promatranih

klini¢kih simptoma.

6.4. POVEZANOST INVAZIJE PARAZITOM G. duodenalis S POKAZATELJIMA
HEMATOLOSKIH I BIOKEMIJSKIH PRETRAGA KRVI i POVEZANOST INVAZIJE
POJEDINOM GENSKOM SKUPINOM G. duodenalis S POKAZATELJIMA
HEMATOLOSKIH I BIOKEMIJSKIH PRETRAGA KRVI

U dosadasnjim istrazivanjima malo se paZnje posvec¢ivalo hematoloSkim i1 biokemijskim
pokazateljima u pasa invadiranih s G. duodenalis. Opazene razlike vrijednosti hematoloskih i
veéine biokemijskih pokazatelja (tablice 26 i 27) u pasa invadiranih i neinvadiranih s G.

duodenalis u ovom istrazivanju nisu statisticki znacajne. BORDEAU (1993.) navodi kako je u
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pasa u kojih je utvrdena invazija G. duodenalis prisutna tendencija nastanka eozinofilije, ali ovim
istrazivanjem to nije dokazano. JAIN (1986.) navodi kako je broj eozinofila u cirkulaciji
proporcionalan stupnju antigene stimulacije, pa tako i stupnju antigene stimulacije parazita. 1z
toga i Cinjenice da ovim istrazivanjem nije utvrdena pojava eozinofilije u pasa invadiranih s
giardijama se moze zakljuciti da postoji opravdana sumnja kako antigena stimulacija od strane G.
duodenalis nije dovoljno intenzivna da bi prouzro¢ila intenzivnu eozinofiliju, te se eozinofilija ili
izostanak iste u svakodnevnoj klinickoj praksi ne moze koristiti kao prediktor invazije s G.

duodenalis.

Jedino do sada provedeno istrazivanje biokemijskih pokazatelja u pasa invadiranih s G.
duodenalis proveli su ROSA i sur. (2007.). U tom istrazivanju nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike u koncentraciji ukupnih proteina, albumina, ALT, AST, GGT, ureje i kreatinina u serumu.
Ovim istrazivanjem utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji ureje, te aktivnosti
ALT, lipaze i CPK izmedu pasa u kojih je izolirana G. duodenalis i pasa u kojih nije izolirana G.

duodenalis.

Utvrdili smo statisti¢ki znacajno nizu aktivnost ALT u pasa invadiranih s G. duodenalis.
Medutim, aktivnost ALT nalazi se unutar referentnih vrijednosti i u invadiranih i u neinvadiranih
pasa. SniZena aktivnost ALT nema nikakvo znacenje u veterinarskoj medicini (BUSH, 1991,

WILLARD I TWEDT, 2004.), te se rezultat dobiven ovim istrazivanjem ne moze interpretirati.

Snizena koncentracija ureje zabiljeZena je kod zatajenja jetre, portosistemskog shunta,
diabetesa insipidusa i psihogene polidipsije, primarne hiperamonijemije, uporabe anabolickih
steroida 1 hranidbe s niskim udjelom proteina. Medutim, u naSem istrazivanju je ta statisticki
znacdajno niza koncentracija ureje u pasa invadiranih s giardijama jo$ uvijek unutar referentnih
vrijednosti koncentracije ureje za pse, dok se gore navedeni uzroci odnose na koncentraciju ureje
ispod referentnih vrijednosti. Takoder, sva gore navedena stanja oCituju se ozbiljnim klini¢kim
simptomima (neuroloski simptomi, poliurija, polidipsija, epilepsijski napadi) koji u pasa
obuhvacanih ovim istrazivanjem nisu zabiljezeni (BUSH, 1991.; SUCHODOLSKI, 2008.).

Uzevsi u obzir sve navedeno dobiveni rezultat se ne moZe okarakterizirati patoloskim.

U nasem istraZivanju utvrdene su statisti¢ki znacajne povisSene aktivnosti lipaze 1 CPK u

pasa u kojih je utvrdena G. duodenalis. Aktivnost lipaze bila je statisticki znacajno viSa u pasa
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invadiranih giardijama u odnosu na neinvadirane pse, ali i u invadiranih i u neinvadiranih pasa
aktivnost lipaze bila je povisena u odnosu na referentne vrijednosti. Dio pasa obuhvacenih ovim
istrazivanjem imao je proljev. Kako je lipaza enzim koji osim iz gustera¢e moze biti podrijetlom
I iz duodenuma (JACOBS, 1989.; STEINER i sur., 2006.) nije iznenadujuce da je njena aktivnost
bila poviSena u pasa s proljevom. Statisticki znacajno viSa aktivnost lipaze u pasa s utvrdenim
giardijama od aktivnosti lipaze u pasa bez utvrdenih giardija najvjerojatnije su posljedica
patoloskih procesa koje G. duodenalis uzrokuje u duodenumu. Kako bi sa sigurnoséu tvrdili da
su rezultati ovog istrazivanja posljedica patoloskih procesa u duodenumu potrebno je u buduc¢im
istrazivanjima odredenim metodama odrediti koncentraciju lipaze podrijeklom iskljuc¢ivo od
guSterace te time guSteracu iskljuciti kao potencijalni uzrok povisenja ovog biokemijskog

pokazatelja.

Za razliku od aktivnosti lipaze psi u kojih je utvrdena G. duodenalis imali su statisticki
znacajno visu aktivnost CPK u serumu, ali je ona i u giardijama invadiranih pasa i u pasa u kojih
nisu utvrdene giardije unutar referentnih vrijednosti. PoviSena koncentracija CPK u pasa javlja se
kod ostecenja skeletnog misi¢ja, ekstremnih tjelesnih napora, hipotireoze i bolesti sredisnjeg
zivéanog sustava, ali i laboratorijskih gresaka (hemoliza, povisena koncentracija bilirubina)
(BUSH, 1991.). Medutim, gore navedene bolesti o€ituju se poviSenjem aktivnosti CPK iznad
referentnih vrijednosti $to u nasem istrazivanju nije slucaj. Ipak, u istrazivanjima koja su se
osvrtala na patogenetske mehanizme giardijoze navodi se i eventualna produkcija toksina, te
ostecenje ne samo epitela ve¢ i dubljih slojeva sluznice crijeva (TANGTRONGSUP i SCORZA,
2010.). GRAEBER i sur. (1984.) navode oste¢enje seromuskularnog sloja tankih crijeva kao
uzrok povisenja aktivnosti CPK u serumu. KELLER (1981.) kao tkiva s najintenzivnijom
aktivnosti CPK navodi skeletnu muskulaturu, ali i sr€anu muskulaturu, dijafragmu, glatku
muskulaturu probavnog sustava te mozak. Uzevsi u obzir sve navedeno moglo bi se zakljuciti da
je statisticki znacajno visa aktivnost CPK posljedica mikroosStecenja koje G.duodenalis uzrokuje

prihvac¢anjem trofozoita za epitel tankih crijeva.

Vrijednostima hematoloskih pokazatelja i vecine biokemijskih pokazatelja u pasa
invadiranih genskim C i D skupinama nisu statisti¢ki znacajne (tablice 28, 29, 30, 31). Ovim
istrazivanjem utvrdena je statisticki znacajno visa aktivnost amilaze u pasa invadiranih

giardijama genske skupine C te statisticki znacajno visa aktivnost CPK u pasa invadiranih s
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giardijama genske skupine D (tablica 31). Aktivnost amilaze je u i pasa invadiranih s giardijama
genske skupine C i u pasa invadiranih giardijama genske skupine D u granicama referentnih
vrijednosti dok je aktivnost CPK u pasa invadiranih s giardijama genske skupine D blago iznad
referentnih  vrijednosti. Kako je odredivanje aktivnosti CPK jedna od najosjetljvjih
laboratorijskih pretraga i vrlo ¢esto njena aktivnost moze biti lazno pozitivna zbog laboratorijskih
gresaka ili minimalno invazivnih zahvata (vadenje krvi, injekcije) preporuka je kod poviSenih
vrijednosti ponavljati pretragu te se tek perzistentno povisena aktivnost CPK smije interpretirati.
Kako se u nasem istrazivanju radi o minimalnom povisenju aktivnosti CPK u pasa invadiranih
giardijama genske skupine D (3%) ovaj rezultat treba interpretirati s oprezom. Interpretacija ovih

rezultata bez dodatnih istraZivanja u ovom trenutku bila bi nepouzdana.

Uzevsi u obzir sve rezultate dobivene ovim istrazivanjem moze se zakljuditi da bi u pasa
u okviru gastroenteroloske obrade obavezno trebalo provesti i pretragu na giardije ali | ostale
parazite/patogene. Osobito je vazno provesti pretragu na G. duodenalis u pasa mlade dobi, a u
sluéaju pozitivnog nalaza svakako treba provesti i pretrage na ostale parazite/patogene, poglavito
kriptosporidije. U pasa s proljevom treba obratiti posebnu paznju na mogucénost istovremene
invazije pri ¢emu bi u daljnim istrazivanjima trebalo ukljuciti i dokazivanje toksina koje tvore
Klostridiji. Medutim rezultati ovog istraZivanja ukazuju i na Cinjenicu da se ne smije zaobici
pretraga na giardije i kod asimptomatskih pasa. Takoder, rezultati naSeg istraZivanja demantiraju
neka uvrijezena misljenja u svakodnevnoj klinickoj praksi u Hrvatskoj kao $to je obavezno
prisutstvo eozinofilije u parazitarnih invazija, pa izostanak eozinofilije ne smije biti argument za

isklju¢ivanje parazitarnih invazija, osobito invazije sa G. duodenalis.
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7. ZAKLJUCCI

Giardijoza pasa ucestala je bolest probavnog sustava te moze biti simptomatska i
asimptomatska. Psi bez vidljivih simptoma bolesti predstavljaju stalan izvor invazije
stoga je neophodno lijeciti obje skupine pasa.

Giardijoza pasa ¢esSce se javlja u mladih Zivotinja i nije povezana sa spolom zivotinja.

Psi na podrucju grada Zagreba i okolice invadirani su sa genskim skupinama C i D sto
ukazuje da psi ne predstavljaju izvor invazije za ljude.

Invazija pasa s G. duodenalis utjece na tijek bolesti, odnosno tijek bolesti u giardijama
invadiranih pasa najc¢esce je kronican i nije povezan sa genskim skupinama.

Pripadnost G. duodenalis genskoj skupini C ili D ne utjee na pojavu pojedinih klini¢kih
simptoma kao niti na ukupni intenzitet klinickih simptoma u pasa.

Nisu dokazane statisticki znacajne razlike u anamnestickim podacima i vecini klini¢kih
simptoma giardijoze s obzirom na invazije genskim skupinama C ili D.

Istovremena invazija pasa s G. duodenalis s ostalim parazitima ne utjeCe na intenzitet
klini¢kih simptoma.

Za razliku od ostalih istovremenih invazija visoka ucestalost istovremenih invazija G.
duodenalis i Cryptosporidium spp. ukazuje na nuznost pretrazivanja i na prisutnost
kriptosporidija.

Invazija s G. duodenalis nije povezana s promjenama u vrijednostima hematoloskih
odrednica, ukljuujué¢u niti udio eozinofila u populaciji leukocita. Dokazane su

promijenjene vrijednosti lipaze, CPK, ureje i ALT u serumu pasa.
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