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1.UvOD

Bic¢a$ Giardia duodenalis je protozoon iz porodice Hexamitidae kojeg nalazimo u
Sirokom rasponu kraljesnjaka. Danas je ovaj protozoon poznat kao kompleks vise vrsta vrlo
specificnih genskih skupina. Skupine C, D, E, F, G 1 H otkrivene su kod raznih vrsta domacih
i divljih Zivotinja, dok su skupine A i B uglavnom izdvojene iz ljudi, ali i domacih i divljih
zivotinja. Pored ove vrste unutar roda Giardia uvrsteno je jos nekoliko morfoloski razlicitih
vrsta (ORTEGA-PIERRES i sur., 2009.; RANA, 2024.). Protozoon ima neposredan razvoj s
dva stadija: proliferirajuéi trofozoit i invazivna cista. Paraziti se prenose na nacin da nositelj
proguta invazivne ciste oneciS¢enom vodom ili hranom ili izravnim fekalno-oralnim
kontaktom. Nakon §to se ciste nadu u crijevu zapocCinje ekscistacija koja rezultira izlaskom dva
trofozoita. Trofozoiti su stadij koji uzrokuje bolest jer se vezu za enterocite u gornjem dijelu
tankog crijeva nositelja. Ovdje se dijele i apsorbiraju hranjive tvari iz sadrZzaja crijeva. U
debelom crijevu se transformiraju  u invazijske ciste. Smatra se da je giardioza
najrasprostranjenija invazijska bolest pasa pa je dijagnostika giardioze jedan od najcescih
proljeva u pasa, kada govorimo o parazitskim bolestima. Ce$¢e se nalazi u pasa u sklonitima,
uzgajivacnicama i ostalim mjestima gdje se drzi veci broj pasa. NajceSce obolijeva Stenad u
koje se javlja klinicki manifestni oblik, dok se u odraslih pasa bolest uglavnom pojavljuje u
subklinickom obliku. Izmetom invadirane Zzivotinje povremeno se izlucuju izrazito otporne
ciste (SAARI i sur., 2019.). Ciste su invazijske odmah pri izlasku izmetom (ROJAS-LOPEZ i
sur., 2022.). U dijagnostici bolesti pasa se koristi viSe metoda i sve se temelje na pretrazivanju
izmeta. Tako se ciste mogu dokazati flotacijom uz centrifugiranje u zasi¢enoj otopini Secera
i cinkovog sulfata. Ciste se mogu promatrati nativno ili pak nakon bojena Lugolom koji ih oboji
smede. Danas su veterinarskim ordinacijama vrlo zanimljivi brzi imunokromatografski testovi.

Cilj ovog rada je istraziti ucinkovitost odredenih dijagnosti¢kih postupaka za
dokazivanje cisti protozoona bi¢asa Giardia duodenalis u izmetu pasa. Ispitana je pouzdanost

nativne pretrage nakon flotacije i nativne pretrage nakon flotacije uz bojenje Lugolovom

otopinom usporedbom sa postupkom imunofluorescencije.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. O protozoonu G. duodenalis i giardiozi

Bi¢a§ G. duodenalis je protozoon koji pripada koljenu Metamonada, razredu
Trepomonadea, redu Diplomonadida, porodici Hexamitidae te rodu Giardia. U starijoj
literaturi se mogu pronaci sinonimi G. intestinalis i G. lamblia. Pripadnici roda Giardia su u
stvari crijevni paraziti sisavaca, ptica, gmazova, vodozemaca i riba. S obzirom na morfoloske
znacajke, razlikujemo nekoliko vrsta i njihove nositelje: Giardia duodenalis (sisavci opéenito),
G. muris i G. microti (glodavci), G. ardeae i G. psittaci (ptice) te G. agilis (vodozemci).
Nedavno je izolirana vrsta G. varani iz vodenog monitora (Varanus salvator), ali jo$ nije
potvrdena kao nova vrsta. Medu znanstvenicima je postignut konsenzus pa je tako vrsta G.
duodenalis podijeljena u osam genetskih skupina, od A do H. Za svaku skupinu predlozeno
jenovo ime te je u nekih skupina uoc¢ena vrsna specifi¢nost. Skupina A (G. duodenalis) invadira
ljude, primate, pse, macke, stoku i divlje sisavce. Skupina B (G. enterica) invadira ljude,
primate, pse, macke, divlje sisavce i ptice. Skupine C i D (G. canis) invadiraju pse, ostale
pripadnike porodice pasa i tuljane. Skupina E (G. bovis) invadira goveda i ostale papkare.
Skupina F (G. cati) invadira macke. Skupina G (G. simondi) invadira glodavce. Za skupinu H
nije predlozeno novo ime , a invadira morske sisavce. lako rijetko, skupine A i B mogu imati

zoonotski potencijal (ORTEGA-PIERRES i sur., 2009.; DEPLAZES i sur., 2016.).
2.1.1. Razvoj

Protozoon Giardia se u svom zivotnom ciklusu javlja u dva oblika. Prvi oblik je
trofozoit koji predstavlja replikativni oblik, a drugi je cista koja predstavlja invazijski oblik.
Trofozoiti naseljavaju tanko crijevo te izgledom podsjecaju na polovinu ploda kruske. Veli¢ine
su 9-21 X 5-12 pum. Imaju bilateralno simetri¢nu strukturu, konveksnu dorzalnu te ravnu
ventralnu stranu na ¢ijem se prednjem dijelu nalazi veliki adhezijski disk (Slika 1). Sadrzi dvije
jezgre na apikalnom kraju, Cetiri para bieva i karakteristi¢na polumjesecasta medijana tjelesca
(DEPLAZES 1 sur., 2016.). Medijana tjeleSca su mikrotubularne strukture koje se razlikuju u
svojem broju, obliku i polozaju. Nisu slobodna u stanici te mogu biti povezana s plazmatskom
membranom, adhezijskim diskom ili kaudalnim bi¢evima. Prisutna su u otprilike 80% stanica
(PIVA 1 BENCHIMOL, 2012.). Trofozoiti su ¢eS¢e prisutni u zZivotinja s proljevom, nego u
onih s oblikovanim izmetom (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Nositelj u okoli$ izlucuje
okrugle ili ovalne ciste veli¢ine 8-15 X 7-10 pum. One sadrze Cetiri jezgre, fragmente medijanih

tjeleSaca i biceva (DEPLAZES i sur., 2016.). Nezrele ciste predstavljaju nedavno encistirane



pokretne oblike te sadrze dvije jezgre (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Nakon konzumacije,
ciste putuju kaudalno. U Zelucu dolazi do razgradnje ciste pod utjecajem niskog pH te zuci u
duodenumu. Oslobodeni trofozoiti se umnazaju binarnom diobom. Hrane se na mikroresicama
tankog crijeva pa uzrokuju i mikroskopska oSteenja. Prepatentni period iznosi od 4 do 16
dana, ali moZe potrajati 1 nekoliko tjedana ili mjeseci. Encistacija se odvija u jejunumu
stvaranjem stijenke ciste. Stijenka je izgradena od fibrilarnih proteina i ugljikohidrata, L-

acetilgalaktozamina.

Nuclei
Adhesive disc

Slika 1. Prikaz grade trofozoita giardije. Izvor: (TAYLOR i sur., 2007.)
2.1.2. Epizootiologija giardioze

Invazija se Siri pomocu velikog broja cisti koje nositelj izlu¢uje izmetom. Broj izluc¢enih
cisti u teladi iznosi otprilike 3.8 x 107 (NYDAM i sur., 2001.). IzIu¢ivanje Cesto potraje tjednima
ili mjesecima, varira u intenzitetu te se moZe privremeno i prekinuti. Ciste invazijsku

sposobnost zadrzavaju ¢ak tri mjeseca u vlaznom okolisu, ali svega tri tjedna u vodi. Za razliku



od cisti, trofozoiti vrlo brzo ugibaju izvan nositelja. Zivotinja se invadira preko hrane ili vode
onecis¢ene cistama. Minimalna invazijska doza za ljude i laboratorijske zivotinje iznosi 10-100

cista (DEPLAZES i sur., 2016.).

Domace zivotinje, ukljucujuéi prezivace, svinje i mesojede, ¢esto su invadirane
giardijama. U pasa mladih od godinu dana javlja se u 12-18% slucajeva, a u pasa starijih od
godinu dana u 4-5.5% (ZHAO i sur., 2022.; KURNOSOVA i sur.,, 2024.) slucajeva.
Najucestalije su giardije iz skupine A. Spol ne utjece na ucestalost pojave (ZHAO i sur., 2022.).
U mladih macaka se javlja u 8% slucajeva, a u macaka starijih od godinu dana u 3,5% slucajeva
(KURNOSOVA i sur., 2024.). U drugom istrazivanju protozoon Giardia se javlja u 15% pasa
te u 12% macaka (BOUZID i sur., 2015.). Prevalencija u teladi i janjadi iznosi otprilike 30%.
Divlje zivotinje takoder mogu biti invadirane. U istrazivanju provedenom u Norveskoj,
prevalencija u jelena obi¢nog (Cervus elaphus) iznosi 1,7%, a u srne (Capreolus capreolus) u
15,5% (HAMNES 1 sur., 2006.). Pronadeno je da prevalencija u okoliSu iznosi 23,5% te se s
godinama povecava (ZHAO 1 sur., 2022.; PAVLOVIC, 2023.). Na pojavnost moZe utjecati i
geografska lokacija.

2.1.3. Patogeneza giardioze

Patogeneza giardioze jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Dokazano je da crijevna
sluznica moZe podnijeti opsezne invazije trofozoitima bez vidljivih poremecaja. Mogu se javiti
promjene poput oStecenja epitela, atrofije mikroresica, upale sluznice, povecane epitelijalne
propusnosti, poremecaja apsorptivne i probavne funkcije, gubitka tekucine i elektrolita te
dishioze u crijevu (DEPLAZES i sur., 2016.). Smatra se da invazija velikim brojem protozoona
rezultira debljim slojem trofozoita koji prekriva stjenku crijeva te znacajno interferira s
apsorpcijom hranjivih tvari. Neprobavljeni ugljikohidrati 1 ostale hranjive tvari omogucavaju
prekomjeran rast bakterija unutar crijeva, $to pogorSava stanje i dovodi do profuznog proljeva.
Sliéni znakovi se javljaju i kod skracivanja resica. Pod utjecajem protozoona dolazi do
slabljenja spoja medu epitelnim stanicama S$to povecava propusnost za tekucinu 1 proteine.
Antigeni iz proteina hrane izlaze kroz oslabljene stani¢ne veze i1 bivaju prezentirani
imunosnom sustavu (SAARI i sur., 2019.) §to u imunokompetentnih zivotinja potie snazan
imunosni odgovor i dovodi do djelomi¢nog ili potpunog uklanjanja giardija iz crijeva. Ovako
oblikovani imunosni odgovor pruza zastitu od ponovne invazije, o ¢emu govori manja

prevalencija u starijih pasa (DEPLAZES i sur., 2016.). U normalnim uvjetima, obnova epitelnih



stanica crijeva se ostvaruje apoptozom, pri ¢emu nastaju mjesta za nove stanice. Kod

giardioze apoptoza je ucestalija.
2.1.4. Klinicka slika

Proljev uzrokovan giardijama moze biti akutan, kroni¢an ili povremen (SAARI i sur.,
2019.). Proljev se ¢esto javlja i u subklini¢kom obliku. Inkubacija u pravilu traje vise od 10
dana (DEPLAZES i sur., 2016.). U pasa se proljev moze javiti ve¢ petog dana nakon izlaganja
cistama. Ciste u izmetu nalazimo nakon tjedan dana (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Moze
se javiti akutan vodenasti proljev sa ili bez primjesa sluzi. Ponekad se javlja steatoreja,
(povetana koli¢ina masti u izmetu). U imunokompromitiranih zivotinja te onih sa
konkurentnim infekcijama moze se uociti kronican ili intermitentan proljev te gubitak tjelesne
mase (SCORZA i LAPPIN, 2021.). Karakteristike proljeva odgovaraju onima prilikom
poremecaja u debelom crijevu. Pri invaziji velikim brojem giardija ili u slu€aju stresa dolazi do
enteritisa s flatulencijom i dugotrajnog proljeva koji se donekle moze lijeCiti antibioticima i
dijetnom prehranom. Naj¢es¢e nakon prestanka lijeCenja i dijetne prehrane proljev recidivira
(HARAPIN i sur., 2011.). Proljev koji je najces¢i u Stenadi u veéini slucajeva je sluzav,
bezbojan te intenzivhog mirisa. Vrucica 1 krvavi proljev se rijetko javljaju. U
imunokompetentnih zivotinja proljev je samoograni¢avajuéi. Ostali znakovi koji prate bolest
su anoreksija, povracanje, letargija i gubitak tjelesne mase (SAARI i sur., 2019.). U osjetljivih
Zivotinja moze se razviti dehidracija, gubitak tjelesne mase i posljedi¢no loSe gojno stanje

(RANA, 2024.).
2.1.5. Dijagnostika giardioze u ljudi i Zivotinja

Uspjesna dijagnostika se temelji na pravilnom uzimanju uzoraka izmeta. S obzirom da
vlasnici ve¢inom donose uzorke, nuzno je objasniti im kako pravilno prikupiti uzorak i to u tri
navrata (svaki drugi dan), jer je poznato da ciste povremeno izlaze izmetom. Pri ovakvom
prikupljanju mogucnost pronalaska giardija je veca od 90% (DEPLAZES i sur., 2016.). Od
svakog izmeta se uzima uzorak veli¢ine ljudskoga palca. Izmet se prikuplja u dobro zatvorenu
plasti¢nu ili staklenu posudu (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Dok traje proces prikupljanja
uzoraka, izmet se ¢uva u hladnjaku, jer pri sobnoj temperaturi dolazi do oSte¢enja giardija.
Izmet se nikako ne smije pohraniti u zamrzivacu (ZAJAC 1 sur., 2021.). Nakon S§to se uzorci
prikupe, potrebno ih je $to prije dostaviti u laboratorij. Osoba koja pregledava uzorak treba
oprezno postupati s izmetom zbog potencijalnog prijenosa uzro¢nika na ljude (zoonoza).

Analiti¢ar mora svakako koristiti zaStitne rukavice. Treba se zastititi 1 kutom. Ako rukavice nisu
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dostupne, nakon zavrSene pretrage treba temeljito oprati ruke (HENDRIX i ROBINSON,
2023.).

2.1.5.1. Mikroskopska pretraga bez koncentracije

Pretraga izmeta je relativno jeftin, neinvazivan i vrlo pouzdan nacin dijagnostike
parazita (ZAJAC i sur., 2021.). Koristi se za pronalazak cista i trofozoita. Trofozoiti se rjede
nalaze u uzorku (HARAPIN i sur., 2011.) jer su vrlo osjetljivi. Osjetljivost ove pretrage ovisi
o upotrebi izravne ili koncentracijske metode, broju pretrazenih uzoraka izmeta te strucnosti
osoblja (HOOSHYAR 1 sur., 2019.). Pretraga zapocinje pravilnim uzimanjem uzoraka izmeta.
Izmet treba biti svjez i dostavljen na pretragu u Sto kraéem vremenu. Ako se zeli dokazati
trofozoite, potrebno je izmet ili stolicu pretraziti unutar 30 minuta od uzimanja (ZAJAC i sur.,
2021.).

Kod izravnog mikroskopiranja u humanim laboratorijima koristi se priprema s otopinom
prikladne soli ili fiksacija pomocu natrij-acetat-octene kiseline-formalina (SAF). Uzorak se
moze pregledati obojen jodom (od 2 do 5%-tna Lugolova otopina) ili neobojen. Trofozoiti su
pokretni ako se za pripremu svjezeg uzorka izmeta koristi sol, dok ¢e pri upotrebi SAF-a biti
nepokretni. Pokretni trofozoiti pod mikroskopom imaju karakteristi¢no kretanje koje podsjeca
na list koji pada (SAARI i sur., 2019.). Ako uzorak bez fiksacije ili konzervansa predugo stoji,
dolazi do degeneracije trofozoita. Kod asimptomatskih jedinki ili zdravih pacijenata bez
proljeva esce se nalaze ciste u uzorku. Sto je veéi broj uzoraka, veéa je moguénost pronalaska
uzro¢nika. Kod tri uzorka vjerojatnost pronalaska je veca od 90% (HOOSHYAR i sur., 2019.).
Prednosti ove metode su svakako minimalna oprema i kratko vrijeme izvodenja kao i o¢uvanost

cista 1 trofozoita. Nedostaci su necisto¢a 1 nedovoljna reprezentativnost (HENDRIX i

ROBINSON, 2023.).
2.1.5.2. Mikroskopska pretraga s koncentracijom

Koncentracijske metode su preporucene i1 uobiCajene metode koje omogucavaju
pronalazak manjeg broja cista koje su mogle biti previdene metodom bez koncentracije. Ovom
se metodom ciste lakSe uocavaju ukoliko su obojene Lugolovom otopinom. Metoda nije
posebno osjetljiva te zahtjeva stru¢nost osoblja koje pretrazuje uzorak s obzirom da mnoge
cestice pod mikroskopom mogu podsjecati na ciste. Zasi¢ene otopine soli 1 SeCera mogu ostetiti
ciste (SAARI i sur., 2019.) pa one uslijed toga mogu izgledati poput polumjeseca. Prednost ove

metode je koncentracija, pa je samim time i ve¢a mogucnost pronalaska uzrocnika (HENDRIX



1 ROBINSON, 2023.). Koncentracija se moze posti¢i sedimentacijom 1 flotacijom. Flotacija
se temelji na plutanju elemenata manje specificne tezine dok se preostali materijal izmeta

talozi na dnu. Kod sedimentacije dolazi do talozenja cista na dno posude s vodom.
2.1.5.2.1. Flotacija

Ova metoda se koristi za koncentriranje jajasca i cista parazita te ih izdvaja od ostalog
sadrzaja uzorka. Temelji se na principu da su parazitski elementi laksi od flotacijske tekucine
pa ¢e plutati na povr§ini (ZAJAC 1 sur., 2021.). U stvari, postoji razlika izmedu specifi¢ne
tezine parazitskih elemenata i ostalih Cestica u izmetu. Vecina jajaSaca ima specifi¢nu tezinu
izmedu 1,1 1 1,2 g/mL, dok voda ima specificnu tezinu tek nesto iznad 1 g/mL. To znaci da su
jajasca preteska da bi plutala na povrsini vode. Iz tog razloga, potrebno je koristiti tekucine s
ve¢om specificnom tezinom. Takve tekucine koje nazivamo flotacijskim otopinama ili
flotacijskim tekuc¢inama sastoje se od Secera ili raznih soli 1 imaju specifi¢nu teZinu izmedu 1,2
i 1,25 g/mL. Kako vecina Cestica u izmetu ima specifi¢nu tezinu iznad 1,3 g/mL, iste nece
plutati i time oneistiti preparat (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Sto je veca specifi¢na tezina
otopine vise ¢e parazitskih elemenata plutati, ali 1 ostalih Cestica. Flotacijske teku¢ine visoke

specifine tezine ostecuju parazitske elemente (ZAJAC i sur., 2021.).

Najces¢e koristene flotacijske tekucine su zasi¢ene otopine Secera, kuhinjske soli,
magnezijeva sulfata, cinkova sulfata i natrijeva nitrata (HENDRIX i ROBINSON, 2023.). Za
naglasiti je da otopina kuhinjske soli nije prikladna za flotaciju cista (HARAPIN i sur., 2011.).
Ako se koristi otopina kuhinjske soli, uzorak je potrebno §to prije pregledati jer se stvaraju
kristali pa dolazi do oStecenja cista (ZAJAC i sur., 2021.), kao 1 korozije laboratorijske opreme.
Za flotaciju cista bolja je zasi¢ena otopina Seéera (HARAPIN i sur., 2011.). Seéer je lako
dostupan, jeftin, ne unistava ciste, ali je istodobno ljepljiv (HENDRIX i ROBINSON, 2023.).
Za pronalazenje giardija preporucljivo je koristiti 33%-tnu otopinu cinkova sulfata jer ne
uzrokuje brzo propadanje cisti, kao §to je slucaj s drugim flotacijskim otopinama (ZAJAC i

sur., 2021.).

Flotacija moze biti jednostavna i izvedena bez specijalne opreme. Uzorak izmeta se
pomijesa s flotacijskom teku¢inom, procijedi u drugu posudu te se doda flotacijska otopina do
ruba posude. Na povrsinu se stavlja pokrovno stakalce i pri¢eka 10 do 15 minuta. Nakon toga
se pokrovno stakalce skida i stavlja na predmetno stakalce te pretrazuje pod mikroskopom.
Osjetljivost ove metode je mnogo manja od one s centrifugiranjem (HENDRIX i ROBINSON,
2023.).



Drugi nacin izvodenja flotacije je pomocu centrifugiranja. Ovaj nacin je bolji, jer je veca
ucinkovitost izdvajanja cista, a i potrebno je manje vremena za izvodenje (HENDRIX i
ROBINSON, 2023.). Postupak izvodenja je isti do trenutka postavljanja pokrovnog stakalca.
Nakon postavljanja, pripremljeni uzorak se centrifugira. Nakon centrifugiranja pokrovno
stakalce se stavlja na predmetno stakalce te mikroskopira.

Uzorak se pregledava bez bojenja, odnosno nativno (Slika 2) ili nakon bojenja

Lugolovom otopinom. Bojenje Lugolovom otopinom olakSava vizualizaciju unutarnjih
struktura cista i trofozoita (HENDRIX i ROBINSON, 2023.).

Slika 2. Nativna pretraga nakon flotacije. Crvenim strelicama oznacene su ciste

giardije, povecanje 40x
2.1.5.3. Entero test

Ovaj test se uglavnom koristi u dijagnostici u humanoj medicini. Za izvodenje se koristi
zelatinska kapsula i najlonska nit odgovarajuce duljine. Osoba proguta kapsulu koja se razgradi
pri prolasku kroz probavni sustav pa samo nit dolazi do duodenuma. Nit se iz probavnog sustava
izvla¢i nakon minimalno Ccetiri sata, a moze i nakon duljeg vremenskog razdoblja
(ANDERSON, 2020.). Uzorak koji se uzima s niti pretrazuje se pod mikroskopom ili se pak
koristi za kultivaciju. Ovim se postupkom mogu dokazati trofozoiti (BARR i sur., 1992,;
HOOSHYAR i sur., 2019.; GUNN i PITT, 2022.).



2.1.5.4. Imunodijagnosticki testovi

Temelje se na razli¢itim metodama otkrivanja antigena ili protutijela. U ove testove se
ubraja imunoenzimski test (ELISA) za dokazivanje protutijela, kao i takozvani antigenski
testovi. Smatra se da kombinacija imunodijagnostickih testova s mikroskopskom pretragom

nakon flotacije daje najpouzdanije rezultate (HENDRIX i ROBINSON, 2023.).

Poznato je da giardije poti¢u stvaranje protutijela IgM, IgG te najvise onih IgA razreda.
U tu se svrhu mogu Koristiti razni testovi, poput ELISA-e, imunofluorescencije ili Western
blotting testa. Nedostatak navedenih metoda je Sto protutijela mogu biti prisutna dugo vremena

nakon lijeCenja akutne invazije, pa ne govore nuzno o trenutnom stanju (HOOSHYAR i sur.,
2019.).

Postoje metode koje se koriste za otkrivanje fekalnih antigena u svjezim uzorcima
izmeta te uzorcima konzerviranim formalinom. Medu njima su najpopularnije
imunokromatografske metode koje traju vrlo kratko, svega od 10 do 15 minuta. Ovi se testovi
vrlo Cesto koriste u veterinarskoj dijagnostici jer zahtijevaju kratko vrijeme izvodenja. Za
naglasiti je da ih treba oprezno koristiti kod provjere u¢inkovitosti lijecenja, jer pokazuju samo
prisutnost antigena koji moze biti prisutan u izmetu i tjednima nakon lije¢enja (SAARI i sur.,
2019). Prikladni su i testovi kojima se dokazuje prisutnost antigena u izmetu pomocu

monoklonskih protutijela (HARAPIN i sur., 2011.).
2.1.5.4.1. Imunofluorescencija

Imunofluorescencija je posebno prikladan imunodijagnosticki test koji se u posljednje
vrijeme smatra zlatnim standardom. Kod ovog testa reakcija antigen - protutijelo se vizualizira
pomocu raznih oznac¢ivaca. Najcesce su to fluorokromi. Fluorokromi su boje koje apsorbiraju
zraCenje, odnosno ultraljubicasto svijetlo, pobuduju 1 emitiraju vidljivu svjetlost. Da bi djelovali
kao oznacivaci, trebaju sadrzavati kemijske skupine sposobne za formiranje kovalentnih veza
s proteinskim molekulama, emitirajuci visoku fluorescenciju u vidljivom spektru. Boja treba
biti razli¢ita od boje koju emitira ostatak uzorka. Jedan od najces¢ih fluorokroma je fluorescein

izotiocijanat koji je zelene boje (AOKI i sur., 2010.).

Izravna imunofluorescencija se temelji na vezi specificnih monoklonskih protutijela na
ciste giardije (EL-NAHAS i sur., 2012.). Prednost ove metode je specifi¢nost, dok su nedostaci
duze izvodenje te potreba posjedovanja fluorescentnog mikroskopa. Na trzistu je dostupan

komercijalni test koji koristi monoklonska protutijela. Ovaj test ima vecu osjetljivost od
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mikroskopske pretrage i otkriva relativno mali broj giardija (ALLES i sur., 1995,
UEHLINGER i sur., 2017.).

2.1.5.5. Molekularne metode

Ove se metode ne koriste u rutinskoj dijagnostici, a temelje se na primjeni lancane
reakcije polimerazom. Prikladne su za odredivanje tipova i podtipova giardija, $to nije potrebno
u rutinskoj dijagnostici. Koriste se i za dokazivanje prisutnosti giardija u okoli$u, vodi i
kanalizaciji (HOOSHYAR i sur., 2019.), kao i za potencijal zoonotskog prijenosa
(UEHLINGER 1 sur., 2017.). Molekularne metode su skuplje, zahtjevnije za izvodenje te je
potrebna posebna oprema za njihovo provodenje (JEREZ PUEBLA i sur., 2017.).

2.1.5.6. Ostale metode

Kultivacija je korisna u preciznoj dijagnostici, no ne koristi se u rutini. Upotrebljava se
u laboratorijima kada je potrebna velika koli¢ina trofozoita (HOOSHYAR i sur., 2019.).
Aspiracija sadrzaja duodenuma prilikom endoskopije moze takoder posluziti za dokaz
trofozoita (HARAPIN i sur., 2011.). Trofozoiti se mogu dokazati i u biopsatu te strugotini
crijevnog epitela.

2.2. LijeCenje

Ponekad giardijoza u pasa prolazi sama od sebe te nije potrebno lijeenje (RANA,
2024.). Najces¢e koristeni lijekovi su fenbendazol, metronidazol, ronidazol i albendazol
(GUNN i PITT, 2022.). Trajanje terapije je razli¢ito. Fenbendazol se ¢esto daje jednom dnevno
tijekom tri do pet uzastopnih dana, a ronidazol dva puta dnevno tijekom sedam dana
(DEPLAZES i sur., 2016.). Mnogi proizvodi sadrZze kombinaciju nekoliko aktivnih tvari, medu
kojima je Cesto febantel koji se inace metabolizira u fenbendazol te pirantel i prazikvantel
(SAARI i sur., 2019.). Pri sumnji na infekciju klostridijama uputno je koristiti metronidazol
(RANA, 2024.) koji ima antimikrobno djelovanje na anaerobe. Prikladan je i neomicin
(HARAPIN i sur., 2011.). Tijekom lijecenja dobro je psima dati hranu s vlakninom i probiotike
Sto ujedno potice 1 brze ozdravljenje (ZAJAC isur., 2021.).

2.3. Profilaksa

U pasa se vrlo ¢esto uo€avaju reinvazije iz cistama kontaminiranog okolisa pa je vrlo
vazna provedba higijenskih mjera. Ciste uniStava susa i temperatura iznad 60°C (DEPLAZES

1 sur., 2016.). Po lijeCenju vazno je oprati psa pripravcima koji sadrze klorheksidin. Nakon
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pranja, potrebno je osusiti psa, posebno straznji kraj, jer vlaga pogoduje prezivljavanju cista
pri¢vrséenih za dlaku. Unutarnji prostori se trebaju temeljito ocistiti od bilo kakve
kontaminacije izmetom. PovrSine se trebaju Cistiti natrijevim hipokloritom ili kvarternim
amonijevim spojevima i za vrijeme trajanja lijeCenja. Giardije zadrzavaju virulenciju na sobnoj
temperaturi otprilike tjedan dana te im pogoduje vlaga. Temperature ispod niStice ubijaju
vedinu cista, dok neke prezivljavaju. Potrebno je ukloniti sve izmetom zaprljane tkanine, a one
koje se Cuvaju, peru se pri temperaturi od 60°C, nakon ¢ega se temeljito suse. Zdjelice treba

svakodnevno prati toplom vodom (SAARI i sur., 2019.).

Vjerojatnost okolisSne invazije smanjuje se samim drzanjem Zzivotinja u ku¢i. U
prevenciji je najbitnije uklanjanje izmeta iz okolisSa §to je prije moguce. Podru¢ja kontaminirana
izmetom Koji sadrzi giardije je potrebno ocistiti pomocu pare ili kvarternih amonijevih spojeva.
Psima je potrebno omoguditi €istu pitku vodu te zabraniti pijenje iz vanjskih izvora. Invadirani
psi trebaju izbjegavati kontakt s drugim psima i plivanje u vodi dok ne produ svi klinicki
znakovi. lako postoji, komercijalno cjepivo nije pokazalo potrebnu razinu zastite (DEPLAZES

i sur., 2016.; SAARI i sur., 2019.; RANA, 2024.).

11



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

Za potrebe istrazivanja prikupljeno je 78 uzoraka izmeta pasa, veli¢ine oraha. Uzorci su

prikupljani u razdoblju od 30. travnja 2023. do 12. svibnja 2023. i to trokratno prema protokolu.

Do pretrage su uzorci pohranjeni u hladnjaku. Od ukupnog broja izmeta u istrazivanju, njih 38

je prikupljeno u radu Zavoda za parazitologiju i invazijske bolesti s klinikom Veterinarskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Iz Laboratorija za parazitologiju Hrvatskog veterinarskog

instituta je koriSteno 27 uzoraka izmeta. Suradnjom s Veterinarskom ambulantom Bibino bili

smo u mogucnosti pretraziti Sest uzoraka. Preostalih Sest uzoraka je prikupljeno od pasa u

vlasniStvu prijatelja i poznanika. Uzorci su sakupljeni neovisno o dobi, spolu i pasmini psa, te

je rije¢ o prigodnom uzorkovanju.

3.2. Flotacija

Za izvodenje flotacije potrebno je:

Uzorak izmeta — 3 uzastopne defekacije, od svakog po 2 do 3 grama
Zasic¢ena otopina Secera

Plasti¢ne CaSice zapremine 120 ml

Sito

Drvena $patula

Epruvete za centrifugiranje zapremine 15 mi

Pokrovnice

Predmetnice

Postupak izvodenja flotacije:

O N o g B~ W Dd e

Uzorak izmeta se temeljito izmijeSa pomocu drvene Spatule

Drvenom Spatulom se uzima uzorak izmeta veli¢ine oraha (5 do 10 grama)
Uzorak se stavlja u plasticnu €aSicu i prelije zasi¢enom otopinom Secera
Dobro se promijesa uzorak dok se ne dobije homogena smjesa

Dobivena smjesa se prelije preko sita u drugu plasti¢nu ¢asicu

Uzorak se iz plasti¢ne CaSice ulije u epruvetu za centrifugiranje

Dodaje se flotacijska tekuc¢ina dok ne nastane na koju se stavlja pokrovnica

Epruveta s pokrovnicom se oprezno stavlja u centrifugu
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9. Ukljucuje se centrifuga na 1500 okretaja u minuti, u trajanju od 5 minuta

10. Nakon zavrSenog centrifugiranja, pokrovnica se pazljivo uklanja s epruvete

11. Stavlja se na predmetnicu na nacin da strana koja je dodirivala teku¢inu
nalijeZe na predmetnicu

12. Preparat se pregledava pod mikroskopom pod povecanjem 400 puta
3.3. Pretraga uz bojenje Lugolovom otopinom

Postupak pretrage uz bojenje Lugolovom otopinom izvodi se na isti nacin kao 1 metoda
flotacije s centrifugiranjem uz iznimku da se nakon centrifugiranja odstranjuje pokrovnica pa
se pomocu mikropipete uzima 25 pL tekucéine sa povrsine. Uzorak se stavlja na predmetnicu te
mu se dodaje 25 pL Lugolove otopine. Plasti¢énim nastavkom na pipeti se lagano pomijesaju
uzorak i Lugolova otopina. Takva mjeSavina se nanosi na predmetnicu, prekriva pokrovnicom

te mikroskopira (Slika 3).

Slika 3. Prikaz giardije nakon bojenja Lugolovom otopinom, crvene strelice oznacavaju

ciste giardije, povecanje 400X
3.4. Izravna imunofluorescencija

Za izvodenje testa izravne imunofluorescencije koristi se komercijalni test
MERIFLUOR® Cryptosporidium/Giardia test (Meridian bioscience, SAD). Temelj ovog testa
je izravno vezanje specifiénih protutijela na povrSinske antigene cista Giardia spp. i oocista

Cryptosporidium spp. U kitu se nalaze monoklonska protutijela koja su obiljeZena fluorescein
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izotiocijanatom (FITC). Nakon §to se veZzu za antigene, reakcija se vizualizira fluoresciranjem
koje je vidljivo pod ultraljubicastim svjetlom. Podloga se oboji crveno narancasto, a ciste

fluorescirajuce zelenom bojom (Slika 4 i 5).

Slika 4. Izravna imunofluorescencija giardije, crvene strelice prikazuju ciste giardije,

povecanje 40x

Slika 5. Prikaz giardije metodom izravne imunofluorescencije, crvene strelice oznac¢avaju

ciste giardije, povecanje 100x
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3.4.1. Postupak

Najprije se pripremi radna otopina tako da se pomijesa 400 uL fosfatnog pufera (PBS)

¢iji pH iznosi 7,2, 80 pL detekcijskog reagensa te 50 pl kontrastnog sredstva u Eppendorf

epruveti zapremine 2 ml. Vezujuci medij se ve¢ nalazi u komercijalnom kitu, a ako ga ponestane

moze se samostalno pripremiti. Za pripremu je potrebno 900 ul glicerina i 100 ul fosfatnog

pufera.

Priprema uzorka :

Nakon flotacije uzorka sa zasi¢enom otopinom Secera uz centrifugiranje se
uzima 10 ml tekuéine sa vrha epruvete zapremine 15 ml i unosi u epruvetu
zapremine 50 ml

Kako bi se isprala flotacijska teku¢ina dodaje se vodovodna voda do oznake 50
ml

Slijedi centrifugiranje na 1500 okretaja u minuti u trajanju od 5 minuta
Supernatant se odlijeva u jednom potezu, a sediment se temeljito pomijesa na
tresilici te se ponovno dodaje vodovodna voda do oznake 50 ml na epruveti
Ponavlja se centrifugiranje na 1500 okretaja u minuti u trajanju od 5 minuta
Supernatant se opet odlijeva u jednom potezu te se sediment temeljito mijesa na

tresilici i koristi za daljnji postupak

Nanosenje uzorka i mikroskopiranje

1.

Najprije se predmetnice koje se koriste za imunofluorescenciju moraju odmastiti
metanolom 1 obiljeZiti

Pipetom se uzima 12 pl. sedimenta te se nanosi na polje predmetnice za
imunofluorescenciju. Preporucljivo je uzorke nanositi samo u gornji red kako bi
se sprijecilo mijeSanje uzoraka

Pozitivna kontrola koja u sebi sadrzi ciste gijardije u koli¢ini od 12 pLL se nanosi
na posljednje polje na predmetnici

Tako pripremljeni uzorci na predmetnici se suse u temostatu

Na sve uzorke se nanosi 12 pLL radne otopine

Predmetnice za imunofluorescenciju na kojima se nalaze uzorci se poslazu u
vlaznu komoru s prikladnim stalkom i vlaznim papirom. Slijedi inkubacija

tijekom 60 minuta na 37°C
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7. Kada se inkubacija zavrsi, uzorci se ispiru s fosfatnim puferom te ponovo suse
u termostatu

8. Nanosi se kap vezujueg medija na svaki uzorak koji ¢e se pretrazivati te se
pokrije velikom pokrovnicom (24 x 60 mm). Tako pripremljeni uzorci se

mikroskopiraju uz pomo¢ fluorescentnog mikroskopa

3.5. Statisticka obrada podataka

S obzirom da je metoda imunofluorescencije prihvaéena kao zlatni standard u
dijagnostici parazita Giardia spp. (BARRERA i sur., 2024.), u ovome radu su s navedenim
testom usporedeni nalazi dobiveni metodom nativne flotacije i metodom flotacije uz bojenje
Lugolovom otopinom. Vrijednosti dobivene analizom podataka dobivenih iz ukupnog uzorka,
uzorka prema spolu ukupno, te uzorka prema dobi, raspodijeljene su kao stvarno pozitivne (TP),
stvarno negativne (TN), lazno pozitivne (FP) 1 lazno negativne (FN). Prevalencija je oznacena
slovom P. Interval pouzdanosti (CI) je postavljen na 95%. IzraCunata je osjetljivost (Sn;
sposobnost testa da prepozna invadirane jedinke) i specificnost (Sp; sposobnost testa da

prepozna neinvadirane jedinke) testova na temelju sljedecih jednadzbi:
SN=TP/TP +FN
SP=TN/TN + FP

Pozitivne (PPV) i negativne prediktivne vrijednosti (NPV) govore nam koliko mozemo
biti sigurni da su Zivotinje koje je test prepoznao kao invadirane uistinu 1 invadirane (PPV),
odnosno da su one koje je test prepoznao kao neinvadirane uistinu i neinvadirane (NPV), a

izraCunate su na temelju sljedec¢ih jednadzbi:
PPV = P x osjetljivost / (P x osjetljivost) + [(1-P) x (1-specificnost)]
NPV = (1-P) x specificnost / [(1-P) x specificnost) + (P x (1-0sjetljivost)]
Youdenov indeks dobiven je na temelju jednadzbe:
J = (a/a+c) + (d/b+d) -1

Pored toga testovi nativne flotacije i flotacije uz bojenje Lugolovom otopinom
usporedeni su medusobno pomoc¢u Cohen Kappa testa. Ovaj test ne govori nuzno koja metoda

je bolja, ve¢ samo daje njihovu medusobnu podudarnost.
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Cohen Kappa test izraCunat je za provjeru podudarnosti testova na temelju sljedece jednadzbe:
OP =(a+d)/n
Gdje je: OP — opazena proporcija podudarnosti
n = (a+b+c+d)
EP = [{(a+b) /n} x {(a+c) / n}] + [{(c+d) /n } x {(b+d) / n}]
Gdje je: EP - o¢ekivana proporcija podudarnosti.
Kappa test = OP-EP / (1-EP)

Svi izracuni napravljeni su u WinEpi programu.
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4. REZULTATI

Rezultati pretraga izmeta pasa pomocu tri razli¢ite metode kumulativno prikazani su u

Tablici 1.

Tablica 1. Kumulativni prikaz nalaza u uzorcima izmeta pasa dobivenih razli¢itim metodama.

Pozitivni Negativni
Flotacija 20 58
Lugol 24 54
IF 34 44

Iz Tablice 1 vidljivo je da je najve¢i broj pozitivnih pasa otkriven metodom
imunofluorescencije, dok su metode flotacije nativno i flotacije s Lugolovom otopinom dali

odredeni broj lazno negativnih pasa, ukoliko usporedimo rezultate s imunofluorescencijom.

Tablica 2. Nalazi u uzorcima izmeta pasa u odnosu na dob dobivenih razli¢itim metodama.

1-7mj 7mj-2god 2-5god 5-8god >8 god
Flotacija + 8 5 1 1 5
Flotacija - 14 10 20 9 5
Lugol + 10 6 4 0 4
Lugol - 12 9 17 10 6
IF + 19 5 4 2 4
IF - 3 10 17 8 6

Prema rezultatima u Tablici 2 vidljive su varijacije u specifi¢nosti i osjetljivosti prema
dobi, iako se to najvjerojatnije moze pripisati razlikama u veli¢ini uzorka te potencijalno u jacini

invazije.
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Tablica 3. Nalazi u uzorcima izmeta pasa u odnosu na spol.

Zenke MuzZjaci
Flotacija + 10 10
Flotacija - 21 37
Lugol + 14 10
Lugol - 17 37
IF + 18 16
IF - 13 31

Tablica 3 prikazuje rezultate sva tri testa te je razvidna slicnost rezultata izmedu obje
metode flotacije, posebice u muzjaka. I ovoga puta obje metode daju viSe lazno negativnih

rezultata.
4.1. Usporedba testa IF i flotacije te IF i bojenja Lugolovom otopinom ukupno

U Tablici 4 prikazana je usporedba metode flotacije nativno s imunofluorescencijom
kao metodom odabira. Usporedba je provedena na temelju ukupno dobivenih rezultata.

Tablica 4. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i flotacije nativno, ukupno.

Osjetljivost 58,8% (C1 95% 42,3% do 75,4%)
Specifi¢nost 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
NPV 75,9% (C1 95% 64,8% do 86,9%)
Prevalencija 38,6% (Cl 95% 28,5% do 48,8%)
Testna prevalencija 25,6% (C1 95% 16,0% do 35,3%)
Youdenov indeks 58,8% (C1 95% 42,3% do 75,4%)

Kao $to je ukazivala i1 Tablica 1, 1 ovdje je vidljivo da je specificnost flotacije nativno
100% (CI 95% 100,0% do 100,0%), ¢ime su ujedno i vece pozitivne prediktivne vrijednosti,
PPV =100,0% (Cl 95% 100,0% do 100,0%). Osjetljivost je razmjerno niskih 58,8% (Cl 95%
42,3% do 75,4%).
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Tablica 5. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i flotacije uz bojenje Lugolovom

otopinom ukupno.

Osjetljivost 70,6% (C1 95% 55,3% do 85,9%)
Specifi¢nost 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
NPV 81,5% (CI 95% 71,1% do 91,8%)
Prevalencija 43,6% (Cl 95% 32,6% do 54,6%)
Testna prevalencija 30,8% (CI 95% 20,5% do 41,0%)
Youdenov indeks 70,6% (C1 95% 55,3% do 85,9%)

I ovdje (Tablica5) je vidljiva visoka specificnost metode bojenja Lugolovom otopinom,
Sp =100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%). Za razliku od flotacije nativno, ovdje je osjetljivost
nesto visa, Sn = 70,6% (CI 95% 55,3% do 85,9%). Time ujedno nalazimo i viSe negativne

prediktivne vrijednosti, NPV = 81,5% (CI 95% 71,1% do 91,8%).

Rezultati dobiveni metodom flotacije nativno i flotacije uz bojenje Lugolovom
otopinom usporedeni su medusobno pomocu Cohen Kappa testa. Dobivena je opazena
proporcija podudarnosti od 90,2%, te o¢ekivana proporcija podudarnosti od 58,6%. Na temelju
prethodno navedene jednadZbe izracunat je Kappa koeficijent koji iznosi 0,764. Prema tablici

ovakav koeficijent oznacava dobru podudarnost ova dva testa.

4.2. Usporedba testa IF i flotacije te IF i bojenja Lugolovom otopinom prema spolu

U Tablici 6 prikazana je usporedba metode flotacije nativno s imunofluorescencijom
kao metodom odabira. Usporedba je provedena na temelju ukupno dobivenih rezultata prema

spolu.
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Tablica 6. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i flotacije nativno u muzjaka

Osijetljivost 62,5% (CI 95% 38,8% do 86,2%)
Specifi¢nost 100,0% (C1 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
NPV 83,8% (Cl 95% 71,9% do 95,7%)
Prevalencija 34,0% (C1 95% 20,5% do 47,6%)
Testna prevalencija 21,3% (C1 95% 9,6% do 33,0%)
Youdenov indeks 62,5% (C1 95% 38,8% do 86,2%)

Rezultati analize ukazuju i dalje na visoku specifi¢nost, Sp = 100,0% (CI 95% 100.0%
do 100.0%) te samim time visoke pozitivne prediktivne vrijednosti, PPV = 100,0% (CI 95%
100,0% do 100,0%). Osjetljivost je iznosila Sn = 62,5% (CI 95% 38,8% do 86,2%), Sto je u

konkretnom slucaju nesto viSe od osjetljivosti iste metode na primjeru ukupnog uzorka.

U Tablici 7 prikazani su rezultati usporedbe metode imunofluorescencije i flotacije

nativno u uzorcima podrijetlom od Zenki.

Tablica 7. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i flotacije u zenki

Osijetljivost 55,6% (CI 95% 32,6% do 78,5%)
Specifi¢nost 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
NPV 61,9% (Cl 95% 41,1% do 82,7%)
Prevalencija 58,1% (C1 95% 40,7% do 75,4%)
Testna prevalencija 32,3% (15,8% do 48,7%)

Youdenov indeks 55,6% (C1 95% 32,6% do 78,5%)

Rezultati ukazuju 1 dalje na visoku specifi¢nost, Sp = 100,0% (CI 95% 100.0% do
100.0%) te samim time visoke pozitivne prediktivne vrijednosti, PPV = 100,0% (Cl 95%

100,0% do 100,0%). Osjetljivost je u ovome slucaju nesto niza od osjetljivosti dobivene

pretragom ukupnog uzorka te iznosi Sn = 55,6% (CI 95% 32,6% do 78,5%).

U Tablici 8 prikazane su usporedbe metoda imunofluorescencije i flotacije uz bojenje

Lugolovom otopinom u muzjaka.

21



Tablica 8. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i bojenja Lugolovom otopinom u

muzjaka

Osjetljivost 62,5% (Cl 95% 38,8% do 86,2%)
Specifi¢nost 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100.0%)
NPV 83,8% (CI 95% 71,9% do 95,7%)
Prevalencija 34,0% (C1 95% 20,5% do 476%)
Testna prevalencija 21,3% (C1 95% 9,6% do 33,0%)
Youdenov indeks 62,5% (Cl 95% 38,8% do 86,2%)

I ovom usporedbom dobivena je visoka specifi¢nost, Sp = 100,0% (CI 95% 100.0% do
100.0%) te samim time i visoke pozitivne prediktivne vrijednosti, PPV = 100,0% (CI 95%

100,0% do 100,0%). Osjetljivost je u ovome slucaju istovjetna onoj pri flotaciji nativno.

U Tablici 9 prikazane su usporedbe metoda imunofluorescencije i flotacije uz bojenje

Lugolovom otopinom u zenki.

Tablica 9. Prikaz usporedbe testa imunofluorescencije i bojenja Lugolovom otopinom u zenki

Osijetljivost 77,8% (CI 95% 58,6% do 97,0%)
Specifi¢nost 100,0% (CI1 95% 100,0% do 100,0%)
PPV 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%)
NPV 76,5% (Cl 95% 56,3% do 96,6%)
Prevalencija 58,1% (C1 95% 40,7% do 75,4%)
Testna prevalencija 45,2% (Cl 95% 27,6% do 62,7%)
Youdenov indeks 77,8% (Cl 95% 58,6% do 97,0%)

I ovom usporedbom dobivena je visoka specifi¢nost flotacije uz bojenje Lugolovom
otopinom, Sp = 100,0% (CI 95% 100.0% do 100.0%) te samim time i visoke pozitivne
prediktivne vrijednosti, PPV = 100,0% (CI 95% 100,0% do 100,0%). Osjetljivost je u ovome
slu¢aju visa negoli u muzjaka, ali i kod flotacije nativno, i iznosi Sn = 77,8% (CI 95% 58,6%
do 97,0%). Time su ujedno dobivene i nesto viSe negativne prediktivne vrijednosti, NPV =

76,5% (CI 95% 56,3% do 96,6%).
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Rezultati dobiveni metodom flotacije nativno i flotacije uz bojenje Lugolovom
otopinom usporedeni su prema spolu pomoc¢u Cohen Kappa testa. Na uzorcima podrijetlom od
muzjaka dobiven je Kappa koeficijent 1, odnosno visoka podudarnost testova. Usporedbom
testova provedenih na uzorcima podrijetlom od Zenki dobivena je opaZena proporcija
podudarnosti od 77,1%, odnosno ocekivana proporcija podudarnosti od 52,0%. Izratunom je

dobiven Kappa koeficijent od 0,524, $to oznacava zadovoljavajucu podudarnost.
4.3. Ogranicenja

Postoji nekoliko potencijalnih izvora limitiranosti ovoga istrazivanja. Medu njima je
svakako veli¢ina uzorka, ali i neujednacenost uzorka po spolu i dobi za pojedinacni dio

testiranja.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju su usporedeni dijagnosticki rezultati dobiveni koriStenjem tri
razli¢ita testa i to; flotacije s centrifugiranjem, flotacije s centrifugiranjem i bojenjem
Lugolovom otopinom te izravne imunofluorescencije. Prve dvije tehnike se najcesce koriste u
rutinskim uvjetima pored imunokromatografskog testa koji nije koriSten u ovom istrazivanju.
Izravna imunofluorescencija je metoda koja se koristi uz upotrebu sofisticirane opticke opreme
I izvodi se uglavnom u specijaliziranim laboratorijima veterinarske dijagnostike. Treba naglasiti
da u literaturi postoje razli¢ita razmisljanja o zlatnom standardu dijagnostike giardioze u pasa.
Neki autori za zlatni standard koriste test flotacije zasi¢enom otopinom cinkova sulfata (ZSCT),
dok pak drugi isticu prikladnost izravne imunofluorescencije i to prvenstveno zbog njene visoke
specifi¢nosti i osjetljivosti u istrazivanjima na ljudima i opce prihva¢enog misljenja da je rije¢
0 metodi postavljenoj kao zlatni standard (GARCIA i sur., 1992.; GARCIA i SHIMIZU, 1997,
MARKS i sur., 2004.; JOHNSTON i sur., 2003.; BARRERA i sur., 2024.). lako se neko vrijeme
primjena ZSCT testa smatrala zlatnim standardom za dijagnozu bi¢asa G. duodenalis u pasa
(DRYDEN i sur., 2006.), RISHNIW i sur. (2010.) su to nedavno doveli u pitanje. Oni su naime
utvrdili da je ZSCT imao loSe rezultate, ¢ak i kada su rezultati uzastopnih uzoraka objedinjeni.
S druge strane, iako ZSCT 1 SNAP® Giardia test nisu bili tako osjetljivi kao IFA, imali su vrlo
sli¢ne rezultate. Ovo je potkrijepljeno usporednim studijama koje koriste Bayesovu analizu,
gdje je IFA bila osjetljivija od jednostavne mikroskopije ili SNAP® Giardia testa u pasa
(GEURDEN i sur., 2008.; TRAUB i sur., 2009.). Kada je ZSCT test pozitivan na bicasa G.
duodenalis, obicno se smatra da su PPV 100% (BARR i sur., 1992.). Centrifugiranje u
gradijentu saharoze praceno IFA prili¢no je skupo u usporedbi s tim i stoga nije prakticno niti

se naSiroko koristi kao dijagnosticka tehnika u veterinarskim klinikama.

Medutim, pokazalo se da je to osjetljiva metoda, otkrivaju¢i G. duodenalis-pozitivne
uzorke pasa i kada je bilo prisutno samo 10 cista po 1 g izmeta. U ovom istrazivanju nije
koristen cinkov sulfat, ve¢ zasi¢ena Secerna otopina pa su rezultati analizirani u odnosu na
izravnu imunofluorescenciju. Usporedbom oba testa s rezultatima testa izravhom
imunofluorescencijom utvrdeno je da imaju izrazito visoku specificnost (100%), dok je
osjetljivost niza 1 iznosi 70,6% za test flotacije s bojenjem Lugolovom otopinom, odnosno
58,8% za test flotacije. Ovakav rezultat je u suglasnosti s rezultatima MEKARU i sur. (2007.)
koji su u slucaju flotacije utvrdili specificnost od 99,7% (Cl 95% 98,2 - 100,0), te nesto visu
osjetljivost od 85,3% (CI 95% 68,9 - 95,1). Utvrdena specificnost od 100% ujedno ukazuje na

¢injenicu da Ce testom sve negativne jedinke biti otkrivene, ali zbog pojave veceg udjela lazno
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negativnih jedinki, oba testa daju vecu dijagnosticku sigurnost u pozitivan nalaz testa. Drugim
rije¢ima dobivamo visoke pozitivne prediktivne vrijednosti i visoku sigurnost da su zivotinje
proglasene ovim testovima kao pozitivne uistinu i pozitivne. Kako je i ocekivano, metoda
flotacije uz bojenje Lugolovom otopinom je neSto pouzdanija metoda samim time S$to je
vizualizacija parazita lakSa, te uz visoku specifi¢nost daje 1 neSto visSu osjetljivost (70,6% vs.
58.8%) u odnosu na obi¢nu metodu flotacije. To ujedno znaci i nesto viSu sigurnost da su
jedinke koje su proglasene testom kao negativne uistinu i negativne (NPV iznosi 81,5%).
Youdenov indeks kombinira specificnost i osjetljivost u jednu vrijednost koja se krece izmedu
-1 (obje vrijednosti su jednake 0%) i 1 (obje vrijednosti su jednake 100%). U ovom slucaju on
iznosi 0,706.

Do danas je u nizu studija objavljena uspjesnost razlicitih dijagnostickih testova za ovog
protozoona u pasa (ZIMMER i BURRINGTON, 1986.; DECOCK i sur., 2003.; CIRAK i
BAUER, 2004.; DRYDEN i sur., 2006.; GEURDEN i sur., 2008.; TRAUB i sur., 2009.;
COSTA i sur., 2016.). COSTA i sur. (2016.) istrazivanjima prikladnosti brzog testa
SNAP ®Giardia utvrdili su izvrsne vrijednosti PPV za sve stope prevalencije, ali odlican NPV
samo za nisku prevalenciju. Epidemioloski gledano ovakav nalaz je i ocekivan. Naime,
prediktivne vrijednosti su ovisne o prevalenciji i niza prevalencija zapravo ocekivano podize
negativne prediktivne vrijednosti. Budué¢i da je prevalencija vjerojatno niska (<15%) u
klinickim uvjetima, COSTA 1 sur. (2016.) predlazu da ovi testovi mogu biti od pomo¢i, iako
posebno naglasavaju znacajno manju osjetljivost od kombinacije flotacije cinkovim sulfatom 1
brzog testa. Za napomenuti je da se lan€ana reakcija polimerazom sve vise koristi kao jedini
dijagnosticki test za procjenu prevalencije G. duodenalis (SANTIN i sur., 2006.; YANG i sur.,
2009.; NG i sur., 2011.). Njegova osjetljivost u otkrivanju protozoona u pasa u usporedbi s
mikroskopiranjem je dokazana detaljnim istrazivanjima (SCARAMOZZINO i sur., 2009.;
TRAUB i1 sur., 2009.). U macaka, istrazivanja kojima je procijenjena prevalencija protozoona
lan¢anom reakcijom polimerazom su pokazala *’vec¢u invadiranost’ u usporedbi bilo s ELISA
testom ili mikroskopiranjem, a sli¢ni rezultati dobiveni su i u istrazivanjima u goveda i pasa

(MCGLADE i sur., 2003.; SANTIN i sur., 2009.; PAPINI i sur., 2013.).

Rezultati ovog istrazivanja, potkrijepljeni su sliénim istraZivanjem prisutnosti
protozoona u djece, gdje nisu svi mikroskopski pozitivni uzorci potvrdeni PCR-om (DAVID i
sur., 2011.). Pregledom literature smo uocili brojne kontradiktornosti, kao i ogranicenja u
analizi rezultata. To je posebno vidljivo u studiji koju su proveli UEHLINGER i sur. (2017).

Moguce je da je broj cista u PCR-pozitivnim, a IFA-negativnim uzorcima bio premali da bi se
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mogao otkriti mikroskopskim tehnikama ili da tehnike flotacije nisu otkrile puknute. Nadalje,
antigen se moze izluciti u situacijama kada ciste nisu intaktne. Stoga se specificnost PCR-a
moze podcijeniti zbog usporedbe s nesavrSenim testom. Medutim, u okolnostima kada je

koncentracija cista niska, testovi koji se temelje na detekciji antigena, kao §to su SNAP®

pribliziti rezultatima PCR-a, kao $to su pokazali MCGLADE i sur. (2003.).

Nadalje, svi PCR-negativni, IFA-pozitivni uzorci takoder su bili pozitivni na jedan ili
vise drugih testova $to je rezultiralo visokom stopom lazno negativnih rezultata za PCR test i
sugeriralo smanjenu osjetljivost PCR metode. Nehomogena distribucija cista unutar uzorka,
neuspjeh lize ciste tijekom obrade i inhibitori, koji su €esti u uzorcima izmeta, mogli bi dovesti
do neuspjeha umnazanja DNK G. duodenalis pomo¢u PCR-a i mogli bi rezultirati
nepodudarnim rezultatima izmedu testova (DAVID i sur., 2011.). Poseban zahtjev za metodu
flotacije je da ista uz svoju jednostavnu primjenu ipak zahtijeva stru¢no i iskusno osoblje, $to

najvise utjece na rezultat testa.
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6. ZAKLJUCCI

1. Usporedbom rezultata flotacije i flotacije sa bojenjem s rezultatima testa izravnom
imunofluorescencijom utvrdeno je da imaju izrazito visoku specifi¢nost (100%), dok je
osjetljivost niza i iznosi 70,6% za test flotacije s bojenjem Lugolovom otopinom, odnosno
58,8% za test flotacije.

2. Utvrdena specifi¢nost izravne imunofluorescencije od 100% ujedno ukazuje na Cinjenicu da
¢e testom sve negativne jedinke biti otkrivene, ali zbog pojave veceg udjela lazno negativnih

jedinki, oba testa daju vecu dijagnosticku sigurnost u pozitivan nalaz testa.

3. Kako je i1 o¢ekivano, metoda flotacije uz bojenje Lugolovom otopinom je neSto pouzdanija
metoda samim time $to je vizualizacija parazita laksSa, te uz visoku specifi¢nost daje i nesto visu

osjetljivost (70,6% vs. 58.8%) u odnosu na metodu flotacije bez bojenja.
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8. SAZETAK

Usporedba dijagnostickih postupaka u pretrazi izmeta pasa na prisutnost cisti Giardia
duodenalis

Romana Tikvié

U ovom istrazivanju usporedeni su rezultati tri dijagnostiCka testa za giardiozu pasa
pretrazivanjem izmeta. Uzorci izmeta prikupljeni su od 78 uzoraka pasa. Uzorci su od svakog
pas prikupljeni u tri navrata. Uzorci su sakupljeni neovisno o dobi, spolu i pasmini psa. Nakon
izvrSene pretrage provedena je statisticka analiza. S obzirom da je metoda imunofluorescencije
prihvacena kao zlatni standard u dijagnostici giardioze pasa, u ovome radu su s navedenim
testom usporedeni nalazi dobiveni metodom nativne flotacije i metodom flotacije uz bojenje
Lugolovom otopinom. Vrijednosti dobivene analizom podataka dobivenih iz ukupnog uzorka,
uzorka prema spolu te uzorka prema dobi, raspodijeljene su kao stvarno pozitivne (TP), stvarno
negativne (TN), lazno pozitivne (FP) i lazno negativne (FN). Izracunata je osjetljivost i
specifi¢nost svakog testa. Pored toga rezultati flotacije 1 flotacije uz bojenje Lugolovom
otopinom usporedeni su medusobno pomoc¢u Cohen Kappa testa. IzraCunat je i Youdenov
indeks. Usporedbom rezultata flotacije i flotacije sa bojenjem s rezultatima testa izravnom
imunofluorescencijom utvrdeno je da imaju izrazito visoku specificnost (100%), dok je
osjetljivost niZa i iznosi 70,6% za test flotacije s bojenjem Lugolovom otopinom, odnosno
58,8% za test flotacije. Utvrdena specifi¢nost izravne imunofluorescencije od 100% ujedno
ukazuje na Cinjenicu da Ce testom sve negativne jedinke biti otkrivene, ali zbog pojave veceg
udjela lazno negativnih jedinki, oba testa daju vecu dijagnosticku sigurnost u pozitivan nalaz
testa. Kako je i ocekivano, metoda flotacije uz bojenje Lugolovom otopinom je neSto
pouzdanija metoda samim time §to je vizualizacija parazita lakSa, te uz visoku specifi¢nost daje

i nesto visu osjetljivost (70,6% vs. 58.8%) u odnosu na metodu flotacije bez bojenja.

Kljucne rijeci: giardioza, izmet, imunofluorescencija, specificnost, osjetljivost
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9. SUMMARY

Comparison of diagnostic procedures in the search of dog feces for the presence of Giardia
duodenalis cysts

Romana Tikvié

In this study, the results of three diagnostic tests for canine giardiasis by fecal examination were
compared. Fecal samples were collected from 78 dog samples. Samples were collected from
each dog on three occasions. Samples were collected regardless of age, sex and breed of dog.
After the examination, a statistical analysis was performed. Since the immunofluorescence
method is accepted as the gold standard in the diagnosis of canine giardiasis, in this study, the
findings obtained by the native flotation method and the flotation method with Lugol's solution
staining were compared with the aforementioned test. The values obtained by analyzing the
data obtained from the total sample, sample by sex and sample by age were distributed as true
positive (TP), true negative (TN), false positive (FP) and false negative (FN). The sensitivity
and specificity of each test were calculated. In addition, the results of flotation and flotation
with Lugol's solution staining were compared with each other using the Cohen Kappa test. The
Youden index was calculated. Comparing the results of flotation and flotation with staining
with the results of the direct immunofluorescence test, it was found that they have an extremely
high specificity (100%), while the sensitivity is lower (70.6%) for the flotation test with Lugol's
solution staining and 58.8% for the flotation test. The determined specificity of direct
immunofluorescence (100%) indicates that all negative individuals will be detected by the test,
but due to the occurrence of a higher proportion of false-negative individuals, both tests provide
greater diagnostic certainty in a positive test result. As expected, the flotation method with
Lugol's solution staining is a slightly more reliable method simply because visualization of the
parasite is easier, and in addition to high specificity, it also provides a slightly higher sensitivity
(70.6% vs. 58.8%) compared to the flotation method without staining.

Key words: giardiasis, feces, immunofluorescence, specificity, sensitivity

34



10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 29.04.1998. godine u Malom Losinju gdje sam i odrasla. Osnovnu skolu Maria
Martinoli¢a u Malom Losinju zavrSila sam 2013. Iste godine upisujem srednju $kolu Ambroza
Haracic¢a, smjer Opca gimnazija, takoder u Malom LoSinju.

Prvu godinu integriranog preddiplomskog i diplomskog studija veterinarske medicine na
Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu upisujem 2017. godine. Na petoj godini se
opredjeljujem za usmjerenje Kuéni ljubimci.

Sudjelujem na Danu karijera u Malom LoSinju 2023. te predstavljam fakultet Veterinarske
medicine u Zagrebu. Prisustvovala na 8. Kongresu veterinara male prakse Hrvatske odrzanom
u Zadru 2023. godine. Kroz 2023. 1 2024. godinu pohadam razna cjelodnevna predavanja i
seminare. Sudjelovala sam na Danu anestezije i menadzmenta boli u Zagrebu 2024. godine.

35



