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1. UVOD

U posljednjih 70 godina, zabiljezen je znacajan pad brojnosti populacija razli¢itih vrsta
vodozemaca diljem svijeta. Godine 1988. na Svjetskom kongresu herpetologije uocen je i
uvazen ozbiljan problem s kojim su vodozemeci suo¢eni (BISHOP i sur., 2012). Do danas, na
temelju mnogih provedenih istrazivanja, jo§ uvijek nije potpuno jasno koji je glavni uzrok
ugrozenosti, ali dokazani su mnogi ¢imbenici koji negativno utje¢u na divlje populacije
vodozemaca, od globalnog zatopljenja, zagadenja okolisa, nestanka stanista do zaraznih bolesti
koje zahvacaju vodozemce (COLLINS, 2010, CAMPBELL i sur., 2020). U svrhu izrade ovog
diplomskog rada, te kao dio rutinske pretrage za vrijeme trajanja karantene, mahovinaste
vijetnamske zabe (Theloderma corticale) iz Zooloskog vrta grada Zagreba testirane su na 3
uzroénika emergentnih zaraznih bolesti vodozemaca — Ranavirus, Batrachochytrium
dendrobatidis i B. salamandrivorans. U ovom diplomskom radu opisat ¢e se ove ftri
emergentne zarazne bolesti vodozemaca te objasniti vaznost i trenutno stanje vodozemaca u

svijetu, u svrhu podizanja svijesti o vodozemcima i vaznosti njihovog o¢uvanja na Zemlji.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Sistematika vodozemaca

Vodozemci su jedna od najstarijih skupina Zivotinja na svijetu za koje se pretpostavlja da
su na Zemlji od ranog Mezozoika (WAKE i KOO, 2018). Dio su koljena Kraljeznjaci
(Vertebrata), carstva Zivotinje (Animalia), a sadrZe 3 reda: bezrepci (Anura), repasi (Caudata)

i beznogi vodozemci (Gymnophiona) (IUCN, 2022).
2.2. Anatomske i fizioloSke karakteristike bezrepaca

Najbrojniji red vodozemaca su bezrepci, u narodu poznatiji pod nazivom ,,zabe“ u koje
spadaju zabe i krastaCe, a sadrze 7229 vrsta prema IUCN-u. lako se dugo mislilo kako
vodozemci zZive u moc¢varnim podrucjima, danas znamo da to nije slucaj. Vecina vrsta vezana
je uz vodu, legu jaja u vodu, koja zatim muzjak oplodi vanjskom oplodnjom. Iz njih se izlegu
punoglavci koji metamorfozom prelaze u adultni oblik te izlaze na kopno. Medutim, bezrepci
su vrlo raznovrsni organizmi koje nalazimo i u drugacijim staniStima, ¢ak vrlo suprotnih uvjeta
od moc¢varnih, kao na primjer pustinje (Brevices macrops; CHANNING i WAHLBERG, 2011)
ili ¢ak arborealne nise (Hypsiboas punctatus; LOPEZ i sur., 2009). Imaju kratka tijela, bez
repa, s jakim zadnjim parom nogu, duzim od prednjih, kojima se mogu odbaciti visoko u zrak.
Zive u umjerenom i tropskom pojasu, a nalazimo ih na svim kontinentima osim Antarktike.
Dok su bezrepci najbrojniji u tropskom pojasu i veéini otoka, repaSe ¢emo najcesc¢e naéi na
kontinentalnim dijelovima sjeverne polutke Zemlje, dok su beznogi vodozemci ograni¢eni na

suptropska i tropska podrucja.
2.3. Znacaj vodozemaca

Kao jedan od najbrojnijih i najraznovrsnijih skupina kopnenih kraljeznjaka, vodozemci
igraju mnoge bitne uloge za cijeli ekosustav Zemlje i direktno za covjeka. Zbog svoje
specifi¢ne fiziologije koza vodozemaca je tanka i gusto prokrvljena te jako propusna i osjetljiva
(VARGA i sur., 2019). Zbog toga, vodozemci su odli¢ni pokazatelji opéeg zdravlja i otpornosti
ekosustava u kojem Zive, ali i indikatori zagadenosti. Zbog njihovog bifazi¢nog nacina zivota,

poveznica su izmedu Zivota na kopnu i u vodi. Vodozemci su i dio mnogih hranidbenih lanaca,



kao predatori i kao plijen. Na visim trofickim razinama imaju ulogu u kontroli populacija
vektora bolesti (WATTERS i sur., 2018), dok su na nizim razinama hrana mnogim drugim
vrstama. Time c¢ine veliki udio biomase te imaju veliku ulogu u prijenosu energije medu
troficnim razinama (SEMLITSCH i sur., 2014). Takoder, mnoge vrste vodozemaca bitne su u
razvoju medicine i farmaceutske industrije. Aksolotl (Ambilostoma mexicanum) jedna je od
najistrazivanijih vrsta zbog izvanredne sposobnosti regeneracije tkiva (ROY i LEVESQUE,
2006). Mnoge vrste zaba i krasta¢a posljednjih godina su sve istrazivanije zbog raznih
antimikrobnih i drugih polipeptida koje produciraju, a koji bi mozda mogli u buduénosti
zamijeniti klasi¢ne antibiotike u humanoj i veterinarskoj medicini (GOVENDER i sur., 2012;
RODRIGUEZ i sur., 2020). Usto, vodozemci su i alternativni izvor hrane za ljude te velik dio
kulture i tradicije mnogih naroda (ALTHERR i sur., 2011).

2.4. Razlozi ugroZenosti

Vodozemci su jedna od najugrozenijih skupina Zivotinjskog svijeta danasnjice (WAKE i
KOO, 2018). lako su na Zemlji milijunima godina, vodozemci su postali ve¢i predmet
istrazivanja tek nedavno. Od 1. industrijske revolucije, a najviSe u zadnjih 100 godina, nacin
zivota ljudi uvelike se promijenio, a to je utjecalo i na sva druga ziva bi¢a oko nas pa tako i na
vodozemce. COLLINS (2010) razvrstava ¢imbenike ugroZzenosti vodozemaca u 6 skupina:
komercijalno iskoristavanje, invazivne vrste, promjene u iskoriStavanju zemljista, zagadivaci

okoliSa, klimatske promjene te zarazne bolesti.

U mnogim kulturama, posebno azijskih naroda, vodozemci ¢ine dio svakodnevne prehrane.
,.Zablji krakovi“ jedna su od poznatijih europskih specijaliteta. Prema EUROSTATU (2022)
Europska Unija godisnje uvozi oko 4000 tona zabljih nogu, a najveci potrosaci su Belgija,
Francuska i Nizozemska. Glavni dobavljac za Europu je Indonezija, koja je 2016. u EU izvezla
2910 tona, a 2021. 1355 tona zabljih nogu (EUROSTAT, 2022), dok ostatak potjece iz
Vijetnama, Turske i Kine. Vecéina ulovljenih Zivotinja nije konzumno uzgajana, ve¢ potjece od
divljih populacija, dakle ulovljene su iz prirode (ALTHERR i sur., 2011). Nazalost, ve¢ina
zivotinja se obradi do odredenog stupnja (skidanje koze) u zemlji podrijetla i uvozi veé
preradena pa je gotovo nemoguce odrediti toénu vrstu i pratiti statistiku. Vodozemcima se

najvise trguje u komercijalne svrhe, tj. kao hranom i kao ku¢nim ljubimcima. Veéina drzava



do sada ima trgovinu vodozemcima kao kuénim ljubimcima implementiranu u svoju

legislativu, ali nazalost i dalje se puno ovih vrsta prodaje na crnom trzistu.

Sve ceSca pojava egzoticnih vodozemaca kao kuénih ljubimaca na podruc¢jima koja
geografski nisu nativna tim vrstama rezultira porastom broja invazivnih vrsta. Novi vlasnici
koji nisu dobro pripremljeni na novu obavezu, ¢esto se odlucuju pustiti ga u prirodu u najboljoj
namjeri. Medutim, njihovo neznanje dovodi do pojave nove vrste na njoj stranom stanistu.
Prema ve¢ dobro poznatom modelu, jasno je kako strane vrste Cesto istisnu domace, autohtone,
zbog svoje agresivnosti i kompetencije za hranu ili samo staniSte. Primjer unosa pastrve u
planinske rijeke Sierra Nevade (Kalifornija), staniSte koje je nativno planinskoj Zutonogoj zabi
(Rana muscosa) i inace bez ribe, pokazuje kako, ne samo strane vrste vodozemaca, nego i drugi
redovi kraljeznjaka mogu utjecati na populaciju vodozemaca u njihovom prirodnom stanistu
(KNAPP i sur., 2007). Predacijom pastrva na jaja i larve zutonoge Zabe, rezultirala je

znac¢ajnim smanjenjem brojnosti ove vrste zaba na tom prostoru.

Unosom novih vrsta u novo staniSte takoder unosimo i nove mikroorganizme koji mogu
biti potencijalno patogeni za autohtone vrste. Sjevernoameri¢ka Zaba bukaca (Lithobates
catesbeianus), koja je sada ve¢ rasirena po svijetu, dokazani je prijenosnik hitridiomikoze,

gljivi¢ne bolesti izrazito opasne za mnoge vrste vodozemaca (DASZAK i sur., 2004).

Iako vodozemci zZive u najraznovrsnijim niSama, prostora za njihov zZivot sve je manje.
Sirenjem naselja i gradnjom prometnica, uni§tavaju se stanita mnogim Zivotinjama pa tako i
vodozemcima. Veliki problem predstavljaju prometnice koje prijece put tijekom migracija, a
posebno za vrijeme sezone parenja (HELS i BUCHWALD, 2001). Porastom intenzivne
poljoprivrede i stocCarstva u posljednjih 70-ak godina mnoga su staniSta vodozemaca
pretvorena u oranice ili su pak rascjepkana na manje dijelove i medusobno odvojena,
razdvajaju¢i divlje populacije bez mogucnosti daljnje normalne komunikacije ili pak

ostavljajuci veliku populaciju na premalom prostoru (RAY i sur., 2002).

Osim uniStavanja prirodnih stanista, razvitak moderne poljoprivrede pridonio je i

vvvvv

pesticida rezultira njthovim nakupljanjem u okoliSu te eventualno utjeCe i na zive organizme u
njemu. KRYNAK i sur. (2017) dokazali su kako herbicidi smanjuju otpornost Zaba na gljivi¢ne

infekcije. Naprimjer, acetokor, herbicid u §irokoj uporabi, jedan je od najveéih zagadivaca
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podzemnih voda (ARREGUI i sur., 2010) i dokazano utje¢e na otpornost prema hitridiomikozi
u vodozemaca (BUCK i sur., 2015). Teski metali i razni farmakoloski zagadivaci (npr.
antibiotici) mogu mijenjati sastav mikroflore crijeva i koZze vodozemaca i na taj na¢in smanjiti

njihovu otpornost na patogene (CAMPBELL i sur., 2020).

Promjene u Zzivotu ljudi, industrijalizacija i intenzivna poljoprivreda utjecale su i na
cjelokupnu klimu Zemlje. Klimatske promjene ve¢ su dobro poznati pojam u Sirokoj javnosti.
Prema Europskoj agenciji za okoli$ prosjeéne globalne temperature u razdoblju od 2011. do
2020. vise su za 0.95 — 1.2 °C u usporedbi sa predinudstrijskim razdobljem te su to ujedno i
najvisSe prosjecne temperature ikad zabiljeZene. Srednje godiSnje temperature polako rastu od
kraja 19. st., a od kraja 70-ih godina proslog stolje¢a pocelo je intenzivnije zatopljenje od 0.2°C
u svakih 10 godina (IPCC, 2021), i nije prestalo do danas. Ove promjene u temperaturi
mijenjaju i klimu te utjeCu i na vodozemce u razli¢itim pogledima. Zatopljenje je dovelo do
otapanja velikih ledenih povrSina pa se tako otapanjem glecera u Andama stvaraju nova
stani$ta za vodozemce Perua (SEIMON i sur., 2007). Medutim, zatopljenje je dovelo i do
promjena u mikroklimi Suma Kostarike rezultiraju¢i smanjenjem broja populacija vodozemaca
(WHITFIELD i sur., 2007). THOMAS i sur. (2004) na osnovu trenutne klimatske situacije

predvidaju kako je do 2050. 15-37% vrsta osudeno na izumiranje.

Promjene u temperaturama i mikroklimi utjeCu i na Sirenje zaraznih bolesti. Ranaviroza i
hitridiomikoza u znatnom su porastu zadnjih nekoliko desetljeca te su prijetnja populacijama
diljem Europe i svijeta (DASZAK i sur., 1999.; CAMPBELL i sur., 2018.).

2.5. SmjesStaj bezrepaca u zatoCeniStvu

Zabe i krastate sve su &e§¢i kuéni ljubimei. Ovisno o vrsti koju drzimo, potrebno je
zadovoljiti odredene mikroklimatske uvjete kako bismo joj osigurali kvalitetan Zivot. Sre¢om,
za vecinu bezrepaca osnovni uvjeti koje zahtijevaju su veoma sli¢ni. Osnovni elementi koji su
bitni prilikom slaganja vivarija su vrsta vivarija (oblik, veli¢ina, materijal), voda, supstrat i

biljke i mjesta za zaklon.



Ovisno o ekologiji vrste, te s obzirom na broj zivotinja, osigurat ¢emo vivarij prikladne
veli¢ine i oblika tj. orijentacije. Vivarij mora imati i poklopac, koji osigurava protok zraka,

sprjec¢ava Ulaz insekata u vivarij, te bijeg zivotinje iz vivarija (BARNETT i sur., 2001).

Voda u vivariju mora biti ¢ista, bez Stetnih spojeva poput klora i amonijaka, ali ne smije
biti ni potpuno deionizirana jer otezava regulaciju osmotskog gradijenta u akvati¢nih
organizama. U slu¢aju drzanja terestricnog bezrepca, vodu je potrebno osigurati u posudi

prikladne veli¢ine i dubine (BARNETT i sur., 2001).

Na dno terarija stavlja se odgovarajuci supstrat, poput zemlje, pijeska, §ljunka i sl., a ovisno
o prirodnoj biologiji vrste koja se drzi. Na njega mozemo staviti mahovinu, mal¢, razno lis¢e i
sl., kako bismo §to bolje simulirali prirodno staniSte. Takav biosustav odrZiv je uz pravilno
odrzavanje i optimalnu naseljenost (BARNETT i sur., 2001). Pozeljne su i biljke, koje sluze
kao zaklon i mjesta za polaganje jaja. Zive biljke u terariju doprinose bioloskoj ravnoteZi, ali
mogu biti i umjetne. Naravno, vazno je informirati se o tome je li Zeljena biljna vrsta sigurna
za vodozemca u vivariju. Uz biljke mogu se dodati i razni drugi predmeti za zaklon, ali oni
moraju biti dobro pri¢vrsceni i stabilni, kako se ne bi urusili na zivotinju. Mjesta za zaklon
mora biti najmanje po jedno za svaku zivotinju u vivariju, na razli¢itim mjestima te blizu mjesta
hranjenja. (BARNETT i sur., 2001)

Takoder, vivarij ne smije biti na direktnom svijetlu, mora biti na tihom i mirnom mjestu,

uz kontroliranu ljudsku aktivnost i minimalnu moguc¢nost utjecaja vibracije.

Ovisno o zahtjevima vrste vodozemca u vivariju, bitno je osigurati i optimalne
mikroklimatske uvjete. To znaci odrzavati vrijednosti temperature i relativne vlaznosti u
relativno uskim granicama uz odredeni rezim svjetlosti i UV-zracenja. Bezrepci su, kao 1 svi
vodozemci, ektotermni organizmi, $to znaci da im tjelesna temperatura uvelike ovisi 0
temperaturi okoliSa. Temperaturu u vivariju mozemo odrzavati podnim grijaem ili
infracrvenom zaruljom (PASMANS i MARTEL, 2019). Veéina vrsta preferira laganu
promjenu temperature tijekom dnevnog ciklusa tj. tijekom godine (WARWICK i sur., 2018).
Naprimjer, vecina tropskih vrsti normalno ¢e Zivjeti na relativno konstantnoj temperaturi
(BARNETT isur.,2001), dok ¢e plava otrovna zaba (Dendrobates tinctorius) zahtijevati lagani
porast pa pad temperature tijekom dana (PASMANS i MARTEL, 2019).



Vecina vrsta takoder zahtijeva odredenu relativnu vlaznost pa se u vivariju uz termometar
preporucuje staviti i higrometar. Vlaznost u vivariju tesko je odrzavati stabilnom i puno
razli¢itom od ostatka prostorije, a ona ovisi o koli¢ini vode i ventilacije u samom vivariju

(BROWNE i sur., 2007).

Svjetlost i UV-zracenje takoder su bitni. Svjetlosni rezim, intenzitet i trajanje fotoperioda
moraju biti prilagodeni drzanoj vrsti (BARNETT i sur., 2001). Bitno je osigurati i izvor UV-
zragenja, to¢nije UV-B zracenja (valne duljine 290-315 nm) koje su bitne za proizvodnju
prekursora aktivnog vitamina D3 - kolekalciferola iz 7-dehidrokolesterola u kozi (BAINES i
sur., 2016). Bez adekvatne koli¢ine vitamina D3 nastaje poremecaj metabolizma kalcija i

fosfora i posljedi¢ne promjene kostanog sustava. (GALANTE-MULKI i sur., 2019).

Zabe su kukcojedi, te ¢e rado jesti zive Sturke, li¢inke bragnara, gujavice ili vinske musice,
uz suplementaciju kalcija, a u samoj prehrani je najbitnije da se njihov plijen hrani kvalitetnom

hranom, suplementiranom vitaminima i mineralima (POUGH, 2007).

2.6. Manipulacija vodozemcima

Vodozemcima bismo trebali manipulirati cCistim jednokratnim nitrilnim ili latex
rukavicama ili golim rukama navlazenim ¢istom vodom (GREER i sur., 2009). Rukavice koje
koristimo moraju biti bez pudera, jer bi puder mogao dovesti do isuSivanja koze Zivotinje te
posljedi¢nog mehani¢kog ostecenja (BARNETT i sur., 2001). Isto bi se moglo dogoditi ako
vodozemce primamo suhim rukama, koza bi se lako mogla oStetiti te se odvojiti od podloge,
ostavljajuéi otvorenu ozljedu. Izmedu jedinki rukavice treba mijenjati radi smanjenja rizika od
prijenosa patogenih mikroorganizama. Isto tako, pri manipulaciji jedinkama razli¢itih vrsta,
promjena rukavica, tj. pranje i dezinfekcija ruku je obavezna, ne samo zbog prijenosa
mikroorganizama, nego i zbog produkcije razli¢itth molekula koje se nalaze na koZi nekih
vrsta, te koje mogu biti toksi¢ne ili ¢ak letalne za jedinke drugih vrsta (BARNETT i sur., 2001).
Takoder, treba obratiti paznju i na toplinu ruku osobe koja njima manipulira. Vrste koje zive
na hladnijima temperaturama ne bi trebalo dirati s toplim rukama, i obrnuto, jer bi im to moglo
uzrokovati poprili¢an stres (BARNETT i sur., 2001).



Za oc¢ekivati je da ¢e svaka zivotinja koja nije navikla na ¢estu manipulaciju htjeti pobjeéi
prilikom pokusaja hvatanja pa tako i zabe. Prilikom hvatanja treba biti oprezan i njezan, a u
isto vrijeme odlué¢an. Nezgode koje se mogu dogoditi prilikom manipulacije su ostec¢ena koza
ili ozljede ekstremiteta, poput dislokacije zglobova (BARNETT i sur., 2001). Bezrepce
hvatamo s dva prsta neposredno ispred straznjih ekstremiteta te oko prednjih ekstremiteta,
ovisno o veli¢ini zivotinje (BARNETT i sur., 2001). Vece Zivotinje morat ¢emo drzati s dvije
ruke, dok ¢e za manje biti dovoljna jedna. Prilikom drZanja vodozemca bitno je paziti da se

Zivotinja ne odgurne straznjim nogama iz ruke.

Svaku manipulaciju vodozemcima potrebno je svesti na minimum kako bi se izbjegao stres,

pretjerano zagrijavanje organizma, te oStecenja osjetljive koze vodozemaca.

2.7. Karantena

Karantena je postupak odvajanja novih jedinki koje uvodimo u grupu, na odredeno vrijeme
prije priklju¢ivanja, u svrhu sprje¢avanja uvodenja bolesti (BROWNE i sur., 2007). Prije nego
spojimo nove jedinke u Zeljenu populaciju, stavljamo ih u zasebne terarije napravljene samo u
svrhu karantene. Za to mogu posluziti stakleni vivariji ili prozirna plasti¢na kutija, veli¢ine
prikladne vrsti i dobi, s ¢istim, bezbojnim papirnatim ru¢nicima za supstrat. ldealno bi bilo
kada bismo ih drzali u odvojenoj prostoriji od drugih Zivotinja, kako bismo smanjili mogu¢nost
prijenosa mikroorganizama zrakom (BROWNE i sur., 2007). Takoder, za karantenu se koristi
zaseban alat i jednokratne rukavice. Karantenske nastambe trebale bi biti $to jednostavnije,
radi lakSeg pracenja 1 uzorkovanja novopristiglih jedinki, a u isto vrijeme zadovoljavati sve

mikroklimatske uvjete drzane vrste (BARNETT i sur., 2001).

Odmah po dolasku, a najkasnije za 48 h, zivotinju treba fizi¢ki pregledati, uzeti eventualne
obriske ili uzorke za mikrobioloske pretrage ako je to potrebno, te ju izvagati (BARNETT i
sur., 2001). Takoder, prilikom puStanja u privremeni terarij zivotinji treba ponuditi malu
koli¢inu hrane. Vrijeme hranjenja odlicna je prilika za promatranje ponaSanja zivotinje te
stimuliranje aktivnosti i apetita. Kada primijetimo tragove fecesa, obavezno je uzeti uzorke za
koprolosku pretragu kako bismo iskljucili parazite ili dali odgovarajucu antiparazitsku terapiju.

Feces bi trebalo pregledati direktnom pretragom, flotacijom te mikroskopskom pretragom s



acidorezistentnim bojenjem. Zivotinju moZemo otpusiti iz karantene tek nakon tri uzastopna
negativna nalaza koproloske pretrage. 60 dana nakon premjestanja iz karantene, preporuceno

je ponoviti koprolosku pretragu radi potvrde negativnog nalaza (BARNETT i sur., 2001).

Minimalno trajanje karantene za vodozemce trebalo bi iznositi Sest tjedana, ili duze u
slucaju dokaza mikroorganizama i njihovog lijeCenja (BROWNE i sur., 2007). Divlje uhvaceni
vodozemci i one ¢ije nam je podrijetlo nepoznato, u karanteni ne bi trebali provesti manje od
90 dana. U slucaju pojave bolesti, karantenu moZemo zavrsiti tek nakon 14 dana od
ozdravljenja Zivotinje. U slucaju da neka jedinka ugine, preporuceno je napraviti razudbu i
patohistolosku pretragu kako bismo saznali uzrok smrti, te za ostatak zivotinja karantenu

mozemo zavrsiti tek nakon nalaza patohistoloske pretrage (BARNETT i sur., 2001).

2.8. Mahovinasta vijetnamska zaba (Theloderma corticale)

Vrsta Theloderma corticale (slika 1), iz porodice Rachophoridae, koja je dio ovog
istrazivanja, endemska je vrsta za sjeverni Vijetnam (RAUHAUS i sur., 2012). Voli strme
stijene praSuma na viSim nadmorskim visinama, a razmnozava se u vlaznim i mokrim
Supljinama drveca i stijena. Poznata je po svojoj vrsnoj sposobnosti mimikrije: povrSina
koze, ovim je zabama, neravna, puna izboc¢ina i uzdignuéa, zelene boje sa smedim
mrljama, podsjec¢ajuci na ,,klupko* mahovine, po ¢emu je i dobila naziv ,,mahovinasta
vijetnamska zaba‘“ (GLIME i BOELEMA, 2017). Za pravilan rast i razvoj punoglavaca
ove vrste bitan je tanin — organski spoj koji je dio hrasta plutnjaka ili luznjaka (Quercus
suber, Q. robur) pa se ¢esto moze naci i nisko na kori stabala u vlaznim sredinama. Bez
tanina vecina se punoglavaca ne razvije u odraslu zabu, a oni koji ipak uspiju zavrsiti
metamorfozu, slabi su, ne jedu i brzo ugibaju (BAGATUROV, 2011). Prema IUCN-u nije

ugrozena, iako je primjecen pad brojnosti populacija.

Mahovinasta Vijetnamska zaba moze se uzgajati u zato¢eniStvu. S obzirom da zivi uz
vodu u prirodnom stanistu, idealno ju je drzati u akvaterarijima s velikim komadima pluta
ili kore hrasta kao mjesta za odmor, plaganje jaja, parenje i hranjenje (BAGATUROQV,
2011). Za zivot joj je potrebna temperatura od 19 do 25 °C, noc¢u nesto hladnija nego danju,

a tijekom jeseni i zime hibernira na 15°C (RAUHAUS i sur., 2012). Insektivor je pa u



zatoCeniStvu dobro prihvaca Sturke sa suplementima vitamina i minerala (RAUHAUS i

sur., 2012).

Slika 1 T. corticale na kori hrasta plutnjaka.

2.9. Najznacajnije zarazne bolesti vodozemaca

Uz okolisne i klimatske faktore koji utjeCu na smanjenje populacija vodozemaca,
dokazan je i negativan utjecaj emergnetnih patogena. Emergentni patogeni, tj bolesti koje
oni uzrokuju, su bolesti koje su novootkrivene, a velika su prijetnja zivotinjama ili ljudima
zbog brzog Sirenja, otpornosti, Visoke virulencije te Sirenja spektra domac¢ina (DASZAK i
sur., 2000). U posljednjih 70-ak godina, zabiljeZen je porast slu¢ajeva bolesti vodozemaca
uzrokovanih virusom iz roda Ranavirus te gljivicama iz roda Batrachochytrium, to¢nije B.

dendrobatidis i B. salamandrivorans.

Ranaviroza je bolest riba, vodozemaca i gmazova koju uzrokuje Ranavirus, DNA
virus iz porodice Iridoviridae (GRAY i CHINCHAR, 2015). Prvi puta izoliran je 1966.,
ali je tek sredinom 80-ih godina prosloga stoljeca povezan s bolestima vodozemaca. U rod
Ranavirus spada 6 vrsta, od kojih Frog virus 3 (FV3), Bohle Iridovirus (BIV) te

Ambilostoma tigrinum virus (ATV) zarazavaju vodozemce. Medutim, postoji jo§ mnogo
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genetski udaljenijih linija, koje jos nisu prepoznate kao vrsta. Filogenetskom analizom rod
Ranavirus mozemo podljeliti u 4-5 linija, od kojih su za vodozemce bitni: FV3-sli¢ni
virusi, common midwife toad virusu (CMTV) sli¢ni virusi te Ambystoma tigrinum virusu
(ATV) sli¢ni virusi (JANCOVICH i sur., 2015). Virus se prenosi izravnim putem s jednog
vodozemca na drugog, te neizravno na mnoge nacine, poput ptica vodarica i ljudi
(BRUNNER i sur., 2015). Cesto ga iz jednog vodenog tijela u drugo prenose i ribiéi
zagadenom opremom, a s jednog podrucja na drugo Siri se i terenskim istraziva¢ima, a po
svijetu je kao 1 ostale emergentne bolesti prosirena globalnim transportom vodozemaca iz
vise razloga — hobija, hrane ili istrazivanja. Karakteristika virusa je i njegova izuzetna
otpornost izvan domacina (BRUNNER i sur., 2015). U divljih populacija primijeé¢eno je
da u Europi ¢esce pobolijevaju i ugibaju odrasli vodozemci, dok su u Sjevernoj Americi
znatno Ce$¢a uginuca larvi. U vodozemaca u zatoCeniStvu, pobol i pomor su CeSce
zabiljezeni u odraslih jedinki, a bolest se najéesce ispoljava radi stresa zbog prenapucenosti

i nepravilnih uvjeta drzanja u zato¢enistvu (GRAY i CHINCHAR, 2015).

Ranavirus povezan je sa mortalitetom vodozemaca na globalnoj razini (GRAY i
sur., 2009). Uzrokuje hemoragijsku septikemiju koja Cesto rezultira smréu i velikim
smanjenjem brojnosti jedinki u populaciji, ali neke jedinke mogu biti samo asimptomatski
prenositelji virusa (PRICE i sur., 2017). Klini¢ka slika, ovisi o patogenosti linije, a varira
od blagih do jakih simptoma pa sve do uginuéa pojedinacnih Zivotinja ili cijelih populacija.
Ranaviroza je u akutnoj fazi sistemska bolest te uzrokuje hemoragi¢nu septikemiju, dok je
u kroni¢énom obliku viSe lokaliziran u kozi i manifestira se ulceracijama (DUFFUS i
CUNNINGHAM, 2010). U odraslih jedinki mozemo vidjeti eritem po nogama i ventrumu
te po stopalima, anoreksiju te ulceracije po kozi, dok Su u punoglavaca ¢esto prisutni i
edemi, zatim eritem baze Skrga, te nepravilno plivanje, ovisno o jacini bolesti. Ishod
infekcije ovisi o mnogim isprepletenim ¢imbenicima koje BRUNNER i sur. (2015) dijele
u 3 skupine: vrsna i dobna prijemljivost, abioti¢ni ¢imbenici te gustoc¢a naseljenosti tj.
brojnost prijemljivih domacina. DUFFUS i suradnici (2015) smatraju kako su larvalni
odrasle zabe. Ljudski utjecaj, poput intenzivnog globalnog transporta, promjene u
mikroklimatskim uvjetima i razli¢iti zagadivaci okolisa bitan su element u Sirenju

ranavirusa. Naprimjer, NORTH i suradnici (2015) primijetili su kako je povecana
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prevalencija ranavirusa u podru¢jima s povecanom potrosnjom limacida. Najpouzdaniji
nacin dijagnostike je PCR obrisaka koze ili organa nakon razudbe (jetra, bubreg, slezena
ili probavni trakt) (GRAY i sur., 2009), ali moze se dijagnosticirati i izolacijom virusa,
imunohistokemijom te imunoenzimnim testom (Miller i sur. 2015). Trenutno nema

djelotvorne terapije za ranavirozu (WOAH, 2021).

Uz Ranavirus, Batrachochytrium dendrobatidis je takoder povezan sa smanjenjem
broja vodozemaca, masovnim mortalitetima pa ¢ak i izumiranjima, diljem svijeta
(VREDENBURG i sur., 2010). B. dendrobatidis je gljivica iz reda Rhizophydiales
(SCHOCH i ostali, 2020). Bolest je prvi puta opisana 1999. godine (LONGCORE i sur.,
1999) kao nova vrsta hitrid gljiva koja uzrokuje infekciju koze vodozemaca. Tada je to
ujedno bila prva hitrid gljiva koja parazitira na kralje$njacima i to jedino na vodozemcima.
lako je B. dendrobatidis izoliran iz muzejskog primjerka kandzaste Zabe (Xenophus laevis)
iz 1938. godine, danas se zna da je podrijetlo ove bolesti Azija (WELDON i sur., 2004).
Globalnim transportom vodozemaca bolest se do danas prosirila na Sest kontinenata (LIPS,
2016). Gljiva ima 2 stadija: pokretnu zoosporu, koja je invazivni stadij, i sesilni talus, koji
prazitira u keratinocitima koze i nositelj je zoosporangija (BERGER i sur., 2005).
Posljedica razmnozavanja u kozi je hiperkeratoza i hiperplazija bazalnog i keratiniziranog
sloja koze, Sto rezultira poremecajem u prijenosu iona, homeostazi elektrolita te otezanom
disanju. Ovo stanje progresivno se pogorsava sve dok zbog disbalansa iona ne dode do
poremecaja u elektri¢noj aktivnosti srca i posljedi¢noj smrti (GREENSPAN i sur., 2012).
Zoospore mogu prezivjeti u vlaznim i toplim uvjetima i izvan zivotinje pa se mogu prenesti
neizravnim i izravnim kontaktom. Dokazano je vise linija B. dendrobatidis, razlicitih
virulencija, od kojih je GPL linija (eng. global pandemic lineage) povezana s najviSom
stopom mortaliteta (FARRER i sur., 2011). Prema OLSONU i sur. (2013) vise od 500
vrsta, iz 3 reda kraljeznjaka, prijemljive su na B. dendrobatidis. Siroka rasprostranjenost,
vise linija razli¢ite virulencije i veliki raspon domacina razli¢ite prijemljivosti, ukazuju na
dugu evolucijsku povijest patogena te koevoluciju s nekim vrstama. lako je veina
vodozemaca osjetljiva na ovu bolest (BOSCH i sur., 2001; LA MARCA i sur., 2005) i
zabiljezena su velika smanjenja populacija, primje¢eno je kako su vrste Xenopus laevis
(RAMSEY i sur., 2010) ili Rana pippiens (PASK i sur., 2013) relativno otporne.

Pretpostavlja se kako postoji stoljetna koevolucijska veza izmedu B. dendrobatidis i ovih
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vrsta te daljnja istrazivanja mogu dati mnogo smjernica za kontrolu, nadzor i terapiju

hitridiomikoze.

Klinicka slika krec¢e se od asimptomatskih jedinki preko blagih bihevioralnih
promjena do jakih neuroloskih simptoma: letargija, anoreksija, pojacano ljustenje
epidermisa, abnormalno drzanje tijela te negativan refleks ispravljanja neki su od simptoma
(BISHOP i sur., 2009; GREENSPAN i sur., 2012). Vodozemci redovito skidaju gornji sloj
koze. Kako bazalne stanice keratiniziraju i penju se u gornje slojeve, s viemenom postanu
potpuno mrtve i odljuste se. Smatra se da je ova pojava i dio obramenog sustava organizma
od mikroorganizama iz okoline koji bi se mozda previse namnozili (VARGA i sur., 2019).
U Zaba koje su zarazene s B. dendrobatidis primjeceno je ucestalije ljustenje koze te su
OHMER i sur. (2017) dokazali kako ¢esce ljustenje epidermisa u zarazenih Zzivotinja
pridonosi smanjenju broja gljivica u kozi i brzem ozdravljenju. Najsigurnije se dokazuje
PCR-om (KRIGER i sur., 2006), ali dijagnozu je moguce postaviti i patohistoloskom
pretragom koZe vodozemca (BERGER i sur., 1999). Dijagnosticki materijal ovisi o starosti
zivotinje. Obzirom da se gljivica hrani keratinom i moze se na¢i samo na keratiziranim
dijelovima tijela, za pretragu se uzima obrisak koze, ili koza uginule odrasle jedinke, te
dijelovi usta larvanih stadija, kao jedini keratinizirani dijelovi tijela u tom stupnju razvoja
(BERGER i sur., 1999.; WOAH, 2021). Za terapiju se koristi voriconazol 1.25 mg/l, u
spreju, jednom dnevno tijekom 7 dana (MARTEL i sur., 2011), a Svjetska organizacija za
zdravlje zivotinja (eng. WOAH) u ,,Priru¢niku o dijagnostickim testovima za akvati¢ne
organizme* navodi i temperaturnu terapiju — 32°C tijekom 5 dana pa 37°C tijekom 8 h sa
24 h razmaka, ako to biologija tretirane vrste dopusta (WOAH, 2021). Danas su u razvoju
i razni protokoli lije¢enja pomocu probiotika i bioaugumentacije te imunoprofilakse koji
bi se mogli primijeniti na Siroj populaciji i u terenskim uvjetima (BLETZ i sur., 2013;
GROGAN i sur., 2018; HARRISON i sur., 2020).

Od 2008. godine zabiljezeno je drastitno smanjenje ugrozene i strogo zastiCene
populacije pjegavih dazdevnjaka (Salamadra salamandra) na jugu Nizozemske
(SPITZEN-VAN DER SLUNS i sur., 2013). Provedena su mnoga istrazivanja, ali uzrok je
ostao nepoznat sve do 2013. kada su MARTEL i sur. (2013) izolirali i opisali novu vrstu

hitrid gljive Batrachochytrium salamandrivorans. Kao i B. dendrobatidis, B.
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salamandrivorans invadira kozu, medutim razara epitel te dovodi do erozija i ulceracija
koze cijelog tijela, koje se pojave tek u zavrSnom stadiju bolesti. Dokazano je da
vodozemci na zarazu mogu biti rezistentni (otporni na zarazu i na bolest), tolerantni
(zivotinje se mogu zaraziti ali ne pokazuju znakove bolesti), osjetljivi (zaraza uzrokuje
bolest, ali je moguce ozdravljenje) i izrazito osjetljivi (zaraza rezultira smrtonosnom
bolesc¢u) (YON i sur., 2019). LAKING i suradnici (2017) opisali su veliku prevalenciju B.
salamandrivoransa u 5 vrsta divljih populacija dazdevnjaka u Vijetnamu, uz nisku
incidenciju bolesti, $to podupire teoriju o azijskom podrijetlu ove gljivice. Smatra se kako
je medunarodnom trgovinom vodozemcima, iz istoéne Azije ova gljivica uvedena u
Nizozemsku od kuda se $iri dalje po Europi (SPITZEN-VAN DER SLUIJS i sur., 2016).
Smatra se da je bolest u Aziji endemska, dok u Europi ovaj patogen izaziva masovna
uginuéa dazdevnjaka (YON i sur., 2019.). Do danas je dokazana i u divljih populacija u
Belgiji, Njemad&koj (SPITZEN-VAN DER SLUIJS i sur., 2016) te Spanjolskoj (MARTEL
i sur., 2020). B. salamandrivorans jos je invazivnija gljivica od B. dendrobatidis, jer osim
pokretne zoospore posjeduje i encistirane zoospore izrazito otporne na nepovoljne uvjete i
predaciju od strane drugih vrsta zivotinja. S obzirom da za optimalan rast B.
salamandrivorans zahtjeva temperaturu izmedu 15 i 20°C, kao terapija moze se koristiti
zagrijavanje oboljelih vodozemaca na 25°C tijekom 10 dana, ako je to moguce obzirom na
biologiju vrste (BLOOI i sur., 2015a) ili se moze aplicirati kombinacija polimiksina E i
voriconazola u spreju ili kupki dva puta dnevno tijekom 10 dana (BLOOI i sur, 2015b).
Najpouzdanije se dijagnosticira PCR-om u stvarnom vremenu (qPCR). Valja napomenuti
da B. dendrobatidis moze uzrokovati bolest u sve tri skupine vodozemaca, a B.
salamandrivorans uzrokuje bolest samo u repasa, dok bezrepci uglavnom predstavljaju

asimptomatske nositelje bolesti.
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3. Materijali i metode

U svrhu testiranja zivotinja na emergentne bolesti vodozemaca, uzeti su uzorci koze od
ukupno osam vijetnamskih mahovinastih zaba (Theloderma corticale) smjestenih u
karantenskom prostoru ZooloSkog vrta grada Zagreba. Uzorkovane su zivotinje iz dvije
zasebne nastambe, od koji je u jednoj smjeSteno Sest, a u drugoj dvije zivotinje. U
karantenskom prostoru zivotinje su smjestene u akvarijima u kojima je dubina vode 10 — 12
centimetara, te minimalno 40 cm iznad vode. Koli¢ina od 30% vode izmjenjuje se na tjednoj
bazi te se kontinuirano aerira. Iz vode izlaze kore hrasta plutnjaka koje sluze kao mjesto za
polaganje jaja. U vodi i iznad vode nalazi se Zivo bilje u svrhu bioloske filtracije. Temperatura
vode i zraka iznosi izmedu 22 — 25 °C. Zivotinje se hrane tri puta tjedno Zivim $turcima (Acheta
domestica), a visak hrane se uklanja na dnevnoj bazi. Sturci se suplementiraju prahom kalcij
karbonata jednom tjedno. Punoglavci se do metamorfoze drze s odraslim jedinkama, nakon
cega se odvajaju u zasebne nastambe. Uzorci koze uzeti su sterilnim brisom bez transportnog
medija (Aptaca, Canelli, Italija) prema standardiziranom protokolu (KRIGER i sur., 2006) na
nacin da je uzeto po pet obrisaka s istim Stapi¢em s ventralne strane trbuha, medijalne strane
bedara lijeve i desne straznje noge i stopala svake pojedine Zivotinje. Po uzimanju obrisaka,
isti su oznaceni brojevima 0d 1 do 8. Osim obrisaka koze, za dokaz uzro¢nika uzeti su i po
jedan uzorak vode iz obje nastambe u plasti¢ne sterilne epruvete zapremnine 50 ml (Aptaca,
Canelli, Italija) oznacene brojevima 9 i 10. Ukupno je pretrazeno 8 uzoraka s koze zaba te 2

uzorka vode.

Nakon uzorkovanja, uzorci su dopremljeni u laboratorij Zavoda za bolesti peradi s
klinikom Veterinarskog fakulteta na daljnju obradu. DNK je izdvojena iz pojedina¢nih uzoraka
obrisaka za svaku jedinku pomo¢u QIAmp DNA Mini Kita (QIAGEN, Hilden, Njemacka)

prema uputi proizvodaca.

Za dokaz B. dendrobatidis koriStene su specifi¢éne uzvodne (5.8S C: 5'-AGC CAA GAG
ATC CGT TGT CAA A-3") i nizvodne (ITS1-3 C: 5'-CCT TGA TAT AAT ACA GTG TGC
CAT ATG TC-3') pocetnice. Reakcijska smjesa sastojala se od 5 pl izolirane DNK, 12,5 pl

Premix Ex Taq PCR master miksa (Takara, Kusatsu, Shiga Japan), 2,5 ul svake pocetnice i 2,5
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ul specificne B. dendrobatidis TagMan probe (Chytr MGB2: 6-Fam-CGA GTC GAA CAA
AAT-BHQ-1), a ukupan volumen je iznosio 25 pl.

Slika 3 Uzimanje obrisaka koze - taban.
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PCR reakcija izvedena je prema protokolu (BOYLE i sur., 2004): Aktivacija na 95 °C 10
minuta, zatim 43 ciklusa denaturacije na 95 °C 15 sekundi i vezanje/elongacija na 60 °C 60

sekundi.

Za detekciju B. salamandrivorans koriStene su specifiéne uzvodne (SterF: 5-TCG TCC
ATC TCC CCC TCT TCA-3") i nizvodne (SterR: 5'-TGA ACG CAC ATT GCA CTC TAC-
3') pocetnice. Reakcijska smjesa sastojala se od 5 ul izolirane DNK, 12,5 ul Premix Ex Taq
PCR master miksa (Takara, Kusatsu, Shiga Japan), 0,25 ul svake pocetnice, 6,75 pl ultradiste
vode (Takara, Kusatsu, Shiga Japan), 1 0,25 ul specifi¢ne B. salamandrivorans TagMan probe
(STerC: Cy5-ACA AGA AAATACTAT TGATTC TCA AAC AGG CA-BHQ-2), a ukupan

volumen je iznosio 25 pl.

PCR reakcija izvedena je prema protokolu (BLOOI i sur., 2013): Aktivacija na 95 °C 10
minuta, zatim 43 ciklusa denaturacije na 95 °C 15 sekundi i vezanje/elongacija 60 °C kroz 60

sekundi.

Za detekciju ranavirusa koriStene su specifi¢ne uzvodne (rtMCP: 5'-ACA CCA CCG CCC
AAA AGT AC-3") inizvodne (rtMCP: 5'-CCG TTC ATG ATG CGG ATA ATG-3') pocetnice.
Reakcijska smjesa sastojala se od 5 pl izolirane DNK, 10 pl Premix Ex Taq PCR master miksa
(Takara, Kusatsu, Shiga Japan), 0,5 ul svake pocetnice, 3,8 ul ultradiste vode (Takara, Kusatsu,
Shiga Japan), i 0,2 ul specifi¢ne Ranavirus TagMan probe (rtMCP: 56-Fam-CCT CAT CGT-
Zen-TCT GGC CAT CAA CCA-31ABKFQ), a ukupan volumen je iznosio 20 pl.

PCR reakcija izvedena je prema protokolu (PICCO i sur, 2007): Aktivacija na 95 °C 10
minuta, zatim 50 ciklusa denaturacije na 95 °C 15 sekundi i vezanje/elongacija 60 °C kroz 60
sekundi.

Svi uzorci analizirani su na uredaju Mx3005P (Stratagene, USA) s TagMan sustavom za

identifikaciju umnozenih segmenata.
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4. Rezultati

Postupkom gPCR pretrazeno je 8 uzoraka koze i 2 uzorka vode. Niti kod jednog
pretrazenog uzorka nije doslo do umnazanja specifi¢nog odsjecka genoma testiranih patogena,
tj. svi uzorci nemaju potvrdenu Ct vrijednost, odnosno svi pretrazeni uzorci su bili negativni.
Svih osam pregledanih jedinki u trenutku uzorkovanja nisu bile pozitivne na Ranavirus, B.
dendrobatidis ni B. salamandrivorans. U oba uzorka vode takoder nisu pronadeni Ranavirus
ni obje hitrid gljive u trenutku uzimanja uzoraka. Rezultati su tabli¢no prikazani u tablicama
1.i2,

Tablica 1. Rezultati pretrage uzoraka na Ranavirus i B. dendrobatidis.

B. dendrobatidis

Veda jedinka - -
Veca jedinka - -
Veda jedinka - -
Manja jedinka (druga - -
nastamba)
Manija jedinka (druga - -
nastamba)
Manija jedinka (druga - -
nastamba)
Manja jedinka (druga - -
nastamba)
Manija jedinka (druga - -
nastamba)
Voda ( iz vec¢e nastambe) - -

Voda (iz manje nastambe) - -
Pozitivna kontrola + +

Negativna kontrola - -
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Tablica 2. Rezultati uzoraka pretrazenih na B. salamandrivorans.

1 (skupni uzorak 1-4) -
2 (skupni uzorak 5-8) -
3 (voda iz vece nastambe) -
4 (voda iz manje nastambe) -
5 (pozitivna kontrola) +

6 (negativna kontrola) -

Slika 4. Dobivene Ct vrijednosti gPCR pretragom za B. dendrobatidis (1-8 - testirani uzorci koze; 9-
10- testirani uzorci vode; 11- pozitivna kontrola; 12- negativna kontrola).
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Slika 5. Amplifikacijske krivulje za B. dendrobatidis. (¥ - pozitivna kontrola)

Slika 6. Dobivene Ct vrijednosti gPCR pretragom za B. salamandrivorans (1- grupni uzorak obrisaka
koze 1-4; 2 — grupni uzorak obrisaka koze 5-8; 3—voda iz ve¢e nastambe; 4 — voda iz manje nastambe;
5- pozitivna kontrola; 6- negativna kontrola).
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Slika 8. Dobivene Ct vrijednosti gPCR pretragom za Ranavirus (1-8 - testirani uzorci koze; 9-10 —
testirani uzorci vode; 11- pozitivna kontrola; 12- negativna kontrola).
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Slika 9. Amplifikacijske krivulje za Ranavirus (3 — pozitivna kontrola).
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5. Rasprava

Lancana reakcija polimerazom (eng. polimearse chain reaction, PCR) najpouzdanija je
molekularna metoda dokaza zaraznog ¢imbenika, tj. dijela njegovog genoma (KRAMER i
COEN, 2001). Kako PCR dokazuje samo prisutnost nukleinske Kiseline, rezultate ove pretrage
uvijek je potrebno tumaciti u kontekstu s klinickim stanjem zivotinje. Sve testirane jedinke T.
corticale u trenutku uzimanja obrisaka kozZe bile su negativne na Ranavirus, B. dendrobatidis
i B. salamandrivorans §to zna¢i kako s visokom vjerojatno$¢u nisu opasnost za druge
organizme u zooloSkom vrtu te th moZzemo premjestiti iz karantene u njihovu trajnu nastambu.
Protokol za ekstrakciju i dokaz B. dendrobatidisa, visoke je osjetljivosti i specifiénosti. Od 3
izolata B. dendrobatidisa i 5 drugih vrsta gljivica iz reda Chitridales, qPCR postupak
primjenom TagMan probe dokazao je sva tri izolata B. dendrobatidisa, bez lazno pozitivnih
rezultata. BOYLE i suradnici (2004) time su dokazali visoku spefi¢nost testa, te moguénost
dokaza gotovo svih linija ove vrste na globalnoj razini i bez smetnji saprofitnih ili
oportunisti¢kih gljivica koje ¢esto mogu zagaditi uzorak ili pak sekundarno zaraziti ozljede.
Takoder su dokazali kako je TagMan gPCR protokol dovoljno osjetljiv za dokaz B.

dendrobatidisa ¢ak i da je u uzorku prisutna samo jedna zoospora.

Za razliku od dijagnosti¢kog protokola za hitrid gljive, protokol za dokaz ranavirusa nije
standardiziran (PESSIER i MENDELSON, 2017) pa je veca moguc¢nost lazno negativnih
rezultata. Naime, za PCR dijagnostiku ranavirusa, pouzdaniji su uzorci unutarnjih oragana
(bubreg, crijeva, jetra, slezena, ovisno o liniji virusa), u situaciji kada je to moguc¢e (MILLER
i sur., 2015). Obriscima koze ili biopsijom prsta, postoji moguénost uzorkovanja premale
koli¢ine virusa ili potpuni izostanak virusa u uzorku. PESSIER i MENDELSON (2017) u
Prirucniku za kontrolu infekcioznih bolesti vodozemaca preporucuju obriske koze kao

minimalno invazivni postupak u svrhu testiranja zivotinja u karanteni na ranavirozu.

Osim PCR metode, Ranavirus i hitrid gljive mogu se dijagnosticirati i patohistoloSkom
pretragom dijela tkiva: jetre, bubrega, slezene ili crijeva za ranavirozu tj. koZe u slucaju
hitridiomikoze. Medutim, to zahtjeva zrtvovanje zivotinje koju pretraZzujemo, traje i do 14
dana, te su za tocan dokaz uzro¢nika ¢esto potrebne dodatne metode poput imunohistokemije
ili elektronskog mikroskopa te stru¢na osoba s iskustvom te metode (KRIGER i sur., 2006).
Za dokaz B. dendrobatidis patohistoloski, moze se koristiti dio prsta (BERGER i sur, 1999),
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Sto ne zahtijeva usmréivanje zivotinje, ali je 1 dalje invazivnija metoda od obriska koze. Uz to,
manje je pouzdana od PCR jer je puno manja koli¢ina uzorka pa je i manja vjerojatnost da se
u njemu nalazi virus ili gljivica. FISHER i suradnici (2018) Koristili su ovu metodu
uzorkovanja, uz biopsiju koze stopala, za mikolosku pretragu, tj. izolaciju gljivice na hranjivoj
podlozi. Ova metoda korisna je kao manje invazivna, jer ne zahtjeva usmréivanje zaba,
medutim inkubacija hranjive podloge te eventualni naknadni dokaz gljive traju i nekoliko dana.
PCR metoda ima prednost nad drugim dijagnostickim metodama zbog svoje brzine, tocnosti i

minimalne invazivnosti.

Postupak karantene 1 preventivno testiranje novodopremljenih Zivotinja na zarazne bolesti
vec je stolje¢ima poznat 1 vrlo u€inkovit za sprjeCavanje unosa patogena u nova podrucja 1
populacije (DUKES i LABONTE, 1991). Za nadzor i kontrolu §irenja emergentih zaraznih
bolesti vodozemaca, karantena i preventivno testiranje vrlo su vazni. lako uzorkovane jedinke
nisu pokazivale znakove bolesti, Ranavirus, B. dendrobatidis i B. salamandrivorans mogu
uzrokovati asimptomatske zaraze (SPITZEN-VAN DER SLUIJS i sur., 2011; PRICE i sur.,
2017). Stoga je preporuka da svaka jedinka koja se nalazi u karantenskom prostoru, prije
pustanja u stalni vivarij bude testirana na ove tri bolesti te tretirana prema potrebi, jer zarazene
jedinke u zatoCeniStvu imaju potencijal biti rezervoari infekcije (BROWNE i sur., 2007;
SPITZEN-VAN DER SLUIJS i sur., 2011). Uz karantenu, bitno je implementirati sve
biosigurnosne mjere kako se, u slucaju bolesti, patogen ne bi proSirio na ostale jedinke ili ¢ak

izvan prostora karantene.

U danasnje vrijeme globalizacije i modeme trgovine, kada je svjetska povezanost bolja
nego ikada, i Sirenje 1 prijenos bolesti najbrzi je u povijesti. Trgovina i promet vodozemcima
najviSe doprinose Sirenju ova tri emergentna patogena te se javlja potreba implementacije
mjera nadzora i pracenja ovih bolesti u svjetskom prometu. SAD je od 2016. poceo
implementirati pra¢enje ovih patogena u svoju legislativu, a zatim su ga slijedile Kanada,
Sicarska te Madarska. Europska je Unija 2018. priklju¢ila B. salamandrivorans Uredbi
(EU)2018/1882, navodeci ovu bolest kao bolest koju treba nadzirati i suzbijati na teritoriju EU.
Iste godine, izdana je i ,,Odluka (EU)2018/320 o odredenim mjerama zastite zdravlja Zivotinja
u trgovini dazdevnjacima unutar Unije i unoSenju tih Zivotinja u Uniju s obzirom na gljivicu

Batrachochytrium salamandrivorans“. Ova odluka velik je korak pri regulaciji prometom
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dazdevnjaka i nadzoru ove bolesti, medutim izostavlja pretrage bezrepaca, koji iako ne
obolijevaju, ¢esto mogu prenositi B. salamadrivorans i biti izvor zaraze. Promet vodozemcima
u nekomercijalne svrhe, kao $to su razmjena ili kupovina zivotinja medu hobistima i privatnim
zbirkama, nije reguliran zakonom, a takoder jedan je od moguc¢nosti prijenosa, ne samo B.
salamandrivorans, nego i drugih patogena. U Europi, B. salamandrivorans velika je opasnost
autohtonim repaSima poput mramornog dazdevnjaka (T. marmoratus) u sjeveroisto¢noj
Spanjolskoj, koji je vjerojatno uveden sa stranim vrstama iz privatnih zbirki (MARTEL i sur.,
2020). Stoga se potice privatne kolekcionare da se informiraju o ovom problemu te svoj hobi
obavljaju sa savjeS¢u uz sve biosigurnosne mjere i da prijavljuju pozitivne ili sumnjive
sluc¢ajeve. Europska komisija razvila je ,,Sustav rane detekcije” za B. salamandrivorans, kako
bi se podigla svijest o0 ovom relativno novom patogenu i koordinirao sustav detekcije u svrhu
Sto ranijeg prepoznavanja. Sastoji se od centralnog laboratorija, regionalnih linija te 16

referentnih dijagnosti¢kih laboratorija u 12 zemalja ¢lanica (MARTEL i sur., 2020).

B. salamandrivorans jo§ je relativno ograni¢en na odredena podrucja tj. populacije u
Europi pa je glavni cilj sprijeciti njegov unos u podrucja koja su jo$ uvijek slobodna od ovog
patogena, dok su B. dendrobatidis i Ranavirus vrlo rasireni pa se treba koncentrirati i na druge
metode prevencije tj. pracenja i eradikacije. Osnovne mjere biosigurnosti vrlo je vazno
implementirati pri radu na terenu. Dezinfekcija opreme i obu¢e moguca je s etanolom,
izbjeljivacem ili Virkon S dezinfekcijskim sredstvom (THOMAS i sur., 2019). Protiv spora
hitrid gljiva djeluje i toplina pa je termostabilne materijalne moguée dezinficirati
zagrijavanjem na 60°C 5 min ili na 100°C 1 minutu (BLOOI i sur., 2015a). Dezinfekcija
opreme preporucena je, ne samo znanstvenicima u direktnom kontaktu s vodozemcima u
prirodi, nego i ribi¢ima, koji mogu prenesti ove uzro¢nike preko opreme i mamaca te
planinarima, kamperima i1 svima koji se bave sli¢nim aktivnostima tijekom kojih mogu stupiti
u kontakt s divljom populacijom vodozemca i ovim patogenima, te ih prenijeti na druge
lokacije (GRAY i sur., 2009). Na podrué¢jima gdje je uzroénik veé dosao, cilj je smanjiti utjecaj
patogena, ograniciti njegovo daljnje Sirenje, razviti strategije ocuvanja populacije odnosno
vrste te pokusaj eradikacije ako je to moguce (THOMAS i sur., 2019). Zadnjih nekoliko
godina, predlazu se mogucnosti probiotske terapije, bioaugmentacije te imunoprofilakse
(BLETZ i sur., 2013; HARRISON i sur., 2020). Bioaugmentacija i terapija probioticima do

sada daju najvise nade, medutim glavne probleme predstavljaju upotreba u prirodi na velikom
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broju jedinki i razli¢itim vrstama. Mikrobiom organizma uvelike ovisi 0 okolini u kojem se
vodozemac nalazi te odrzavanje odredenih bakterijskih populacija gotovo je nemoguce u
terenskim uvjetima, stoga je potrebno jo§ istrazivanja i daljnji razvoj protokola ove vrste
terapije. Programi cijepljenja do sada nisu pokazali uspjeh (CASHINS i sur., 2013; STEGEN
i sur., 2017). Povecanje rezistencije populacije moguce je i selektivnim uzgojem otpornijih
jedinki, koje se zatim pustaju u prirodu ili genetickim inzenjeringom, ali EU za sada ne

razmatra ovu mogucnost (THOMAS i sur., 2019).

Unos novog patogena u populaciju gotovo uvijek dovodi do bolesti vrsta koje su
prijemljive, a prvi puta su u kontaktu. Unos ranavirusa i hitrid gljiva, u vise se situacija pokazao
kobnim za nativne populacije. LA MARCA i suradnici (2005) zabiljezili su drastican pad
jedinki iz roda Atelopus, na podru¢ju Latinske Amerike, jasno povezan s infekcijom B.
dendrobatidis. Do 2019., broj 55 vrsta iz Atelopus roda smanjio se za vise od 90% ili se smatra
izumrlim (SCHEELE i sur., 2019). PRICE i suradnici (2014) su zabiljezili pad Alytes
obstetricans, Mesotriton alpestris te Bufo bufo na podrucju $panjolskog nacionalnog parka
Picos de Europa, povezan s visokom prevalencijom ranavirusa. Unos B. salamandrivoransa u
Nizozemsku doveo je nativnu populaciju pjegastih dazdevnjaka (Salamandra salamandra) na
rub izumiranja (MARTEL i sur., 2013; SPITZEN-VAN DER SLUWJS i sur., 2013) te je jo§
uvijek velika prijetnja dazdevnjacima u Europi (STEGEN i sur., 2017). Na podruéju Republike
Hrvatske, Ranavirus prvi su zabiljezili Fijan i suradnici, 1991. u zelene zabe (Pelophylax kI.
esculentus, nekad Rana esculenta). VOROS i JELIC (2011) proveli su istraZivanje o
prisutnosti B. dendrobatidisa, na malom broju uzoraka, tri vrste zaba na podrucju Republike
Hrvatske, te su sve jedinke bile negativne. Medutim, iste godine SPITZEN-VAN DER SLUIJS
i suradnici (2011) pronasli su jednu pozitivnu jedinku, vrste Bombina variegata, uhvaéenu iz
divlje populacije na prostoru Hrvatske. Jedinka nije vracena u prirodu, rije¢ je o malom uzroku
1 samo jednoj pozitivnoj zivotinji, ali svakako je potrebno provesti vece istrazivanje za bolji
uvid u stanje divljih populacija Hrvatske. B. salamandrivoras na hrvatskom teritoriju opasnost
je za Govjegju ribicu (P. anguinus), ali do sada nije pronaden (LUKAC i sur., 2019). Potrebno
je vise istrazivanja, na ve¢em broju uzoraka te tijekom duzeg vremenskog perioda, kako bismo
dobili uvid u prevalenciju ova tri emergentna patogena, stanje divljih populacija vodozemaca

i utjecaj ovih bolesti na njih te poduzeti potrebne mjere kontrole i nadzora bolesti na vrijeme.
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S obzirom na to da se ranavirus i zoospore hitrid gljiva prenose vodom, uzorkovana je i
voda iz oba vivarija u kojima borave Zivotinje, te su oba uzorka negativna. Voda je uzorkovana
kao dodatni uzorak, ali samo testiranje vode iz akvarija nije pouzdano jer su moguci lazno

negativni rezultati (SPITZEN-VAN DER SLUIJS i sur., 2011).
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6. Zakljucci

1. Brojnost vodozemaca u padu je na globalnoj razini od 50-ih godina proslog stoljeca.

2. Emergentne bolesti ranaviroza i hitridiomikoza trenutno su najvaznije bolesti vodozemaca

na globalnoj razini.

3. Ranaviroza i hitdridomikoza, uz klimatske promjene i zagadenje okoliSa globalna su

prijetnja vodozemcima, te brojne populacije dovode do izumiranja.

4. Sve jedinke T. corticale iz Zooloskog vrta grada Zagreba testirane na Ranavirus, B.
dendrobatidis i B. salamandrivorans, u trenutku testiranja bile su negativne na ove

patogene.

5. Na podrucju Republike Hrvatske postoje vrlo slabi dokazi o ranavirozi i hitridiomikozi te
je potrebno provesti vise istrazivanja na tu temu kako bi se stekao uvid u zdravstveno stanje

divljih populacija vodozemaca te prevenirati pad brojnosti populacija.
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8. SAZETAK

Dokaz emergentnih bolesti vodozemaca na primjeru monitoringa mahovinaste vijetnamske

Zabe (Theloderma corticale)

Tijekom posljednjih 70-ak godina populacije vodozemaca uvelike su se smanjile na globalnoj
razini. Uz razli¢ite faktore koji su tome doprinijeli (klimatske promjene, zagadenje okolisa,
uniStavanje staniSta), emergentne zarazne bolesti — ranaviroza i hitridiomikoza trenutno su najveca
prijetnja. Pocevsi s epizootijama, i ugrozavajuci lokalne populacije, ve¢ su presle u panzootiju koja
je neke vrste dovela do ruba izumiranja. Testirali smo 8 jedinki vijetnamskih mahovinastih zaba
(Thelodema corticale) i vodu iz njihovih vivarija na prisutnost uzro¢nika ranaviroze i oba
uzro¢nika hitridiomikoze: Ranavirus, Batrachochytrium dendrobatidis i Batrachochytrium
salamandrivorans. Od 8 Zivotinja su uzeti obrisci koze, te su uzeta 2 uzorka vode iz 2 vivarija
sterilnim $tapi¢em. Uzorci su pretrazeni qPCR-0m i svi pretrazeni uzorci bili su negativni. Nadzor
ranaviroze i hitridiomikoze bitan je zbog oc¢uvanja divljih, ali i uzgajanih populacija, a ponajvise
autohtonih i ugrozenih vrsta. Zbog toga u svih novih i uvezenih jedinki preporuceno je iskljuéiti
ove bolesti prije pustanja tj. priklju¢ivanja populaciji. U Republici Hrvatskoj istrazivanja o
prisutnosti i prevalenciji ovih bolesti, rijetka su, te bi ih u buduénosti trebalo provesti vise kako
bismo dobili uvid o stanju u hrvatskim populacijama vodozemaca i prema tome mogli razviti

programe kontrole, nadzora i suzbijanja bolesti prije nego bude kasno.

Klju¢ne rije¢i: emergentne zarazne bolesti vodozemaca, ranaviroza, hitridiomikoza,

ugroZenost vodozemaca, PCR, karantena
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9. SUMMARY

Detection of emerging amphibian diseases on example of monitoring Mossy Vietnamese

Frog (Theloderma corticale)

During the last 70 years amphibian populations have greatly decreased on a global scale. In
addition to various factors that contributed to this (climate change, environmental pollution, habitat
destruction), emerging infectious diseases - ranavirosis and chytridiomycosis are currently the
biggest threat. Starting with epizootics, firstly endangering local populations, they have already
turned into panzootics that have brought some species to the brink of extinction. We tested eight
individuals of Vietnamese moss frogs (Thelodema corticale) and the water from their vivariums
for the presence of the causative agent of ranavirus and both causative agents of chytridiomycosis:
Batrachochytrium dendrobatidis and Batrachochytrium salamandrivorans. Skin swabs were taken
from 8 animals and 2 water samples were taken from 2 vivariums with a sterile stick swabs.
Samples were screened by gPCR and all tested samples were negative. Control of ranavirosis and
chytridiomycosis is important for the preservation of wild and captive populations, especially
native and endangered species. For this reason, it is recommended to rule out these diseases in all
new and imported animals before joining the population. In the Republic of Croatia, research on
the presence and prevalence of these diseases is rare and more of them should be conducted in the
future in order to get a better understanding to the state of Croatian amphibian populations and,
accordingly, develop programs for control, surveillance and suppression of the disease before it is

too late.

Key words: emergent infectious diseases of amphibians, ranavirus, chytridiomycosis,

endangerment of amphibians, PCR, quarantine
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10. Zivotopis

Rodena sam u Zagrebu, 1996. godine. Vecinu Zivota sam provela u malom selu Gradecki
Pavlovec, gdje sam i pohadala osnovnu $kolu ,,Gradec. Nakon osnovne §kole, zavrsila sam
srednju Skolu ,,Vrbovec”, smjer opéa gimnazija, a 2015. godine upisala sam Veterinarski

fakultet u Zagrebu.

Tijekom studija ve¢inu svog vremena provela sam na predavanjima, vjezbama te u u¢enju.
Odmah na prvoj godini vrlo mi se svidjela histologija pa sam od druge godine studija sve do

Seste radila kao demonstrator na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju.

Na Cetvrtoj godini ukljucila sam se u program ,,Plavi projekt — doprinos razvoju programa
drustveno korisnog uéenja na Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu*, koji je za cilj
imao podici svijest te educirati lokalno stanovnistvo o prvoj pomo¢i morskim kornjacama i

dupinima.

Tijekom studija sudjelovala sam u raznim kongresima i radionicama: 8. medunarodni
kongres ,,Veterinarska znanost i struka“ 2019., 2. medunarodni znanstvenostru¢ni skup o
gmazovima i egzoticnim zivotinjama ,,REPTILIA® 2021., 9. medunarodni kongres
"Veterinarska znanost i struka” 2021. godine, ISEAS radionica ,,Intoksikacija pasa i macaka
uliénim drogama“ 2022. godine. Ukljuéila sam se i u jedno istrazivanje te napisala ¢lanak, kao
koautor, ,,Histoloske osobitosti oka odredenih vrsta riba Jadranskog mora*“, koji je objavljen u

casopisu Veterinar 2020. godine.

Tijekom 2021. kratko sam volontirala u ambulanti za male Zivotinje ,,Fabela“ u Zagrebu,
gdje sam i odradila redovnu strué¢nu praksu. Krajem iste godine odradila sam stru¢nu praksu
na SveucilisSnoj klinici za male Zivotinje/Klinickom odjelu anesteziologije 1 perioperativne
intenzivne medicine na Sveucilistu veterinarske medicine u Bec¢u u sklopu CEEPUS programa.
Pocetkom 2022. 4 mjeseca sam provela u klinici za male zivotinje ,,Tierklinik Wiener

Neustadt®, u Beckom Novom Mjestu u Austriji, kao dio ERASMUS+ stru¢ne prakse.
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