Prevalencija neutralizacijskih protutijela za
Bandavirus bhanjanagarense u pasa i macaka
zaprimljenih na Klinike Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu

Kovaci¢-Gregov, Elena

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:178:772366

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:772366
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:1280
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:1280
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:1280

SVEUCILISTE U ZAGREBU
VETERINARSKI FAKULTET

SVEUCILISNI INTEGRIRANI PRIJEDIPLOMSKI I DIPLOMSKI STUDIJ
VETERINARSKA MEDICINA

Elena Kovaci¢- Gregov

Prevalencija neutralizacijskih protutijela za Bandavirus bhanjanagarense u pasa
1 macaka zaprimljenih na Klinike Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Zagreb, 2024.



Elena Kovaci¢- Gregov

ZAVOD ZA MIKROBIOLOGIJU I ZARAZNE BOLESTI S KLINIKOM

Predstojnik: prof. dr. sc. Vilim StareSina

Mentor: izv. prof. dr. sc. Vladimir Stevanovi¢

Clanovi Povjerenstva za obranu diplomskog rada:
1. prof. dr. sc. Ljubo Barbi¢

2. izv. prof. dr. sc. Suzana Hadina

3. 1zv. prof. dr. sc. Vladimir Stevanovi¢

4. prof. dr. sc. Vilim StareSina (zamjena)

Rad sadrzava 53 stranice, 13 slika, 5 tablica, 37 literaturnih navoda.



Zahvaljujem se izv. prof. dr. sc. Vladimiru Stevanovicu, mom mentoru, na velikoj podrsci i
dragocjenim savjetima tijekom izrade ovog diplomskog rada. Njegovo veliko znanje, iskustvo i
ljubazne rijeci bili su neprocjenjivi ne samo u izradi rada, vec i tijekom pripreme za ispit iz

zaraznih bolesti.

Zahvaljujem se Gorani Mileti¢, dr. med. vet., na nesebicnoj podrsci i spremnosti da pomogne
u svakom trenutku. Njeni smireni pristup, korisni savjeti i jasne smjernice olaksali su mi rad i
razjasnili mnoge nedoumice. Njena pomo¢ bila je neizmjerno vrijedna za uspjesan zavrsetak

ovog diplomskog rada.

Zahvaljujem se dr. sc. Snjezani Kovac na iznimno ugodnom radu u laboratoriju. Njena
smirenost, tople rijeci i vedar duh, uz ogromno znanje, ucinili su to razdoblje ne samo laksim,
nego i radosnijim. Njena podrska i pozitivnost uvelike su doprinijele mom iskustvu tijekom

rada na diplomskom.

Zelim iskreno zahvaliti svim djelatnicima Viroloskog laboratorija Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu te Klinike za zarazne bolesti na nesebicnom dijeljenju svog znanja i

vjestina tijekom rada na diplomskom.

Zahvalna sam na svojoj obitelji, decku i prijateljima jer su mi uvijek pruzali podrsku. Nikada
nisam bila sama u teskim trenucima, uvijek sam imala nekoga tko bi me ohrabrio. Od srca

vam hvala, bez vas ovo ne bi bilo moguce.

Zahvalna sam na svojim psima, Hadu i Belli, koji su proveli sate i sate sjedeci pokraj mene dok

sam ucila. Njihova tiha podrska je bila neprocjenjiva motivacija za zavrsetak studija.



POPIS KRATICA

A/U - adenin/uracil bogata petlja
BHAV - Bandavirus bhanjanagarense

CDC - Centar za kontrolu 1 prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and

Prevention)

CO: - uglji¢ni dioksid

CPU - citopatogeni uc¢inak

DMEM - Dulbeccov modificirani medij Eagle (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
EFSA - Europska agencija za sigurnost hrane (engl. The European Food Safety Authority)
FCS - govedi fetalni serum (engl. Fetal calf serum)

FORV- Forécariah virus

Gc - glikoprotein ¢

Gn - glikoprotein n

HI - hemaglutinacijski-inhibirajuca protutijela

ICTV - Medunarodno vijece za taksonomiju virusa (engl. International Committee on

Taxonomy of Viruses)

i.c. - intracerebralno

1.n. - intranazalno

1.p. - intraperitonealno

1.v. - intravenski

L - veliki (engl. Large)

M - srednji (engl. Medium)
MalV- Malsoor virus

mRNK - glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. Messenger RNA)



N - nukleokapsidni protein

NS - nestrukturni proteini (engl. Nonstructural proteins)

NSs - nestrukturni mali proteini (engl. Nonstructural small proteins)
NT - neutralizirajuca protutijela

OR - omjer izgleda (engl. Odds ratio)

ORF - otvoreni okviri za Citanje (engl. Open Reading Frames)

p - vrijednost - razina znacajnosti

PALV- Palma virus

p.o. - peroralno

RdRp - RNK-ovisna RNK polimeraza (engl. RNA-dependent RNA polymerase)
RNAI - RNK interferencija (engl. RNA interference)

RNK - ribonukleinska kiselina

s.c. - supkutano

S - mali (engl. Small)

SVD - standardna virusna doza

VN - virus neutralizacijski test

WOAH- Svjetska organizacija za zdravlje zivotinja (engl. World Organisation for Animal

Health)
%2 - hi hvadrat

95% CI -interval pouzdanosti (engl. confidence interval)



POPIS PRILOGA

SLIKE:
Slika 1. Strategije kodiranja genskih segmenata ¢lanova razreda Bunyaviricetes.

Slika 2. Shematski prikaz terminalnih konzerviranih komplementarnih sekvenci genoma

Bandavirus bhanjanagarense (BHAV)
Slika 3. Organizacija genoma Bandavirusa.

Slika 4. Predvidena sekundarna struktura medugenske regije izmedu dva okvira za Citanje

(ORF) u S segmentu RNK Bandavirus bhanjanagarense.
Slika 5. Rasprostranjenost Bandavirus bhanjanagarense.

Slika 6. Geografska distribucija pacijenata sa neuroloskim simptomima nepoznate etiologije

koji su seropozitivni na BHAV.
Slika 7. Radni obrazac koriSten za izvodenje 1 evidenciju VN-testa za BHAV virus.

Slika 8. Radni obrazac za izracun titra virusa po Reed-Muench-ovoj metodi i izratun

razrjedenja virusa za pripremu standardne virusne doze.
Slika 9. Prikaz pocetne mikrotitracijske plitice screening testa.

Slika 10. Prikazan je daljnji postupak razrjedivanja seruma u kojem su screening testom
utvrdena protutijela na virus, zajedno s postignutim razrjedenjima seruma u pojedinim

redovima.
Slika 11. Prikaz sloja E6 Vero stanica.
Slika 12. Izrazen citopatogeni u¢inak virusa BHAV-1.

Slika 13. Usporedba seroprevalencije izmedu muzjaka i Zenki psa.



TABLICE:

Tablica 1. Usporedba seropozitivnosti i seronegativnosti pasa i macaka.

Tablica 2. Usporedba seropozitivnosti i seronegativnosti pasa po dobnim kategorijama.
Tablica 3. Usporedba seropozitivnosti i seronegativnosti izmedu ¢istokrvnih pasa i krizanaca.
Tablica 4. Znacajke uzorka macaka u istrazivanju.

Tablica 5. Usporedba seropozitivnosti 1 seronegativnosti pasa s podrucja zupanije Grada

Zagreba i ostalih dijelova Republike Hrvatske.

\



SADRZALJ:

I A @ LSS 1
2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA .......coovovviiireiisersas 3
B I =01V 1= ST SSSOSIN 3
A = [o] (oo || - SRRSO 4
2.2.1. Grada VITUSIIE CESTICE. .uuiurreiurreirrriitreesieresteesteessteeesteeesseeesseeesnseeesseeeanseeassseesnsesesseessnsees 4
2.2.2. GTada GEINOIMA. ... .ceviieeiieiieeee sttt e r e r et sr e e e e e sr e s e e n e a Rt e n e r e e nrear e nenre s 6
2.3. Taksonomija i KISIIKACIA ......cceiveiiiiiiic i 8
R =T - Vo3 | -] SRS 9
B ST o (03 1 (=) 1 Lo 11 RS 9
P = o0 o] (o] oo [ I- USROS 12
B o 1010 =] 1< W TSP 12
2.8 KIINIEKA SIIKA.....c.veviieriietisiesesteeste sttt e sttt b et e be s e s et e sessenesbesease s ere s enens 13
2.9. Patoanatomski i patohistoloSKi NAIAZ ...........cceveieiiiiiiiicreeeeee e 14
N OB B T Vo | 1S 1] USROS 14
N B I § T3 [PPSO P USSP PROR PR 15
2.12. Profilaksa i ImUNOProfilakSa ...........ccoiiiiiiiiiiiicici e 15
2.13. JAVN0 ZATAVSIVO ...ttt sttt sttt sttt n e 16
3. MATERIJALI I METODE ..ottt 18
3.1, OdaDIT UZOTKA ......eveeeiieieiee ettt ne e be s ne st e eeeeneas 18
3.2. Prikupljanje pOdataka...........ccoviiiiiiiiic et 18
3.3. Dokaz prisutnosti protutijela za Bandavirus..............ccccceeecciriniiniiiieeceeees, 18
3.4, OPIS POSTUPKA ...ttt ettt bttt ettt b e 19
I N |V - (=Y T LSOO SR 19
3.4.2. 1ZVOAEN € POSLUPKA....c.veieiiitiiiiii ettt ettt n s 24
3.5. Statisticka obrada podataka.............ccoiiiiiiiiiiic 28
A, REZULT AT oottt e et e e e et e e e s anb e e e e e nnrae e e e nnees 29
B, RASPRAVA ettt et e e s e e et re e e e e nareeaaes 34
6. ZAKLIUCC ..ot 38
T LITERATUR A et e e s e e st e e e st b e e e e s s b e e e e e anbbeeessasrnes 39
8. SAZETAK .....ovvomviriioiiieeies i 43
9. SUMMARY ..ottt ettt s ettt e bt R ettt R et n et ne et nenr et neenens 44
10. ZIVOTOPIS ..ot 45

Vil



1. UVOD

Bandavirus bhanjanagarense (BHAV) je transmisivni patogen koji pripada razredu
Bunyaviricetes i poznat je po svojoj sposobnosti inficiranja Sirokog spektra domacih i
divljih zivotinja, ukljucuju¢i goveda, ovce, koze, kao i razne druge vrste sisavaca.
Bandavirus bhanjanagarense je virus kojeg prenose krpelji, prvi put otkriven u krpelju
(Haemaphysalis intermedia) uzorkovanom s paralizirane koze u Bhanjanagaru, Indija,
1954. godine (HUBALEK, 2010.). Infekcija u ljudi je prvi put dokumentirana 1974. godine
kada je Charles Calisher radio s virusom u laboratoriju i sam se zarazio (CALISHER i
GOODPASTURE, 1975.). Njegovo iskustvo bilo je blago i ukljucivalo je simptome blage

boli u miSi¢ima i zglobovima, umjerenu glavobolju 1 blagu fotofobiju.

U svjetlu globalnih klimatskih promjena i poveéane mobilnosti ljudi 1 zivotinja,
zoonotske bolesti predstavljaju sve veci javnozdravstveni izazov. Nedavno istrazivanje
objavljeno u ¢asopisu Microorganisms (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2023.) pod naslovom
"Detection of Bhanja Bandavirus in Patients with Neuroinvasive Disease of Unknown
Etiology in Croatia" pokazalo je prisutnost neutralizacijskih protutijela na Bandavirus u
populaciji ljudi Hrvatske. Iako su klinicki znakovi infekcije BHAV-om u ljudi rijetki i
uglavnom blagi, virus moze uzrokovati ozbiljnije zdravstvene probleme kod nekih
zivotinjskih vrsta. Prezivaci su zivotinje u kojih je oboljenje najceS¢e zabiljeZeno. Od
blagog infekcijskog sindroma u odraslih 1 imunokompetentnih jedinki do teZeg oblika
bolesti s neuroloskim znakovima u mladih i Zivotinja s komorbiditetima (VILIBIC-
CAVLEK i sur., 2023.). Potvrda prisutnosti Bandavirusa medu ljudima u Hrvatskoj i opis
bolesti u nekih Zivotinjski vrsta naglaSavaju potrebu za dodatnim istraZzivanjem Sirenja
virusa i njegovog utjecaja na zdravlje ljudi i Zivotinja. IstraZivanje prevalencije
neutralizacijskih protutijela za Bandavirus u populaciji domacih zivotinja, kao $to su psi i
macke, postaje stoga prilika za razumijevanje Sirenja ovog virusa i njegovog potencijalnog
utjecaja na javno zdravlje, ali i veterinarsku praksu. Ovaj diplomski rad usmjeren je na
istrazivanje prevalencije neutralizacijskih protutijela za Bandavirus u pasa i macaka
zaprimljenih na klinike Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Epizootioloska i
epidemioloska znacajka urbanih podrucja je visoka gusto¢a populacije, kako ljudi tako i
Zivotinja, §to moze znatno ubrzati Sirenje infekcija (EDER i sur., 2018.). Prisutnost psa ili

macke s protutijelima na BHAV u urbanom podrucju moze ukazivati na postojanje virusa i



rizika od infekcije, kako u zivotinja, tako i1 u ljudi. Razumijevanje dinamike prenoSenja
BHAV-a, posebice u urbanim sredinama, gdje su psi i macke ¢esto u bliskom kontaktu s
velikim brojem drugih zivotinja i ljudi, moze postati kljuno za efikasno planiranje

javnozdravstvenih mjera i unapredenje veterinarskih praksi.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1.Povijest

Bandavirus bhanjanagarense, prema Medunarodnom vije¢u za taksonomiju virusa
(engl. International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), spada u skupinu
bunyavirusa koje prenose krpelji, a pripada obitelji Phenuiviridae, rod Bandavirus.
Ovaj virus prvi je put izoliran 1954. godine iz krpelja vrste Haemaphysalis intermedia, koji
je prikupljen s paralizirane koze u Bhanjanagaru, Indija (SHAH 1 WORK, 1969.). Prvi
zabiljezeni sluéaj infekcije kod Govjeka datira iz 1974. godine (HUBALEK, 2010.), kada je
laboratorijski radnik razvio blagu febrilnu bolest koja se o¢itovala simptomima poput blage
groznice, bolova u misi¢ima i zglobovima, glavobolje i fotofobije koja je trajala 48 sati.
Virus je izoliran iz njegove krvi, a u konvalescentnom uzorku seruma zabiljezeno je
znaajno povecanje titra neutralizirajuéth (NT) protutijela (CALISHER i
GOODPASTURE, 1975.). Iako je BHAV prisutan na Sirokom geografskom podrucju koje
obuhvaca sredi$nju Europu, Mediteran, Bliski istok, Indiju i Afriku, zabiljezeni klinicki
sluc¢ajevi kod ljudi su rijetki (DILCHER 1 ALVES, 2012.). Ovce, koze, goveda, africki
jezevi (Atelerix albiventris) 1 africke zemljane vjeverice (Xerus erythropus) prepoznati su
kao domacini BHAV-a. lako odrasle zivotinje rijetko pokazuju klinicke znakove, mladi
prezivaci mogu razviti groznicu i klinicke znakove neuroloSkog oboljenja. Vektori BHAV-
a ukljucuju krpelje iz rodova Haemaphysalis, Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus,
Boophilus i Amblyomma, pri ¢emu su Haemaphysalis krpelji glavni vektori u Europi
(HUBALEK, 2010.). U Europi i Sjevernoj Africi zabiljeZeno je osam vrsta krpelja iz roda
Haemaphysalis, od kojih je $est prisutno u Hrvatskoj (KRCMAR, 2012.; ESTRADA-PENA
isur., 2017.).

U Hrvatskoj je BHAV prvi put izoliran 1974. godine iz krpelja vrste Haemaphysalis
punctata, prikupljenih s ovaca na otoku Bracu (VESENJAK- HIRJAN i sur., 1980.). Prvi
sluc¢aj infekcije BHAV-om kod covjeka u Hrvatskoj zabiljezen je 1974. godine u
laboratorijskim uvjetima, a do 1977. godine prijavljena su jos dva takva slu¢aja (PUNDA 1
sur., 1980.). Nakon §to je BHAV retrospektivno dijagnosticiran u Zagrebu kod pacijenta sa

simptomima meningoencefalitisa i spasti¢kom kvadriparezom, zoonotski potencijal ovog



virusa postao je evidentan 1975. godine. Pacijent, koji je tri tjedna prije poCetka bolesti
boravio u sjevernoj Hrvatskoj, razvio je simptome meningoencefalitisa u prosincu, u regiji
gdje su takoder pronadeni krpelji H. punctata. Seroepidemioloska istrazivanja provedena
nakon izolacije virusa u Hrvatskoj otkrila su prisutnost BHAV hemaglutinacijski-
inhibiraju¢ih (HI) protutijela u 31,5% stanovnika otoka Braca tijekom 1975.11977. godine.
U drugom istrazivanju iz 1975. godine, BHAV neutraliziraju¢a protutijela otkrivena su u
35,8% (od 11,6% do 61,3%) stanovnika iz osam sela na otoku Bracu. Dodatno, HI
protutijela pronadena su u 2,2% stanovnika otoka oko Zadra (Srednja Dalmacija) i 1%
stanovnika otoka Hvara, kao i u 7,1% stanovnika sjeverne Hrvatske (VESENJAK- HIRJAN
i sur., 1991.). Medutim, noviji podaci o prevalenciji BHAV-a u Hrvatskoj trenutno nisu

dostupni.

2.2. Etiologija

2.2.1. Grada virusne Cestice

Razred Bunyaviricetes, su najveca 1 jedna od najraznolikijih skupina ribonukleinskih
(RNK) virusa. Virusne cestice iz razreda Bunyaviricetes (prije poznatog kao obitel]
Bunyaviridae) su okruglastog oblika i promjera od 80 do 120 nm. Na njihovom lipidnom
dvoslojnom omotacu, debljine oko 5 nm, nalaze se glikoproteinske izbo¢ine veli¢ine od 5
do 10 nm. Omota¢ viriona najceS¢e nastaje iz Golgijevih membrana unutar stanica
domacina, a povremeno i iz membrana na povrSini tih stanica. Ribonukleokapsidi virusa
imaju promjer od 2 do 2,5 nm 1 duljinu od 200 do 3000 nm, te ¢esto pokazuju helikalnu
simetriju. Ovi virusi imaju zajednicku genetsku organizaciju u tri segmentirane negativne
RNK oznaceni kao mali (engl. small- S), srednji (engl. medium- M) 1 veliki (engl. large- L)
segmenti (Slika 1). Terminalni nukleotidi svakog segmenta genomske RNK su spareni
bazama, formiraju¢i nekovalentno zatvorene, kruzne RNK (i ribonukleokapside).
Svi virusi imaju Cetiri strukturna proteina: dva vanjska glikoproteina, glikoprotein n (Gn) i
glikoprotein ¢ (Gc), gdje n oznacava njegovu relativnu blizinu amino kraju poliproteina

kodiranog M segmentom, a c¢ znacava njegovu relativnu blizinu karboksilnom kraju



poliproteina kodiranog takoder M segmentom. Ostali strukturni proteini su nukleokapsidni

protein (N) i veliki (L) protein i RNK-ovisna RNK polimeraza (ICTV, 2011.).

80-110 nm

Slika 1. Strategije kodiranja genskih segmenata ¢lanova razreda Bunyaviricetes (Preuzeto

iz: International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2011.)



2.2.2. Grada genoma

Virusni genom razreda Bunyaviricetes sastoji se od tri segmenta negativne ili
dvosmjerne jednostruke RNK, oznaceni kao L, M i S, ukupne veli¢ine izmedu 11 1 19
kilobaza. Svaki od ovih segmenata ima specifi¢nu funkciju. L segment kodira veliki protein
(L protein), koji djeluje kao RNK-ovisna RNK polimeraza i neophodan je za replikaciju
RNK virusa. M segment kodira prekursorske glikoproteine omotaca (Gn i Gc), koji se
nalaze na povrSini virusa i omogucuju ulazak virusa u stanicu domacina. S segment kodira
krajevima svakog segmenta genoma su komplementarne i stvaraju "panhandle strukturu"

(Slika 2).

U slucaju Bandavirusa, organizacija genoma je slicna onoj kod virusa iz rodova
Mobuvirus i Uukuvirus. L segment kodira L protein, dok M segment kodira prekursorske
glikoproteine (Gn 1 Ge) (Slika 3). Ranije su ovi glikoproteini bili oznacavani kao G1 1 G2,
prema njihovoj veli¢ini utvrdenoj gel elektroforezom. S segment pokazuje dvosmjernu
strategiju kodiranja s dva okvira za Ccitanje (engl. Open Reading Frame- ORF),
nukleokapsidni protein (N) 1 nestrukturni protein male mase (engl. nonstructural small
protein- NSs), koji su odvojeni nekodirajuéim intergenskim regijama koje mogu formirati
dugu adenin/uracil (A/U) bogatu petlju (Slika 4). Sve faze replikacije odvijaju se unutar

citoplazme stanice domacina (ICTV, 2011.).

L M S
BHAN ﬁﬁ'f CUI'T'U'CI:CU ﬁﬁ" T?‘T-?GEG ﬁ']'?'IIR'UL'UTC?
IGE90 jeacAarrcACCE ACACAAAGACCG ACACAAAGAAGE
Slika 2. Shematski prikaz terminalnih konzerviranih komplementarnih sekvenci genoma
Bandavirus bhanjanagarense (BHAV). Zasjenjeni dijelovi prikazuju konzervirane 3' i 5'
terminalne nukleotide svakog segmenta (Prilagodeno iz: International Committee on

Taxonomy of Viruses (ICTV, 2011.)
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Slika 3. Organizacija genoma Bandavirusa prikazana je graficki pomocu obojenih okvira
koji predstavljaju otvorene okvire za Citanje (ORF-ove). Ti ORF-ovi kodiraju N protein,
nukleokapsidni protein; Gn i Ge, vanjske glikoproteine; i L protein, veliki protein. Bijeli
okvir oznacava ORF koji kodira NSs, nestrukturni protein (Prilagodeno iz: International

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2024.)
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Slika 4. Predvidena sekundarna struktura medugenske regije izmedu dva okvira za Citanje
(ORF) u S segmentu RNK Bandavirus bhanjanagarense. Struktura prikazuje nekoliko
komplementarnih parova baza koji formiraju petlje i stabljike, $to ukazuje na sloZenu
strukturu RNK, vaznu za funkciju i regulaciju ekspresije gena. Brojevi oznacavaju pozicije
nukleotida od 3' kraja virusnog genoma (Prilagodeno iz: International Committee on

Taxonomy of Viruses (ICTV, 2011.)



2.3. Taksonomija i klasifikacija

Razred Bunyaviricetes predstavlja najvecu skupinu RNK virusa, s vise od 350
identificiranih vrsta (PLYUSNIN i sur., 2011.). Ovi virusi, posebno oni iz rodova
Orthobunyavirus, Phlebovirus i Nairovirus, prisutni su Sirom svijeta 1 mogu se
naizmjenicno replicirati u kraljeZznjacima i ¢lankonoScima. Prenose se na kraljeznjake
ugrizom zarazenih komaraca, krpelja 1 musSica (Phlebotominae 1 Culicoides), uzrokujuéi

brojne znacajne bolesti kod ljudi i stoke (NICHOL i sur., 2005.).

Trenutno, nekoliko virusa klasificiranih unutar razreda Bunyaviricetes nisu dodijeljeni
specificnim rodovima niti odobreni kao zasebne vrste, zbog nedostatka genetskih
informacija i/ili seroloske unakrsne reaktivnosti s drugim poznatim bunyavirusima
(PLYUSNIN 1 sur, 2011.). Forécariah virus (FORV), Malsoor virus (MalV) i Palma virus
(PALV) pripadaju toj skupini neklasificiranih virusa prema trenutnom popisu
Medunarodnog odbora za taksonomiju virusa (ICTV). Virusi su izolirani iz krpelja, stoke i
divljih zivotinja u Indiji, juznoj Europi i Africi (PAVLOV i sur., 1987.). Seroloska
istrazivanja u isto¢noj Europi sugeriraju da je BHAV endemican u toj regiji i da moze

uzrokovati neprepoznate infekcije kod ljudi (MATSUNO 1 sur, 2013.).

Prema zadnjim podacima Medunarodnog odbora za taksonomiju virusa iz 2023. godine,
Bandavirus bhanjanagarense pripada carstvu Riboviria, kraljevstvu Orthornavirae, koljenu
Negarnaviricota, podkoljenu Polyploviricotina, razredu Bunyaviricetes, redu Hareavirales,

obitelji Phenuiviridae 1 rodu Bandavirus (ICTV, 2023.).



2.4. Tenacitet

Nema puno podataka o tenacitetu (otpornosti) specificnih za Bandavirus, no dostupna
znanstvena istrazivanja pokazala su da virusi iz obitelji Phenuiviridae, kojoj Bandavirus
pripada, imaju segmentirane RNK genome i ¢esto koriste razne strategije za prezivljavanje
koje ukljucuju otpornost na razli¢ite uvjete u okoliSu. Osjetljivi su na toplinu, lipidna
otapala, deterdzente i formaldehid. Sekvencirani genom pokazuje visoku raznolikost, Sto
moze ukazivati na dugotrajnu evoluciju i prilagodbu razli¢itim domacinima i okoliSnim

uvjetima (MARIN i sur, 1995.; ZANOTTO i sur, 1995.).

2.5. ProSirenost

Virus je prvi put izoliran 1954. godine iz krpelja Haemaphysalis intermedia, koji je
pronaden na paraliziranoj kozi u Bhanjanagaru, u indijskoj drzavi Orissi. Ovaj virus prenose
metastrijatni krpelji 1z rodova Haemaphysalis, Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus,
Boophilus i Amblyomma. BHAV je Siroko rasprostranjen u juznoj i srednjoj Aziji, Africi,
kao i u juznoj i dijelovima sredinje Europe (Slika 5) (HUBALEK, 1987b.). IstraZivanja o
prirodnim Zari§tima infekcije BHAV-om u Europi, ukljucujuéi Italiju, Hrvatsku, Bugarsku
i Slovacku, otkrile su zajednicke karakteristike tih podrugja (HUBALEK, 2010.). Sve te
regije imaju submediteransku klimu s toplim, suhim ljetima 1 blagim, vlaznim zimama ili
slicne mikroklimatske uvjete. Takoder su prisutni kserotermni ekosustavi (ekosustavi u
kojima prevladavaju vruéi i suhi klimatski uvjeti) Suma i travnjaka s biljnim zajednicama
poput Quercetalia pubescentis, Festucetalia valesiacae 1 Brometalia erecti, ukljucujuci i
pasnjake. U svim tim podru¢jima prisutna je barem jedna vrsta krpelja kao Sto su
Haemaphysalis punctata, Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa ili Hyalomma
marginatum, a takoder je potrebno da postoji najmanje 60% od 180 bioindikatora za BHAV,
Sto uklju€uje 157 biljnih vrsta, 4 vrste ixodidnih krpelja i 19 vrsta kraljeznjaka.

Na temelju ovih karakteristika, pretpostavlja se da bi BHAV mogao biti prisutan i u

drugim europskim regijama kao Sto su Grcka, juzna Francuska (ukljucujuéi Korziku),



Albanija, Spanjolska, Madarska, europski dio Turske, juzna Ukrajina, juzna Svicarska,
jugoistona Austrija, juzna Njemacka, Moldavija i juzni dijelovi europske Rusije

(HUBALEK, 2010.).

Slika 5. Rasprostranjenost Bandavirus bhanjanagarense. Crne toc€ke: izolacija virusa;
krugovi: prisutnost antitijela na BHAV kod kraljeznjaka (Prilagodeno iz: HUBALEK,
1987b.)

Zanimljivost virusa u Hrvatskoj je ta da postoji poznato prirodno ZariSte BHAV-a na
Bracu (jedan od osam prirodnih ZariSta u Europi) , dok na Hvaru nema poznatog Zarista,
makar su to dva bliska i u mnogim aspektima sli¢na dalmatinska otoka. VESENJAK-
HIRJAN 1 suradnici (1991.), otkrili su tokom svog istrazivanja protutijela na BHAV kod
31,5% stanovnika (875 ispitanih) na Bracu, ali samo kod 1,0% (512 ispitanih) na Hvaru,
iako su protutijela na, primjerice, pjes¢anu muhu ravnomjerno raspodijeljena medu
stanovnicima oba otoka. Moguc¢i razlog za to je ogranic¢en broj domacih prezivaca koji pase

na Hvaru, budu¢i da tipi¢ni ekstenzivni paSnjaci nedostaju, za razliku od otoka Braca.
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Posljedicno, gustoca populacije krpelja vektora BHAV-a (Haemaphysalis punctata,
Dermacentor marginatus) mnogo je niza na Hvaru nego na Bracu. Osim toga, biljna
zajednica Ostryo-Carpinion adriaticum (red Quercetalia pubescentis), koja se pojavljuje u
sredi$njem uzvisenom dijelu Braca, ne postoji na Hvaru (HUBALEK, 2010.). Bandavirus
neutraliziraju¢a (NT) protutijela pronadena su 1 kod 2,2% stanovnika otoka oko Zadra
(srednja Dalmacija) i 7,1% stanovnika sjeverne Hrvatske (VESENJAK- HIRJAN i sur.,
1980.). Novije istrazivanje VILIBIC-CAVLEK i suradnika (2023.), u ljudi s neuroloskim
znakovima nejasne etiologije, pokazuje znatnu seroprevalenciju na BHAV u podrucjima
kontinentalne Hrvatske s naglaskom na sjeveroisto¢nu i isto¢nu regiju. Manje znatan broj
slucajeva potvrden je u priobalju (Slika 6). VESENJAK- HIRJAN i suradnici (1977.) su
potvrdili znacajnu seroprevalenciju (100%) BHAV-a u ovaca na otoku Bracu. Ovce su u
njihovom radu naglaSene kao znacajan faktor koji omogucuje cirkulaciju i zadrzavanje
virusa. Noviji podaci infekcije u divljih i domacih zivotinja, te kuénih ljubimaca izostaju.

Time proSirenost virusa u zivotinjskih vrsta u RH nije dovoljno istraZena.

1-5-10slugaja  -10 cases Sy

N
T aglp® . *J:‘

Slika 6. Geografska distribucija pacijenata sa neurolo$kim simptomima nepoznate
etiologije koji su seropozitivni na BHAV (seropozitivni pacijenti - crvene tocke,

seronegativni pacijenti - sive totke) (Prilagodeno iz: VILIBIC- CAVLEK i sur., 2023.)
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2.6. Epizootiologija

Epizootiologija infekcije Bandavirusom bhanjanagarense istrazuje raspodjelu, nacine
prijenosa i ucestalost ovog virusa medu zivotinjama i ljudima. Glavni prijenosnici ovog
virusa su krpelji porodice Ixodidae koji virus prenose ugrizom. Ti vektori imaju Zivotni
ciklus od jedne do tri godine i koriste razli¢ite domacine kroz nezrele faze, ukljucujuéi male
sisavce, ptice 1 gustere, dok se odrasli krpelji hrane na divljim i doma¢im papkarima, te
rijetko na ljudima (PFAFFLE i sur., 2017.). Naj&e$¢e opisani kraljeznjaci domaéini BHAV-
a su ovcee, koze, goveda, africki bijeli jez (Atelerix albiventris) 1 afriCka zemljana vjeverica
(Xerus erythropus) (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2023.). Iako se bolest kod odraslih Zivotinja
rijetko manifestira klini¢ki, virus moze izazvati ozbiljne klinicke znakove kod mladih
prezivaca poput janjadi, jaradi i teladi. U takvih Zivotinja najceSc¢e je zabiljeZena groznica s
klini¢kim znakovima koji ukazuju na oiteéenje sredisnjeg ZivEanog sustava (VILIBIC-
CAVLEK i sur., 2023.). Kod ljudi, infekcija ovim virusom dokazano uzrokuje febrilne
bolesti sa simptomima poput osjetljivosti na svjetlost, povraéanja, meningoencefalitise i
paralize (HUBALEK, 2010.; VILIBIC-CAVLEK i sur., 2023.) Prisutnost specifi¢nih
biljnih zajednica, poput Ostryo-Carpinion adriaticum, te Sumsko-travnati ekosustavi mogu
ukazivati na potencijalna ZariSta BHAV-a. Gustoc¢a populacije domacih prezivaca i krpelja
koji prenose virus takoder igra klju¢nu ulogu u cirkulaciji virusa na nekom podrucju, te

samom prijenosu virusa vektorima na ljude 1 prijemljive Zivotinje.

2.7. Patogeneza

Nema mnogo podataka o patogenezi Bandavirus bhanjanagarense. Dosada$nja
istrazivanja provedena su na miSevima, zamorcima i zeCevima koji su bili zaraZeni
razli¢itim sojevima BHAV-a putem intracerebralne (i.c.), intraperitonealne (i.p.), supkutane
(s.c.), intravenske (i.v.), peroralne (p.o.), intranazalne (i.n.) ili konjunktivalne inokulacije.
Smrtnost je zabiljeZena kod dojenih miSeva zarazenih svim testiranim putevima (i.p., s.c.),
kod odraslih miSeva zarazenih i.c. 1 i.n. putem, te kod odraslih zamoraca zarazenih i.c.

putem, dok kod odraslih ze¢eva nije doslo do smrtnosti ni nakon i.c. inokulacije.
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Bandavirus bhanjanagarense pokazuje izrazitu neurotropnost: kod svih uginulih Zivotinja
maksimalne koncentracije virusa pronadene su u mozgu, dok je iz drugih tkiva (pluca, jetra,
slezena, skeletni mi$iéi, gusteraca, limfni ¢vorovi) i krvi virus izoliran sporadi¢no i u

manjim koli¢inama (HUBALEK, 1987a.).

2.8. Klinic¢ka slika

Trenutno su najviSe opisane infekcije bunyavirusima u ljudskoj populaciji. Osobe
zarazene razliitim bunyavirusima pokazuju razlicite stupnjeve bolesti, od blage groznice,
encefalitisa, hemoragi¢ne groznice do akutne respiratorne bolesti (DANDAWATE i sur.,
1969.) Zabiljezene su promjene u broju leukocita, inicijalna leukopenija pracena

leukocitozom. Takoder promjene su prisutne i u broju eritrocita 1 trombocita.

Najnovijim istrazivanjem prevalencije BHAV-a, kod pacijenata s neuroinvazivnom
bolesc¢u nepoznate etiologije, otkrivena je prevalencija od 20,8% seropozitivnih pacijenata
u Hrvatskoj, Sto sugerira da se infekcije BHAV-om cesto ne prepoznaju. Znacajno je
zapazanje vece stope seroprevalencije kod pacijenata s meningitisom (44,7%) 1 febrilnim
glavoboljama (22,2%) u usporedbi s meningoencefalitisom 1 mijelitisom (10,0% svaki), §to
sugerira da iako je BHAV bolest obi¢no blagog tijeka, kod Iljudi koji su razvili
neuroinvazivni oblik glavna dijagnoza je uéestalo meningitis (VILIBIC- CAVLEK i sur.,
2023.). Zbog malog broja sudionika, potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se utvrdila

prevalencija 1 klinicki zna¢aj BHAV-a u Hrvatskoj.

Kao §to je ve¢ navedeno, ne postoje brojni podaci koji opisuju klini¢ki znacaj infekcije
BHAV-om u Zivotinja, osim za skupinu prezivaca. U odraslih ovaca, goveda i koza bolest
je asimptomatska ili blagog klinickog tijeka te ¢esto neprepoznata. Janjad, jarad i telad su
podlozniji razvoju opc¢eg infekcijskog sindroma koji se, kao i u ljudi, moze komplicirati
klini¢kim znakovima oboljenja sredi$njeg Zivéanog sustava (HUBALEK, 2010.; VILIBIC-
CAVLEK i sur., 2023.). Do sada nisu opisani slu¢ajevi razvoja bolesti u kuénih ljubimaca,

prvenstveno misle¢i na pse 1 macke, te je navedeno potrebno dodatno istraziti.
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2.9. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Dosadasnja istrazivanja patoanatomskih i patohistoloskih nalaza BHAV-a uglavnom su
provedena na eksperimentalnim Zivotinjama kao $to su miSevi, zamorci i zeCevi. Ova
istrazivanja pruzaju klju¢ne uvide u ucinke virusa na razli¢ita tkiva i organe. Kod svih
uginulih Zivotinja koje su zarazene BHAV-om, najviSe koncentracije virusa pronadene su u
mozgu, Sto ukazuje na visoku neurotropnost virusa. Patoanatomski nalazi pokazuju
znaajne promjene i na organima kao §to su slezena, jetra i mozak. U slezeni se opaza
povecanje veli€ine 1 tezine, uz vidljive promjene poput nekroze i krvarenja. Jetra takoder
pokazuje znakove povecanja i promjene boje, uz prisutnost nekroti¢nih lezija. U mozgu se
mogu primijetiti znakovi encefalitisa sa izrazenim promjenama u sivom i bijelom
mozdanom tkivu. Histoloski pregled otkriva razli¢ite patoloske promjene izazvane BHAV-
om. U slezeni su prisutne difuzne nekroze, s infiltracijom monocita i limfocita. Jetra
pokazuje znakove degeneracije hepatocita, uz izrazene eozinofilne citoplazmatske
inkluzije. Virus u mozgu uzrokuje multifokalne nekroze s infiltracijom mikroglija stanica i
limfocita. Mikroskopski pregled otkriva prisutnost virusnih inkluzija u citoplazmi zarazenih

stanica, §to je tipiéno za ovaj virus (HUBALEK, 1987a.).

2.10. Dijagnostika

Bandavirus se dijagnosticira koriStenjem nekoliko metoda, iako ne postoje
standardizirani testovi preporuceni od strane Svjetske organizacije za zdravlje Zivotinja
(engl. World Organisation for Animal Health- WOAH) (EFSA, 2024.). Najcesc¢e koriStena
metoda ukljucuje virus neutralizacijski test (VN), test se koristi za otkrivanje prisutnosti
neutraliziraju¢ih antitijela u serumu pacijenata. BHAV se uzgaja u stanicama Vero E6, a
zatim se koristi kao antigen u testu neutralizacije virusa. Fiksacija komplemenata koristi se
za detekciju antitijela koja fiksiraju komplement u serumu pacijenata. Takoder se koriste
imunoenzimni test i test inhibicije hemaglutinacije. Molekularni testovi, kao Sto je qRT-

PCR, koriste se za detekciju RNK virusa u klini¢kim uzorcima. Ovi testovi su osjetljivi i
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specificni za otkrivanje prisutnosti Bandavirusa u krvi ili drugim tjelesnim teku¢inama

(CDC, 2024.).

2.11. Lijecenje

Lijecenje BHAV-a uglavnom se temelji na simptomatskom pristupu. Ukljucuje
odredene terapijske postupke s ciljem ublazavanja simptoma i sprjecavanje komplikacija.
Odrzavanje adekvatne hidratacije izuzetno je vazno kod ljudi, osobito ako pacijent ima
groznicu ili povra¢a. Dovoljan unos tekucine pomaze u sprjeavanju dehidracije. Za
snizavanje visoke temperature i ublaZzavanje bolova kod ljudi koriste se antipiretici 1
nesteroidni protuupalni lijekovi. Lijekovi pomazu u kontroli simptoma i poboljSanju opceg
stanja pacijenta. Odmor je takoder kljucan kod ljudi kako bi tijelo imalo dovoljno energije
za borbu protiv infekcije i za oporavak. Sto se ti¢e Zivotinja, postupci za lije¢enje sliénih

klini¢kih znakova, nisu dovoljno istrazeni (CALISHER i GOODPASTURE, 1975.).

2.12. Profilaksa 1 imunoprofilaksa

Preventivne mjere su izuzetno vazne za smanjenje rizika od infekcije posebno u
podru¢jima gdje su krpelji glavni vektori prijenosa. Preporucuje se koriStenje repelenata
protiv insekata, noSenje zaStitne odjece te izbjegavanje podrucja s visokom populacijom
krpelja. Primjena ovih mjera moZe znafajno smanjiti rizik od infekcije i pomo¢i u
ublazavanju simptoma kod zarazenih osoba, omogucujuéi brzi oporavak i smanjenje
komplikacija (CALISHER 1 GOODPASTURE, 1975.). Kod ovaca je dovoljno prskanje ili
kupanje u otopini akaricida jednom godiSnje da bi se invazija krpeljima drzala pod
kontrolom. Vazno je tretirati sve ovnove i ovce prije nego ih se uvede u stado. Kupanje
pruza temeljitiju zaStitu od prskanja, ali prskanje takoder moZe biti u¢inkovito. Prskalice

visokog tlaka su prakti¢nije 1 obi¢no ucinkovitije za velike stada (WARD i sur., 2017.).

Imunoprofilaksa BHAV-a, kao i1 drugih virusa, uklju€uje niz preventivnih mjera

usmjerenih na jacanje imunoloskog sustava i1 sprje¢avanje infekcije. Trenutno ne postoji
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specificno cjepivo u ljudi niti u zivotinja. Patogenost Bandavirusa pokazuje znacajnu
varijabilnost ovisno o dobi ovaca. Istrazivanja su pokazala da je patogenost ovog virusa
znatno veéa kod mladih janjaca u usporedbi s juvenilnim ili odraslim ovcama. Ovaj podatak
upucuje na potrebu za posebnom paznjom u zastiti mladih jedinki stada. Takoder, postoji
pretpostavka da bi se infekcija BHAV-om u prirodnim uvjetima mogla pojacati kod
juvenilnih 1 odraslih ovaca u odredenim okolnostima. Okolnosti ukljuuju masovnu
infestaciju i intoksikaciju ovaca krpeljima, Sto posljedi¢no moze oslabiti njihov imunoloski
sustav 1 povecati njihovu osjetljivost na virus. Imunosupresija moze biti uzrokovana
razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi stres, loSu prehranu, prisutnost drugih bolesti ili
parazita. Oslabljeni imunoloski sustav ¢ini ovce podloznijima infekcijama, ukljucujuéi
infekcije BHAV-om. Prisutnost drugih patogenih mikroorganizama moze dovesti do
koinfekcije, S§to dodatno komplicira zdravstveno stanje ovaca. Koinfekcija moze pojacati
ucinke virusa i rezultirati teZim klini¢kim manifestacijama bolesti. Razumijevanje ovih
¢imbenika klju¢no je za razvoj u€inkovitih strategija prevencije i kontrole infekcija BHAV-
om kod ovaca. Daljnja istrazivanja potrebna su kako bi se bolje razumjeli mehanizmi
patogenosti ovog virusa i razvili odgovarajuéi preventivni i terapijski pristupi (MADR i

sur., 1984.).

2.13. Javno zdravstvo

Bandavirus bhanjanagarense predstavlja zna¢ajan izazov za javno zdravstvo, posebno
u ruralnim podruc¢jima gdje su ljudi 1 Zivotinje Cesto izloZeni krpeljima, glavnim vektorima
ovog virusa. BHAV moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme kod Zivotinja, posebice
ovaca, a potencijalno i kod ljudi. Prijenos BHAV-a odvija se putem ugriza zaraZenih krpelja.
Ljudi koji rade ili borave u podrucjima s visokom populacijom krpelja, kao §to su
poljoprivrednici, stocari 1 Sumari, posebno su izloZeni riziku od infekcije. Poznavanje
distribucije 1 sezonske aktivnosti krpelja klju¢no je za procjenu rizika od infekcije 1
ucinkovitu prevenciju. Prevencija i kontrola Sirenja virusa oslanja se na nekoliko klju¢nih
preventivnih mjera, s obzirom na to da trenutno ne postoji specificno cjepivo za ovaj virus.
Kontrola krpelja putem uporabe akaricida, noSenje zaStitne odjece te redovita provjera ljudi
1 Zivotinja na prisutnost krpelja su neke od glavnih preventivnih mjera. Edukacija

stanovniStva o rizicima i preventivnim mjerama klju¢na je za smanjenje rizika od infekcije.
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Upravljanje Bandavirusom zahtijeva multidisciplinarni pristup koji ukljucuje
epidemioloski nadzor, preventivne mjere, edukaciju i suradnju izmedu razli¢itih sektora.
lako je trenutno dostupno ograni¢eno znanje o BHAV-u, daljnja istrazivanja i razvoj
preventivnih strategija klju¢ni su za zastitu javnog zdravlja i sprjeCavanje buducih
epidemija. Razumijevanje i primjena ovih strategija mogu znacajno smanjiti rizik od

infekcije 1 poboljsati zaStitu javnog zdravlja u ugrozenim podrucjima.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Odabir uzorka

U istrazivanje su ukljuceni serumi prikupljeni tokom rutinskih pregleda Zivotinja na
Klinici za zarazne bolesti, koja je u sklopu Sveucilisne veterinarske bolnice Veterinarskog
fakulteta. Uzorci seruma pasa i macaka sakupljeni su tijekom lipnja 2022. godine. Pri
odabiru uzoraka, u obzir su dolazili oni uzorci kojima su bili dostupni anamnesticki podaci
1 medicinski zapisi zivotinja. U Viroloskom laboratoriju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta
u Zagrebu, uzorci su ¢uvani na temperaturi od -20 °C. Ukupno je analizirano 159 uzoraka

seruma pasa i 55 uzoraka seruma macaka.

3.2. Prikupljanje podataka

Podaci potrebni za statisticku analizu prikupljeni su iz medicinskih zapisa zaprimljenih
zivotinja. U istrazivanju su koristeni podaci poput: vrste, pasmine, dobi, spola, razloga
dolaska, rezultata klinickog pregleda te mjesta prebivaliSta 1 eventualnog porijekla iz

skloniSta za nezbrinute Zivotinje.

3.3. Dokaz prisutnosti protutijela za Bandavirus

U Viroloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti Veterinarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu proveden je virus neutralizacijski test (VN test) za detekciju
protutijela protiv BHAV-a. Ova seroloska metoda dijagnostike koristi se za mjerenje
koncentracije neutralizacijskih protutijela u serumu. Neutralizacijska reakcija izvodi se u
jazicama mikrotitracijskih plocica gdje se serumi u serijskim razrjedenjima inkubiraju sa
specificnom dozom virusa 1 stani€énim kulturama. Prisutnost neutralizacijskih protutijela
potvrduje se kada nema vidljivog citopatogenog u¢inka (CPU) virusa na stanicama koje su
bile u kontaktu s testiranim serumom. Serumi se pretrazuju screening metodom, u

razrjedenjima od 1:5 1 1:10. Uzorci koji nisu pokazivali CPU na razrjedenju 1:10, odnosno
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oni koji su bili pozitivni dodatno su pretrazeni u razrjedenjima raspona od 1:5 do 1:640.
Tijekom interpretacije rezultata, vazno je razlikovati nespecifi¢ne citotoksicne ucinke
pojedinih seruma na stani¢ne kulture. Nespecifi¢na citotoksi¢nost moze rezultirati lazno
negativnim ishodima, stoga je klju¢no pazljivo odabrati uvjete eksperimenta i kontrolirati
sve varijable tijekom testiranja. Dodatne validacije i ponovljeni testovi osiguravaju

pouzdanost rezultata i pravilnu interpretaciju prisutnosti neutralizacijskih protutijela.

3.4. Opis postupka

3.4.1. Materijali

Uzorak: serum

Pribor i oprema:
Mikropipete i dodaci

« Jednokanalna automatska mikropipeta zapremine 10 — 100 pl (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

« Jednokanalna automatska mikropipeta zapremine 100 — 1000 ul (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

e Visekanalna (12) automatska mikropipeta zapremine 10 - 100 pl (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

« Sterilni nastavci za pipete

Epruvete i stalci

o Epruvete zapremine 1.5 ml (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
« Epruvete zapremine 15 i 50 ml (Falcon. BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey)

o Stalak za Eppendorf epruvete
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Mikrotitracijske plitice

e Mikrotitracijske plitice s 96 jazica, ravnim dnom i poklopcem
Plasti¢ne bocice

o Plasti¢ne bocice za uzgoj stani¢nih kultura

Ostali laboratorijski pribor

e Vodootporni marker
o Lateks rukavice
« Samoljepljive naljepnice

e Samoljepljiva traka
Oprema za kontrolu temperature

e Termostat s ugljikovim dioksidom (CO; ) 37°C
e Vodena kupelj 56°C

o Hladnjak sa temperaturom +4 °C

o Hladnjak sa temperaturom -20 °C

« Hladnjak za duboko smrzavanje sa temperaturom -80 °C

Sterilizacija 1 zastita od kontaminacije

o Autoklav (AV500x700) (INKOIlab d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
« Laminarna komora (LFVP 12) (Iskra PIO, Sentjernej, Slovenija)

Mikroskopija

e Invertni svjetlosni mikroskop (Olympus, Tokio, Japan)

20



Dokumentacija

e Radni obrazac za izvodenje i evidenciju VN-testa (Slika 7)

e Radni obrazac za izra¢un titra virusa po Reed-Muench-ovoj metodi (Slika 8)
Reagensi:
Medij za kulturu stanica

e Dulbeccov modificirani medij Eagle (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium -
DMEM),

Serum za kulturu stanica

e 5 %-tni govedi fetalni serum (engl. Fetal calf serum - FCS)
Stanice

e E6 Vero stanice (2 x 10"5/ml) u DMEM-u oboga¢enom FCS-om
Virus

e Virus BHAV-1 ATCC VR-444
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Kontrola

Kontrolna titracija standardne

virusne doze

SVEUCILISTE U ZAGREBU, VETERINARSKI FAKULTET
ODJEL ZA VETERINARSKO JAVNO ZDRAVSTVO I SIGURNOST HRANE

ZAVOD ZA MIKROBIOLOGIJU I ZARAZNE BOLESTI S KLINIKOM

RADNI OBRAZAC ZA IZVODENJE 1 EVIDENCIJU VN-TESTA ZA BHAV VIRUS

OZNAKA PLITICE: _ 1 OZNAKA VIRUSA:__BHAV-L
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Slika 7. Prikazuje radni obrazac koriSten za izvodenje i evidenciju VN-testa za BHAV

virus
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Slika 8. Prikazuje radni obrazac za izra€un titra virusa po Reed-Muench-ovoj metodi 1

izraCun razrjedenja virusa za pripremu standardne virusne doze
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3.4.2. Izvodenje postupka

Broj mikrotitracijskih plitica s ravnim dnom koji je potreban za istrazivanje, odreduje se
na temelju ukupnog broja seruma koji se pretrazuju. Na poklopcima plitica, koristec¢i
vodootporni marker, oznacuju se pozicije svakog seruma. U svaku jazicu plitice dodaje se
25 ul DMEM-a obogacenog s 5%-tnim FCS-om, osim u kontrolnim jaZicama stanica i u
svim jazicama H reda, gdje se dodaje testirani serum. Kontrola stanica provodi se u svakom
VN-testu. U jazicama A1 do A4 te B1 do B4 dodaje se po 50 ul DMEM-a s FCS-om. Prva
faza istrazivanja je screening uzoraka, razrjedenjima 1:5, 1:10. U jazice H reda, u dva
stupca, dodamo 40 ul DMEM-a s FCS-om i nakon toga 10 pl seruma. U sljede¢i G red,
takoder u dva stupca, pipetom prenosimo po 25 pl izmijeSanog sadrzaja iz H reda. Tako
nastavljamoiuFiE,DiC, BiAredu (Slika9). Daljim razrjedenjima su podvrgnuti uzorci
na kojima se ne oc€ituje CPU virusa $to je ujedno druga faza istrazivanja. Na prvoj plitici,
pocevsi od jazica HS5 1 H6, zapocinje se s analizom uzoraka, pri ¢emu se najprije dodaje 40
pul DMEM-a s FCS-om. Ista koli¢cina DMEM-a koristi se u H redovima na ostalim pliticama.
Razrjedenja testiranih seruma pripremaju se tako da se u H redove dodaje po 10 pl seruma.
Sadrzaj se temeljito mijesa koriStenjem pipete, kojom se sadrzaj najmanje pet puta povuce
1 ispusti u istu jazicu. Nakon toga, pipetom se prenosi po 25 ul izmijeSanog sadrzaja iz H
reda u G red, gdje se sadrzaj ponovno mijesa na isti nac¢in. Ovaj proces mijeSanja i
prebacivanja se nastavlja sve do A reda, iz kojeg se na koncu odbaci 25 pl sadrzaja. Ovim

postupkom se postizu dvostruka razrjedenja seruma u rasponu od 1:5 — 1:640 (Slika 10).
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Slika 9. Prikaz pocetne mikrotitracijske plitice screening testa. OznaCena su podrucja
kontrole stanica, deseterostrukih uzastopnih razrjedenja standardne virusne doze

(100/10/1/0.1) 1 pretrazivanih seruma (S1 do S16).

Slika 10. Prikazan je daljnji postupak razrjedivanja seruma u kojem su screening testom
utvrdena protutijela na virus, zajedno s postignutim razrjedenjima seruma u pojedinim

redovima.
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Prilikom izvodenja VN testa, vazno je kontrolirati standardnu virusnu dozu (SVD).
Postupak zapocinje pripremom desetorostrukih uzastopnih razrjedenja SVD na prvoj
mikrotitracijskoj plitici. Razrjedenja se pripremaju u Cetiri Eppendorf epruvete. U prvu
epruvetu stavi se 450 ul virusa u SVD, dok se u preostale tri epruvete stavi po 450 ul
DMEM-a s 5% FCS-om. 1z prve epruvete se uzme 50 pl virusa u SVD 1 prebaci u drugu
epruvetu te se pipetiranjem promijesa. Zatim se 50 ul iz druge epruvete prenese u tre¢u
epruvetu i promijesa, a na kraju se 50 ul iz treée epruvete prebaci u Cetvrtu epruvetu i
promijesa. Nakon S§to su razrjedenja pripremljena, sadrzaj se prenosi na pliticu. Iz prve
epruvete, koja sadrzi virus u SVD od 100 TCIDS50, doda se po 25 ul sadrzaja u jazice od
H1 do C1. Sadrzaj druge epruvete, s virusom razrijedenim na 10 TCID50, dodaje se po 25
ul u jazice od H2 do C2. Iz tre¢e epruvete, gdje je SVD razrijedena na 1 TCIDS50, ista
koli¢ina dodaje se u jaZice od H3 do C3. Konacno, sadrzaj Cetvrte epruvete, gdje je virus

razrijeden na 0.1 TCIDS50, prenosi se u jazice od H4 do C4.

U sve ostale jazice svih plitica, osim kontrole stanica, dodaje se po 25 ul standardne
virusne doze koja sadrzi 100 TCIDS50. Plitice se zatim inkubiraju jedan sat u termostatu s
5% CO2 pri 37 °C. Nakon inkubacije, u sve jazice svih plitica dodaje se po 50 pul suspenzije
prethodno pripremljenih E6 Vero stanica. Suspenzija stanica se priprema u DMEM-u s
dodatkom 5% govedeg fetalnog seruma. Plitice pripremljene na opisani nacin inkubiraju se

u termostatu s 5% CO2 pri 37 °C do ocitavanja rezultata, koje se radi peti dan.

Nakon zavrSetka inkubacije, prvo se pregledava kontrola stanica. Jazice s kontrolom
stanica trebaju sadrzavati konfluentan sloj E6 Vero stanica (Slika 11). Ako se primijete bilo
kakvi znakovi toksi¢nosti ili citopatskog ucinka (CPU), test se smatra nevaljanim. Ako je

kontrola stanica zadovoljavajuca, prelazi se na o€itavanje daljnjih rezultata.

Kontrolna titracija standardne virusne doze (SVD) provjerava se na prisutnost CPU-a
(Slika 12). CPU mora biti prisutan u svim jaZicama koje sadrze 100 i 10 TCIDS50 virusa, te
u dvije do Cetiri jazice koje sadrze 1 TCID50. Ako titracija SVD ne pokaze CPU u jaZicama
sa 100, 10 1 1 TCIDS50, potrebno je ponovno titrirati virus kako bi dobili Zeljene rezultate.
Ako titracija pokaze CPU iujazicama sa 0.1 TCIDS50, koli¢ina virusa je ve¢a od dozvoljene

1 test se smatra nevaljanim.
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Jazice u kojima CPU zahvaca vise od 50% sloja stanica oznacavaju se kao negativne na
radnim obrascima. Jazice bez izrazenog CPU-a ili s CPU-om koji zahva¢a manje od 50%
povrSine stanica oznacavaju se kao pozitivne. Serumi u kojima CPU nije izrazen pri
razrjedenju 1:8 ili ve€em smatraju se pozitivnima na prisutnost antitijela protiv BHAV-1.
Titar antitijela odreduje se prema posljednjem razrjedenju u kojem nije zabiljezen CPU.
Ovaj postupak ocitavanja rezultata omoguéava preciznu procjenu prisutnosti

neutralizirajucih antitijela i validnost testa.

Slika 11. Prikaz sloja E6 Vero stanica. Slika 12. Izrazen citopatogeni
Povecanje 10x/0,13 PhL. uc¢inak virusa BHAV-1. Povecanje
4x/0,13 PhL.
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3.5. Statisti¢ka obrada podataka

U ovom diplomskom radu koriStene su metode deskriptivne i analiticke statistike za
analizu prikupljenih podataka. Deskriptivna statistika omogucila je osnovni pregled i
sazimanje podataka, dok su analiticke metode koristene za dublje razumijevanje i testiranje
hipoteza. Deskriptivna statistika ukljucivala je izraCunavanje frekvencija, postotaka,
srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za razlicite varijable u uzorku. U analitickoj
statistici koriStene su sljede¢e metode. Omjer izgleda (engl. Odds ratio- OR) je koriSten za
procjenu omjera Sansi izmedu dvije skupine. Primjerice, izraunat je OR za pozitivne 1
negativne slucajeve medu psima i mackama, te medu krizancima i ¢istokrvnim psima. Hi-
kvadrat test (% test) koriSten je za ispitivanje povezanosti izmedu varijabli. Na primjer,
koriSten je za testiranje povezanosti izmedu pozitivnih slucajeva (varijabla koja oznacava
je li rezultat pozitivan ili negativan) i razli¢itih skupina pasa (varijabla koja oznaava
pripadnost Cistokrvnoj pasmini ili krizancima). Fisherov egzaktni test koriSten je za analizu

malih uzoraka i testiranje hipoteza gdje su ocekivane frekvencije niske.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju analizirano je ukupno 159 pasa i 55 macaka. Od ukupnog broja
pasa muzjaci su bili zastupljeni u 50,94% (81 pas), a kuje u 40,06% (78 kuja). Napravljena
je dobna struktura kojom su psi rasporedeni u tri dobne skupine. Prvu skupinu €ine zivotinje
do pet godina starosti, gdje je sveukupno zabiljezeno 57 (35,85%) jedinki. U drugu skupinu
je smjeSteno 58 jedinki (36,48%) starosti od pet do deset godina, dok tre¢u skupinu ¢ine 44
zivotinje (27,67%) starosti 11 do 16 godina (Tablica 1).

Tablica 1. Usporedba seropozitivnosti i seronegativnosti pasa po dobnim kategorijama.

POZITIVNO NEGATIVNO Ukupno
<S5 godina 6 10,53% 51 89,47% 57
5-10 6 10,34% 52 89,66% 58
godina
11-16 6 13,64% 38 86,36% 44
godina
Ukupno 18 141

Prema pripadnosti odredenoj pasmini, populacija pasa je podijeljena u skupinu kriZzanci
60 (37,74%) 1 skupinu cistokrvne pasmine 99 (62,26%) (Tablica 2). Unutar skupine
Cistokrvnih pasmina, razliite pasmine bile su zastupljene s manjim brojem jedinki,
ukljucujuéi labrador retrivere, shi-tzue, velike gubicare i druge. Svi uzorkovani psi u
trenutku istrazivanja obitavali su na teritoriju Republike Hrvatske (RH), a za potrebe
istrazivanja podijeljeni su u skupinu pasa koji obitavaju na podrucju Grada Zagreba i
skupinu pasa iz okolnih podrucja (ukljucujuéi ostale Zupanije RH). Ukupno je 121 (76,1%)
pas uzorkovan sa podruc¢ja Zupanije Grad Zagreb, dok je preostalih 38 pasa (23,9%) iz
ostalih dijelova RH (Tablica 3). Ve¢i dio uzorkovanih pasa potjece iz domacinstava, njih
156, dok su samo tri pripadala nekom skloni$tu za zivotinje. Od 159 pasa, njih 84 (52,83%)
je bilo s klinickim znakovima neke bolesti, dok ostalih 75 (47,17%) je u trenutku uzimanja

uzorka bilo zdravo.
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Tablica 2. Usporedba seropozitivnosti i seronegativnosti izmedu cCistokrvnih pasa i

krizanaca.

POZITIVNO NEGATIVNO Ukupno
Cistokrvni 9 15% 51 85% 60
Krizanci 9 9,1% 90 90,9% 99
Ukupno 18 141

Tablica 3. Usporedba seropozitivnosti 1 seronegativnosti pasa s podrucja Zupanije Grada

Zagreba i ostalih dijelova Republike Hrvatske.

POZITIVNO NEGATIVNO Ukupno
Grad 12 9,92% 109 90,08% 121
Zagreb
Okolica 6 15,79% 32 84,21% 38
Ukupno 18 141

Analizirano je ukupno 55 macaka, a kod niti jedne nije zabiljezena prisutnost antitijela
na Bhanja Bandavirus. 1zostanak pozitivnih slucajeva mozZe se dijelom pripisati veli€ini
uzorka, ali 1 mogu¢im raznolikim faktorima koji utjecu na osjetljivost macaka na ovaj virus.
Iako nije provedena statisticka analiza povezanosti spola s prisutnoS¢u virusa, razlike bi se
mogle detaljnije istraziti u buduéim studijama s veéim brojem uzoraka. Sto se ti¢e dobi,
macke u uzorku pripadaju razli¢itim starosnim skupinama, no nijedna dobna kategorija nije
imala zabiljeZenu prisutnost virusa. Zbog odsutnosti pozitivnih slucajeva, nije bilo moguce
utvrditi eventualnu povezanost izmedu starosti macke 1 osjetljivosti na BHAV. U uzorku su
bile zastupljene i Cistokrvne i krizane macke, no nijedna od tih kategorija nije pokazala
prisutnost virusa. Takoder, nisu primijecene razlike izmedu bolesnih i zdravih macaka, kao
ni medu onima koje su pokazivale neuroloske klinicke znakove u odnosu na one bez. Ve¢ina
macaka u uzorku dolazi iz kucanstava, dok su neki uzorci prikupljeni iz skloniSta za
zivotinje. Ova razlika nije pokazala nikakvu povezanost s prisutnoS¢u virusa, iako bi veci
broj uzoraka iz razlicitih izvora mogao otkriti potencijalne razlike izmedu populacija koje

zive u razli¢itim uvjetima. Macke s podrucja Grada Zagreba 1 one iz okolnih dijelova
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Hrvatske takoder nisu pokazale razlike u prisutnosti virusa, iako bi dodatna analiza, s ve¢im

brojem uzoraka, mogla pruziti bolje uvid u eventualne geografske razlike u ucestalosti

virusa. S obzirom da nije radena analiticka statistika, deskriptivna statistika je prikazana

unutar tablice (Tablica 4).

Tablica 4. Znacajke uzorka macaka u istrazivanju.

PASMINA
Krizane pasmine Cistokrvne
49 6
DOB
<5 godina 5-10 godina >10 godina
21 14 20
SPOL
Muzjaci Zenke
23 32
ZDRAVSTVENO STANJE
Bolesne Zdrave
41 14
NEUROLOSKI KLINICKI ZNAKOVI
DA NE
9 46
LOKACIJA
Grad Zagreb Okolica
42 13
AZIL/ UDRUGA
DA NE
2 53

Ukupno

55

55

55

55

55

55

55
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Seroprevalencija je izracunata kao postotak pozitivnih uzoraka u odnosu na ukupan broj
ispitanih uzoraka. Virus neutralizacijskim testom dokazana je serokonverzija za Bhanja
Bandavirus u kuénih ljubimaca na teritoriju Republike Hrvatske. Seroprevalencija u
populaciji pasa iznosi 11,32%, dok u macjoj populaciji nije zabiljeZen niti jedan seroloski
pozitivan uzorak (Tablica 5). Fisherovim egzaktnim testom nije dokazana statisticki
znacajna razlika u vrijednosti seroprevalencije pasa i macaka (p= 0,06). Zbog nedostatka
pozitivnih slucajeva kod macaka, daljnja analiza povezanosti epizootioloskih ¢imbenika i
klinickih znakova s pozitivnim rezultatom seroloSkog testa, provedena je samo u pasa.
Usporedba seroprevalencije izmedu razlicitih dobnih skupina pasa pokazala je kako nema
statisticki znacajne razlike u broju seroloski pozitivnih uzoraka izmedu tri definirane dobne
skupine (32 test = 0,33, p= 0,85). Sto se ti¢e spola, seroprevalencija kod muZjaka iznosila je
12,35%, dok je kod Zenki bila 10,26% (Slika 13.). Razlika navedenih seroprevalencija nije
bila statisticki znacajna kako bi se spol prikazao kao znacajan epizootioloski faktor (OR=
1,23; 95% CI=0,46-3,31; p=0.68). Analiza seroprevalencije izmedu krizanaca i ¢istokrvnih
pasa pokazala je da obje skupine imaju podjednaku vjerojatnost da daju pozitivan rezultat
seroloSkog testa (OR= 1,76; 95% CI= 0,66-4,72, p= 0.26). Sli¢no tome, statistiCkom
analizom podataka o podrucju obitavanja nije utvrdena znacajna razlika vrijednosti
seroprevalencije medu navedenim skupinama (OR = 0,59; 95% CI: 0,20-1,69, p= 0,32).
Pripadnost kucanstvu ili skloniS§tu za zivotinje, isto tako, nije dovedeno u znaajnu
povezanost sa rezultatom seroloskog testiranja (OR= 4,09, Cl= 0,35-47,51, p= 0,3).
Analizirana je povezanost izmedu seropozitivnosti i bolesnog psa. Od 84 bolesna psa, deset
pasa (11,9%) bilo je seropozitivno, dok je 74 pasa (88,1%) bilo seronegativno. S druge
strane, od 75 zdravih pasa, osam pasa (10,66%) bilo je seropozitivno, dok je 67 pasa
(89,34%) bilo seronegativno. ¥? test dao je vrijednost od 0.06 s p-vrijednos¢u od 0.81, $to
ukazuje da nema statistiCki znaCajne razlike izmedu bolesnih i zdravih pasa u pogledu
seropozitivnosti. Omjer izgleda (OR) je 1.13, $to znaci da bolesni psi imaju malo vecu Sansu
biti seropozitivni, ali ta razlika nije statisticki znac¢ajna (95% CI= 0.42 - 3.03; p=0.81). Za
razliku od navedenih epizootioloskih faktora, procjena povezanosti klinickih znakova i
pozitivnog seroloskog rezultata za protutijela Bhanja bandavirusa u kuénih ljubimaca bila
je onemogucena zbog strukture samog uzorka. Posljedi¢no tome iz uzorka su izdvojene
samo zivotinje sa akutnim neuroloskim znakovima te su njihovi rezultati seroloskog testa
podvrgnuti statistickoj analizi. Hi-kvadratom nije utvrdena statisticki znacajna povezanost

izmedu navedenih varijabli (OR = 1,13, 95% CI= 0,42-3,04, p= 0,06). Zaklju¢no, rezultati
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ovog istrazivanja ukazuju na to da, iako postoji znacajna razlika u seroprevalenciji izmedu
pasa i macaka, drugi analizirani faktori kao Sto su dob, spol, pasmina, prisutnost neuroloskih
klinickih znakova, lokacija i mjesto boravka nisu znacajno utjecali na seropozitivnost u
ispitivanoj populaciji pasa. Za bolju procjenu prisutnosti protutijela te posljedicnu
znacajnost epizootioloskih faktora na infekciju Bhanja bandavirusom u macjoj populaciji,
potrebno je bolje definirano istrazivanje na mackama koje obuhvaca veéi uzorak i veéi broj

zivotinja koje nisu ograniene na zatvoreni prostor.

Tablica 5. Usporedba seropozitivnosti 1 seronegativnosti pasa i macaka.

POZITIVNO NEGATIVNO Ukupno
Psi 18 11, 32% 141 88,68% 159
Macke 0 0% 55 100% 55
Ukupno 18 196

Slika 13. Usporedba seroprevalencije izmedu muZzjaka i Zenki psa.
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5. RASPRAVA

Klimatske, ali i socioloske i ekonomske promjene sve viSe naglaSavaju potrebu za
istrazivanjem uzrocnika koji su do prije par desetaka godina izazivali bolesti svrstane u
grupu tropskih ili egzoti¢nih zaraznih bolesti. Danas vidimo sve ¢e$¢u pojavu patogena, ali
1 vektora iz tropskih i suptropskih zemalja te pojavu klini¢kih i supklinickih slucajeva
infekcije ili invazije u Zivotinja i ljudi (SANTINI i sur, 2015.; KLOBUCAR i sur, 2019.).
Medu navedenim virusnim uzro¢nicima posebna pozornost pridaje se virusima prenosivim
vektorima (arbovirusima) kao Sto su komarci, krpelji 1 papataci. Navedeni uzrocnici
ucestalo uzrokuju bolesti ljudi s blazim klini¢kim tijekom, no odredeni udio izaziva teze
neuroloske simptome s posljediénim smrtnim ishodom (VILIBIC-CAVLEK i sur, 2018.)
Rjede dokazani, ali potencijalno sve viSe znacajni, su i virusi razreda Bunyaviricetes
(VILIBIC-CAVLEK i sur., 2023.). Bhanja Bandavirus (BHAV) prvi put je opisan u
populaciji ljudi na podrucju bivse Jugoslavije 1986. godine. Kao posebna epidemioloska
jedinica naveden je otok Bra¢ (danas teritorij RH) s dokazanim cirkuliraju¢im protutijelima
u 31,5% otoCana, dok je na teritoriju Sjeverne Hrvatske u to vrijeme zabiljezena
seroprevalencija od samo 5,5% (PUNDA i VESENJAK-HIRJAN, 1986.). VILIBIC-
CAVLEK i suradnici (2023.) dokazuju seroprevalenciju BHAV-a u 20,8% pacijenata s
neuroloSkim simptomima nepoznate etiologije. Navedena seroprevalencija, unato¢ tome sto
2023. godine seroprevalencija nije opisana u op¢oj populaciji, te pojava novih zarista na
teritoriju Hrvatske, naglasavaju potrebu za daljnjim istraZivanjem proSirenosti navedenog

uzroc¢nika te bolje razumijevanjem epidemiologije bolesti.

U svrhu ocuvanja zdravlja ljudi, ali 1 zivotinja, sve je ve¢i naglasak i1 na istraZivanju
pojavnosti BHAV infekcija u razli¢itih vrsta Zivotinja. HUBALEK, (1987a.), je opisao
prezivace (goveda, ovce i1 koze) kao prirodne domac¢ine BHAV-a te konje i pse kao i ostale
sisavce u kojih je povremeno dokazana serokonverzija. Navedeni znacaj u zivotinja dodatno
naglaSava ¢injenica da je virus prvi puta izoliran u koze, te da su zabiljezeni brojni slucajevi
oboljenja s razvojem neurologkih znakova upravo u preZivada (VILIBIC-CAVLEK i sur,

2023.).
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Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti serokonverziju BHAV-a u kuénih ljubimaca (pasa
1 macaka) kao Zivotinja koje su u izrazito bliskom kontaktu s ljudima te, u slucaju dokaza
navedenog, njihovu potencijalnu ulogu kao izvora infekcije i sentinel Zivotinja za pracenje
proSirenosti virusa u urbanim sredinama. Osim javnozdravstvenog znacaja, istrazivanjem
smo htjeli istraziti 1 pojavnost klinickih znakova u zZivotinja koje nisu opisane kao prirodni
domacini, prvenstveno pasa i macaka, te potencijalne epizootioloske faktore koji u njih
mogu utjecati na ucestalost serokonverzije. Metoda izbora za provedbu istrazivanja bio je
virus neutralizacijski test kao do sada opisana dovoljno osjetljiva i specificna metoda
(VILIBIC-CAVLEK i sur, 2023.). Istrazivanjem smo dokazali serokonverziju za BHAV u
kuénih ljubimaca na podrucju Hrvatske. Seroprevalencija u pasa iznosila je 11,32%, Sto je

u trenutku pisanja ovoga rada, najveca zabiljeZzena seroprevalencija u kuénih ljubimaca.

Postoji viSe objasnjenja kojima moZemo tumaciti razliku navedenih seroprevalencija
izmedu pasa i macaka. Prva je razli€ita izlozenost vektorima izmedu te dvije vrste. Psi su
opisani kao zivotinje koje imaju vecu sklonost invaziji krpeljima za razliku od macaka
(KRCMAR, 2019.), $to mozZe bit posljedica viseg kretanja u rizi¢nim podruéjima kao §to su
Sume 1 livade. Jedan od nedostataka ovog istrazivanja je nedostatak podataka o udjelu
macaka koje su imale pristup vanjskom okolisu te onih koje su drzane isklju¢ivo kao
unutarnje zivotinje. No, neovisno o nacinu drZanja, podaci invazije krpeljima u macaka su
rijetki. Jedno istraZivanje na razini Europe navodi kako je od ukupnih 29,6% invazije
ektoparazitima u pretrazivanoj populaciji macaka tek 1,2% uzrokovano krpeljima, dok
ostatak Cine Sugarci, buhe 1 ostali (BEUGNET 1 sur, 2014.). Navedena razlika invazije
krpeljima, moZe biti 1 posljedica puno vece potrebe i mogucénosti macaka za ¢iS¢enjem krzna
u odnosu na pse. Drugi moguc¢i razlog je razli€ita vrsna prijemljivost ili imunoloski odgovor.
Malo je toga poznato o BHAV infekciji u Zivotinja te je moguce da macke uopce nisu
prijemljive kao vrsta. Takoder, u istrazivanju je koriSten VN-test za dokaz protutijela. Ova
metoda dokazuje samo prisutnost i titar neutraliziraju¢ih protutijela te je moguce da macke,
zarazliku od pasa, tijekom infekcije, ova protutijela ne stvaraju, ili stvaraju u izrazito niskim
koli¢inama. Za bolje razumijevanje razlika u imunosnom odgovoru pasa i macaka prema
BHAV-u, potrebno je dodatno istraZivanje s ve¢im brojem uzorkovanih macaka s naglaskom

na Zivotinje koje sigurno imaju pristup vanjskom okolisu.

Nakon dokaza serokonverzije u pasa htjeli smo istraziti postoje 1i znacajni

epizootioloski faktori koji bi mogli doprinijeti infekciji u te vrste. U obzir smo uzeli
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uobicajene ¢imbenike predispozicije kao S$to su pasmina, dob, spol, lokacija te pripadnost
skloniStima za nezbrinute zivotinje. Neovisno o pripadnosti odredenoj pasminskoj skupini,
dobi i spolu pretrazivanih pasa, nije dokazan znacajan utjecaj navedenih ¢imbenika na
vjerojatnost pozitivnog seroloskog rezultata. Nije dokazana znaCajna povezanost mjesta
obitavanja Zivotinja na seroprevalenciju, odnosno seroprevalencija pasa iz urbane sredine
ili ruralnih podrucja se nije statisticki znacajno razlikovala. Time mozemo zakljuciti da su
psi u ovom istrazivanju neovisno o lokaciji imali podjednak rizik od infekcije BHAV-om.
DE WAAL 1 suradnici (2020.), dokazali su da psi drzani za potrebe rada i oni drzani kao
kuéni ljubimci imaju slicne mogucénosti invazije krpeljima. Navedenim su dokazali da
zivotinje koje se ne udaljavaju znacajno od kucanstava, isto podlijezu velikom riziku
dolaska u kontakt s vektorima, koji u ovom trenutku ¢ine izvor infekcije. Obzirom na
izostanak znacajnosti navedenih epizootioloskih ¢imbenika mozemo zakljuciti kako je
trenutno najznacajniji ¢imbenik infekcije u pasa izlozenost krpeljima kao vektoru BHAV-a.
Ovo istrazivanje ne obuhvaca podatke o zastupljenosti vektora i vektorskih vrsta na
pretrazivanoj populaciji, a moglo bi predstavljati znacajan prostor za buduéa istrazivanja
seroprevalencije BHAV-a u pasa te procjenu i odredivanje ucinkovitih profilaktickih mjera.
Zbog vec¢ opisane pojavnosti klinickih znakova u prezivaca te dokaz infekcijskog sindroma
1 u imunokompetentnih ljudi, htjeli smo istraziti podlijezu li psi kao vrsta razvoju bolesti i,
ako da, o kakvom tijeku bolesti se radi. Struktura uzorka i velika koli¢ina razli€itih klini¢kih
znakova u nasoj populaciji pasa otezali su provodenje statisticke analize istoga. Opisano
povecanje seroprevalencije u ljudi s neuroloskim klinickim znakovima nepoznate etiologije,
potaknulo nas je da izdvojimo pse sa slicnom anamnezom 1 analiziramo povezanost
seroprevalencije u tih Zivotinja. Na temelju rezultata, u ovom trenutku, neuroloske klinicke
znakove pasa naseg uzorka, ne mozemo pripisati infekciji BHAV-om. Kako se ovdje radi o
dokazu protutijela, ograni¢enje istraZivanja prikazanom u ovom radu je da je vjerojatnost
dokaza protutijela u akutnoj fazi minimalna, te klini¢ki znakovi akutne infekcije mogu biti
neprepoznati. Isto tako, zbog velikog broja razlicitih klinickih znakova pasa iz ovog
istraZivanja, statisticka obrada je bila ogranicena, te moguce ocitovanje infekcije klini¢kim
znakovima od drugih organskih sustava ne moze biti isklju¢eno. Ve¢i uzorak Zivotinja s
postoje¢im neuroloSkim i drugim klini¢kim znakovima, i trenutnim akutnim infekcijskim
sindromom, mogao bi pruziti bolje uvide u klini¢ko oc¢itovanje bolesti ili govoriti u prilog

subklinicke infekcije.
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U posljednjih nekoliko godina, sve je ve¢i naglasak na odrzavanje ,,JJednog zdravlja“,
koji ukljucuje medusobnu povezanost zdravlja ljudi, domacih i divljih Zivotinja i okolisa.
Sam princip, $to se ti¢e zaraznih bolesti, temelji se na pracenju pojavnosti zarazne bolesti u
jedne od navedenih skupina, kako bi se o¢uvalo zdravlje svih. Ovo istrazivanje temeljilo se
upravo na tom principu. Obzirom na prepoznatost Bhanja bandavirusa kao potencijalno
znacajnog patogena ljudi sada, i jo§ viSe u buducnosti, prepoznali smo potrebu da se isto
istrazi u Zivotinja. Dokazom serokonverzije u pasa mozemo slobodno zakljuciti da psi, kao
zivotinjska vrsta koja je u bliskom kontaktu s ljudima, mogu znac¢ajno doprinijeti pra¢enju
pojavnosti ovog uzrocnika u urbanim sredinama te procjeni izloZenost, odnosno rizik
infekcije u ljudi. Pracenje infekcija u urbanim sredinama, koriste¢i sentinel Zivotinja,
znacajan je izazov, jer se tradicionalno koriste farmske Zzivotinje. Njihova upotreba je
temeljena na njihovoj brojnosti te lako¢i dobivanja uzoraka. S druge strane, glavno
ogranic¢enje je njihova odsutnost u urbanim sredinama, te su rezultati ovog istrazivanja od
izuzetnog znacaja. Buduca istrazivanja trebala bi biti usmjerena i na dokaz samog
uzro¢nika. Potvrda aktivne infekcije u Zivotinja koje obitavaju blizu ljudima svrstala bi te
Zivotinje u znacajne rezervoare koji mogu doprinijeti Sirenju bolesti u ljudskoj populaciji.
Buduca istrazivanja trebala bi se usmjeriti na $ire uzorkovanje kako pasa, tako i macaka, iz
razli¢itih dijelova Hrvatske, ukljuujuéi ruralna i druga gradska podrucja, kako bi se bolje

razumjela epizootiologija BHAV-a.
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. ZAKLJUCCI

. Utvrdena seroprevalencija Bhanja Bandavirusa (BHAV) kod pasa u Hrvatskoj iznosi

11,32%, dok kod macaka nije bilo seropozitivnih uzoraka.

. Rezultati ukazuju na aktivnu cirkulaciju BHAV-a u urbanim sredinama Hrvatske te se

psi mogu koristiti kao sentinel zivotinje.

. Psi su podlozniji infekciji od macaka ili zbog vrsne prijemljivosti ili zbog CeSce

izloZenosti krpeljima.

. Nije utvrdena znacajna povezanost izmedu seropozitivnosti i dobi, spola, pasmine ili

mjesta boravka pasa.

. Nije utvrdena povezanost infekcije pasa BHAV i pojave neuroloskih klini¢kih znakova,

svojstvenih klinickoj slici u ljudi.

. Daljnja istrazivanja na Sirem uzorku macaka i pasa potrebna su za bolje razumijevanje

epidemiologije BHAV-a u Hrvatskoj.
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8. SAZETAK

PREVALENCIJA NEUTRALIZACIJSKIH PROTUTIELA ZA BANDAVIRUS
BHANJANAGARENSE U PASA1MACAKA ZAPRIMLJENIH NA KLINIKE
VETERINARSKOG FAKULTETA SVEUCILISTA U ZAGREBU

Elena Kovaci¢- Gregov

Ovo istrazivanje ispituje prisutnost neutralizacijskih protutijela na Bandavirus
bhanjanagarense (BHAV) kod pasa i macaka u Hrvatskoj, s posebnim fokusom na
potencijalne epidemioloske rizike i javnozdravstvene posljedice. Analizirano je ukupno 159
uzoraka seruma pasa i 55 macaka prikupljenih na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu.
Rezultati su pokazali seroprevalenciju BHAV-a kod pasa od 11,32%, dok kod macaka nije
zabiljezen niti jedan pozitivan slucaj. Statistickom analizom nije pronadena znacajna
povezanost izmedu seropozitivnosti i varijabli poput dobi, spola, pasmine, prebivalista, ili
mjesta boravka (domacinstvo ili skloniste). Psi su pokazali vecu osjetljivost na infekciju
BHAV-om u usporedbi s mackama, §to je mozda povezano s ve¢om izlozenos$¢u krpeljima,
glavnim prijenosnicima virusa. Prisutnost neutralizacijskih protutijela kod pasa ukazuje na
aktivnu cirkulaciju virusa u urbanim sredinama Hrvatske, Sto predstavlja potencijalni rizik
za prijenos virusa na ljude, osobito u podru¢jima s visokom populacijom krpelja. Ovi nalazi
naglaSavaju vaznost daljnjih istraZivanja i preventivnih mjera kako bi se smanjio rizik za
zdravlje ljudi i Zivotinja. lako je seroprevalencija BHAV-a kod macaka bila 0%, potrebno
je dodatno istraziti ove Zivotinje, osobito one iz razliCitih geografskih podruc¢ja 1 okoliSnih
uvjeta, kako bi se bolje razumio njihov potencijalni epidemioloski znac¢aj u Sirenju virusa.
Rezultati naglasavaju vaznost daljnjeg pra¢enja BHAV-a kod domacih Zivotinja radi bolje
kontrole infekcije 1 zaStite javnog zdravlja. Buduca istraZivanja trebala bi ukljuciti veci
uzorak macaka 1 pasa iz razli¢itih regija Hrvatske, uklju€ujuci i ruralne 1 urbane zone, kako
bi se pruzio sveobuhvatan pregled epidemiologije ovog zoonotskog virusa 1 njegovih

javnozdravstvenih rizika.

Kljucne rijeci: Bandavirus bhanjanagarense (BHAV), seroprevalencija, epidemioloski
rizici, neutralizacijska protutijela, krpelji - prijenosnici virusa
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9. SUMMARY

PREVALENCE OF NEUTRALIZING ANTIBODIES FOR BHANJANAGARENSE
BANDAVIRUS IN DOGS AND CATS ADMITTED TO THE CLINICS OF THE FACULTY OF
VETERINARY MEDICINE, UNIVERSITY OF ZAGREB

Elena Kovaci¢- Gregov

This study examines the presence of neutralising antibodies against the Bhanja
Bandavirus (BHAV) in dogs and cats in Croatia, focusing on potential epidemiological risks
and public health impacts. A total of 159 dog serum samples and 55 cat samples were
analyzed and collected at the Veterinary Faculty in Zagreb. Results showed a BHAV
seroprevalence of 11.32% in dogs, while no positive cases were found in cats. Statistical
analysis revealed no significant association between seropositivity and variables such as
age, gender, breed, residence, or living conditions (household or shelter). Dogs were more
susceptible to BHAV infection than cats, likely due to increased exposure to ticks, the
primary virus vectors. The presence of neutralising antibodies in dogs suggests active virus
circulation in urban areas of Croatia, posing a potential risk of transmission to humans,
particularly in regions with high tick populations. These findings highlight the need for
further research and preventive measures to reduce animal and human health risks.
Although BHAV seroprevalence in cats was 0%, further investigation is needed, particularly
in different geographical areas and environmental conditions, to understand better their
potential epidemiological role in virus spread. The results emphasise the importance of
continued monitoring of BHAV in domestic animals to improve infection control and protect
public health. Future studies should include a larger sample of cats and dogs from various
regions of Croatia, including rural and urban zones, to provide a comprehensive overview

of the epidemiology of this zoonotic virus and its public health risks.

Keywords: Bandavirus bhanjanagarense (BHAV), seroprevalence, epidemiological risks,

neutralising antibodies, tick-borne virus transmission.
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 09.02.1998., u Bjelovaru. Pohadala sam osnovnu $kolu Mate Lovraka u
Velikom Grdevcu, nakon cega upisujem srednju Skolu Gimnazija Daruvar. Integrirani
preddiplomski i diplomski studij veterinarske medicine na Veterinarskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu upisala sam 2016. godine. Tijekom studija se bavim raznim
studentskim poslovima, volontiranjem na Klinici za unutarnje bolesti Veterinarskog
fakulteta, sudjelujem u studentskim organizacijama, te pohadam brojne kongrese. Na
Klinici za unutarnje bolesti stjeCem znanje i iskustvo u dijagnostici i lije¢enju unutarnjih
bolesti ku¢nih ljubimaca. Dodatno znanje u podrucju kirurSkog Sivanja stekla sam kroz
program VetSuture na Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Za diplomski rad
odabirem Kliniku za zarazne bolesti i izv. prof. dr. sc. Vladimira Stevanoviéa, kao mentora
za diplomski rad na temu Bandavirus bhanjanagarense, zbog velikog interesa za
istrazivanje zoonotskih bolesti 1 njithovog utjecaja na javno zdravstvo. Na klinici dobivam
mogucnost rada s vrhunskim stru¢njacima i veliku koli¢inu znanja o seroloskim metodama
1 zaraznim bolestima. Obaveznu veterinarsku praksu odradujem u Veterinarskoj stanici

Grada Zagreba.
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