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1.UvOD

Obli¢i Dirofilaria immitis i Dirofilaria repens, pripadaju porodici Onchocercidae, redu
Spirurida. Rod Dirofilaria je podijeljen u dva podroda. D. immitis pripada podrodu
Dirofilaria, a D. repens podrodu Nochtiella (GENCHI i sur., 2007). Parazitiraju u domacih
pasa, macaka, lisica 1 drugih divljih mesojeda koji Zive na tropskim, toplim podrucjima, no
isto tako mogu parazitirati i u ljudi (ARANDA i sur., 1998). Bioloski vektor u razvoju ovih
parazita su komarci. Vise vrsta komaraca (Anopheles, Aedimorphus, Armigeres, Ochlerotatus,
Stegomyia, Culex, Coquillettidia i Mansonia) mogu biti bioloski vektori ovih parazita
(OTRANTO i sur., 2013). U nositeljima se, u veéini slu¢ajeva adulti D. immitis nalaze u
desnoj src¢anoj klijetki i pulmonarnoj arteriji dok se adulti D. repens nalaze u potkozju.
Komarac tijekom hranjenja zajedno s krvi unese i mikrofilarije koje u njemu migriraju do
Malpigijevih tubula. Tamo dozrijevaju u drugi (L2) te potom u treci larvarni oblik (L3). Zatim
putuju do usnog aparata komarca putem kojeg ¢e biti inokulirane u novog nositelja tijekom
slijede¢eg obroka. Kada L3 dode u nositelja, ona putuje po potkoznim i subseroznim tkivima i
misi¢ima gdje moze ostati i sazrjeti ako se radi o D. repens ili mogu nakon 60-90 dana prijeci
u L5 (odrasli oblik) koji putuje do pulmonarnih arterija i desne strane srca. Zenke D. immitis
nakon 120-180 dana, D. repens nakon 189-259 dana pocinju producirati mikrofilarije
(OTRANTOO i sur., 2013). Zenke D. immitis su duge 30 cm, a muZjaci 23 cm. MuZjacima je
spiralno savijen straznji kraj repa (ONCEL i VURAL, 2005). Oba spola se hrane krvnom
plazmom. Mikrofilarije su duzine 290-330 pm, Sirine 5-7 um koje mogu prezivjeti 2-18
mjeseci u cirkulaciji (GENCHI i sur., 2007). Zenke D. repens su duge 100-170 mm, muZjaci
50-70 mm (GENCHI i sur., 2007). Mikrofilarije D. repens su prosje¢ne duljine 325-375 um,
Sirine 6-8 um sa zavinutim straznjim krajem. Mikroskopski se lako razlikuju od mikrofilarija
D. immitis jer su vece i duze i imaju deblji rep (MAZURKEVICH i sur., 2004). Invadirani psi
mogu imati mikrofilarije u krvi, ali mogu imati i skrivenu dirofilariozu u kojoj posjeduju
adulte parazita, ali ne i same mikrofilarije (TAMASHIRO i sur., 1985). Covjek je slu¢ajni
nosilac larvi ili adultnih oblika, no u krvi on nema mikrofilarije (PORDEVIC i sur., 2010).
Adulti D. repens uzrokuju razne promjene u tijelu psa poput nodularnog mulitifokalnog
dermatitisa, egzantema, alopecije, eritema, hiperpigmentacije, hiperkeratoze. Lokalne
promjene na koZzi su povezane s prisutnoS¢u adulata ispod koze ili mikrofilarija u kozi
(DEMIAKIEWICZ i sur., 2014). U ljudi se javljaju potkozne i subkonjuktivalne te plucne

invazije (PORPEVIC i sur., 2010). Dirofilariozu mozemo dokazati modificiranom Knott-



ovim testom koji dokazuje prisutnost mikrofilarija u cirkulaciji, ELISA-om kojom
dokazujemo prisutnost protutijela specifi¢nih za reproduktivni sustav zZenke. T0 znaci da njom
mozemo dokazati samo prisutnost zenki, a ako se radi o invaziji S muzjacima test ¢e biti
negativan (CARLETON i TOLBERT, 2004). Ostale seroloske pretrage su western blotting
kojim dokazujemo prisutnost protutijela protiv antigenih proteinskih frakcija parazita,
indirektna imunoflourescencija kojom dokazujemo prisutnost protutijela protiv mikrofilarija
(SISSON i sur., 1985). Kad je doslo do razvoja bolesti, dirofilariozu mozemo dokazati
radiografijom, elektrokardiografijom, ehokardiografijom. Profilaksa se ostvaruje primjenom
makrociklickih laktona (avermektina 1 milbemicina) 1 dietilkarbamazina. LijeCenje
dirofilarioze nije jednostavno, zbog moguéeg nastanka tromboembolije nakon tretmana. Kao
jedini ucinkoviti lijek za adulticidnu terapiju u pasa se navodi melarsormin dihidroklorid
(GUERRERO, 2005). Prema istrazivanju TAMASHIRA i sur. (1989) kao lijek protiv
mikrofilarija je dobar ivermektin u niZim dozama koji ubija mikrofilarije bez gotovo ikakvih
posljedica za nositelja. Prijenos i prisutnost Dirofilaria sp. na odredenom podrucju ovisi 0
okoli$nim ¢imbenicima. Razvoj u komarcu ovisi o temperaturi komarca (8-10 dana 28-30°C,
ali 16-20 dana na 22°C). Stoga je invadiranost pasa ¢e$c¢a u juznoj Europi nego U sjevernim
zemljama (SAEVIK i sur., 2014). Bolest je evidentirana u viSe zemalja, npr. u Portugalu,
Spanjolskoj, Francuskoj, Sloveniji, Srbiji, Grékoj, Austriji, Rumunjskoj, Madarskoj, Turskoj,
SAD-u, Argentini, Brazilu, Meksiku, Maleziji, kao i u mnogim afri¢ckim drzavama (HOLLER
i sur., 2010). Sve veca migracija invadiranih Zivotinja, Sirenje vektora, globalno zagrijavanje i
promjene u ljudskoj aktivnosti dovode do rasta broja invadiranih zivotinja i ljudi. Tako je u
posljednjih 30 godina prijavljeno 28 slu¢ajeva dirofilarioze u ljudi (PAMPGLIONE i sur.
2008). U medijima se u zadnje vrijeme pocelo pisati o dirofilariozi u Hrvatskoj. Posljednjih
mjeseci pojavilo se pet slucajeva dirofilarioze u Hrvatskoj na podruéju Osjecko-Baranjske
zupanije (LEPAN STEFANCIC, 2015). U jednom od ¢lanaka se navodi da se todan broj
oboljelih ljudi u Hrvatskoj ne zna, ali se smatra da godi$nje oboli do 10 ljudi. Molekularnom
tipizacijom je dokazano da su sva oboljenja ljudi u Hrvatskoj uzrokovana s D. repens
(ANONYMUS, 2015).



2.HIPOTEZA

Obli¢i roda Dirofilaria spp. parazitiraju u Zzivotinja koje borave na toplim i vlaznim
podruc¢jima, posebice uz rijeke i Sume gdje obitava veci broj vektora. Adulti Dirofilaria sp.
mogu uzrokovati razne promjene u tijelu nositelja ovisno o vrsti samog parazita i mjestu
parazitiranja, no najveéi broj pasa su asimptomatski nositelji parazita tako da se dijagnoza
dirofilarioze u vecini slucajeva postavlja slu¢ajno. Mikrofilarije su larvalni oblici parazita
Dirofilaria sp., koje nalazimo u krvi pasa kod kojih se razvila patentna invazija §to predstavlja
indirektnu potencijalnu opasnost za druge zivotinje i ljude te su direktni izvor invazije za
vektore. Psi koji zive zajedno s mikrofilaremi¢nim psima vjerojatno ¢e takoder biti ili
mikrofilaremic¢ni ili seropozitivni, §to ukazuje na kontakt nosioca s vektorima koji nisu
specificni za vrstu zivotinje, tj. Covjeka. Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e broj
seropozitivnih pasa biti ve¢i od mikrofilaremi¢nih pasa stoga Sto sve zivotinje ne moraju biti u
stadiju patentne invazije, ali su razvile protutijela na parazitske antigene. Isto tako bi broj
invadiranih zivotinja koje uglavnom borave vani, na toplim 1 vlaznim podruc¢jima, gdje ima

vise vektora, trebao biti veci u usporedbi s kuénim psima.

3.0PCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Utvrditi prisutnost mikrofilarija Dirofilaria sp. i prisutnost protutijela u istih pasa te dobivene
nalaze medusobno usporediti kako bi se dobio uvid u stvarno stanje Zivotinja koje su bile u

kontaktu s obli¢ima Dirofilaria sp.

4. MATERIJALI | METODE
4.1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno na 72 uzorka krvi. Krvi pasa su sakupljane u sklopu provodenja

veterinarske djelatnosti na nekoliko lokacija:

1) nasumi¢no odabrana 22 uzorka krvi pasa s podru¢ja Slavonskog Broda, koje pripada
podrucju pojavnosti oblica D. repens, skupljena Od 01.12.2014. do 15.02. 2015.

(hematologija, biokemija).



2) nasumicno odabran 31 uzorak krvi pasa koji borave vani u prirodi, Pukovnije Vojne
policije, Zagreb, pristigao 22.01.2015. (u svrhu pretrage krvi na prisutnost mikrofilarija obli¢a

Dirofilaria sp.).

3) nasumi¢no odabrano 19 uzoraka krvi pasa pristiglih na Zavod za parazitologiju i invazijske
bolesti s klinikom u periodu od 01.09.2014. do 23.12. 2014. (u svrhu pretrage krvi na

prisutnost antitijela protiv bi¢asa Leishmania infantum).

4.2. Dokazivanje mikrofilarija u krvi

Krv pasa je analizirana modificiranim Knottovim testom (GENCHI i sur., 2007), na slijede¢i
nacin: 1 ml venske krvi je pomijesan s 9 ml 2 % formalina i centrifugiran na 1500g. Potom je
supernatant odliven, a u sediment je dodano metilensko modrilo (1:1000). Sediment je

stavljen na predmetnicu, pokriven pokrovnicom i gledan pod mikroskopom Olympus Cx22 .

4.3. Odredivanje vrste mikrofilarije

Vrsta oblica Dirofilaria sp. je utvrdena temeljem duljine tijela pronadenih mikrofilarija
pomocu umjerenog sustava za fotografiranje i mjerenje (digitalna kamera Artcam 300MI i

mikroskop Olympus Bx51, softver za obradu fotografija QuickPHOTO MICRO 2.3.).

4.4. Odredivanje broja mikrofilarija u krvi

Nakon provedenog Knottovog testa, u svaki uzorak, je dodana odredena koli¢ina 2%
formalina kako bi zavr$ni volumen uzorka za pregledavanje bio 1ml. Iz svakog pozitivnog
uzorka je otpipetirano 50 ul tekucine, mikroskopirano (40x povecanje) i utvrden je broj
mikrofilarija. Postupak je ponovljen Cetiri puta. Dobiveni broj mikrofilarija je pomnozen sa 5

te je tako odreden broj mikrofilarija u 1 ml krvi.

4.5. Dokazivanje prisutnosti protutijela protiv mikrofilarija



Metodom indirektne imunoflourescencije (GRIEVE i sur., 1985) analizirano je 63 uzorka
seruma/plazme. Antigen je pripremljen na slijedeé¢i na¢in: mikrofilarije su izdvojene iz krvi
primjenom Knottovog testa, ali bez formalina i metilenskog plavila. Potom su ispirane u
fosfatnom puferom pH 7.2 (phosphate-buffered-saline, PBS), centrifugiranjem na 1500g,
trokratno. Nakon ispiranja, broj mikrofilarija je namje$ten na 8000/ml. Na svako polje
predmetnice sa deset polja nakapano je 2,5ul te suspenzije (20 mikrofilarija/polju).
Predmetnice su zatim osuSene, fiksirane metanolom pet minuta, osusene i pohranjene na +4
°C do upotrebe. Indirektna imunofluorescencija je provedena tako da je antigen izlozen
serumima razrijedenim 1/20 i 1/40 u PBS-u i inkubiran u vlaznoj komori, 30 minuta pri 37°C.
Nakon §to su serumi odstranjeni, predmetnice su trokratno isprane pet minuta u PBS-u i
osusene na sobnoj temperaturi. Potom su na antigen nanesena antipseca protutijela obiljezena
fluoresceinom i inkubirana 30 minuta pri 37°C. Opet je ponovljeno trokratno ispiranje pet
minuta u PBS-u i SuSenje na sobnoj temperaturi. Rezultati testa ocitani su fluorescentnim
mikroskopom "Olympus Cx40" zatim su analizirani i podvrgnuti statistickoj obradi. Devet
amikrofilaremi¢nih uzoraka zivotinja i negativnih u razrjedenju seruma/plazme 1/20 je
odabrano za odredivanje tzv., grani¢ne vrijednosti. Napravljena su serijska razrjedenja
uzoraka 1/1.25, 1/2.5, 1/5, 1/10, 1/20. Grani¢na vrijednost je odabrana kao trostruko

razrjedenje zadnjeg pozitivnog razrjedenja odabranih uzoraka seruma.

5. REZULTATI
5.1. Knottov test

Morfoloski se mikrofilarije jednostavno prepoznaju kao duguljasti nitasti crvi, bijele boje,
zaobljeni na prednjem kraju, zaSiljeni na straznjem kraju koje se postupno suzavaju od
prednjeg kraja do straznjeg kraja (Slika 1), te je tako od pretrazenih 53 uzorka krvi metodom

Knottovog testa pronadeno ukupno 18 pozitivnih uzoraka (Tablica 1).

Od 22 uzorka krvi iz veterinarske ambulante u Slavonskom Brodu pregledana modificiranom
Knottovim testom jedan uzorak je bio pozitivan (4,5%), a 21 uzorak (95,5%) je bio negativan.
Od 31 uzorka krvi vojnih pasa pozitivno je bilo 17 uzoraka (54,8%), a 14 uzoraka (45,2%) je
bilo negativno. Uzorci krvi pristigli u svrhu pretrage na prisutnost antitijela protiv bicasa
Leishmania infantum nisu analizirani Knottovim testom stoga $to su bili dostupni samo

serumi.



Tablica 1. Prikaz rezultata Knottovog testa

Skupina uzoraka Knott-ov test
pozitivan negativan
Slavonski brod 1 (4,5%) 21 (95,5%)
Uzorci krvi - Leishmania NT* NT*
Vojna policija 17 (54,8%) 14 (45,2%)

* nije testirano

5.2. Vrste mikrofilarija

Duljina tijela mikrofilarija mjerena je od prednjeg kraja pa sve do straznjeg kraja tijela,
zajedno s repicem (Slika 2). Na temelju duljine mikrofilarija svih pozitivno dobivenih
rezultata, koja je varirala od 292,7 um do 384,1 um sa srednjom vrijednosti od 345,67 pum,
utvrdeno je da se radi o vrsti D. repens (Tablica 2). Kao referentni uzorak D. immitis koristeni
su arhivski uzorci mikrofilarija, izmjereni, te usporedeni s dobivenim rezultatima za D. repens
(Tablica 2). Prilikom pripreme antigena za indirektnu imunoflorescenciju nije Koristen
formalin te su tako izolirane mikrofilarije D. repens izmjerene i komparirane s

mikrofilarijama izoliranim prilikom provodenja standardnog Knottovog testa (Tablica 2).




Slika 1. Prikaz mikrofilarije, koja se jednostavno prepoznaje kao duguljasti nitasti crv,
zaobljen na prednjem kraju i zasiljen na straznjem kraju tijela .

L=356,7 um

Slika 2. Prikaz nacina mjerenja duljine tijela mikrofilarija (od prednjeg kraja pa sve do
straznjeg kraja tijela, zajedno s repi¢em).



Tablica 2. Prikaz rezultata mjerenja mikrofilarija

Srednja Min (um) Max (um) Standardna
vrijednost (um) devijacija
uzorka (um)

D. repens 345,6764228 292,7 384,1 17,03304927
D. imitis 292,1487805 274,6 306,4 8,565603363
D. repens* 384,57 339,4 415,1 22,72706

* duljina tijela mikrofilarija mjerena nakon provodenja Knottovog testa bez formalina.

5.3. Brojnost mikrofilarija

Svakom mikrofilaremi¢nom psu je odreden priblizan broj mikrofilarija u krvi koji je varirao

od 2,5 do 3083,33 mikrofilarije (mf) /ml krvi. Rezultati za svaki uzorak su vidljivi u Tablici 3.

Tablica 3. Prikaz rezultata broja mikrofilarija/ml krvi.

UZORCI KNOTT-ov test BR. MF/ML
uzorak 1 + 2166,66 mf/ml
uzorak 2 -

uzorak 3 + 2133,33 mf/ml
uzorak 4 + 1200 mf/ml
uzorak 5 + 1466,66 mf/ml
uzorak 6 + 12,5 mf/ml
uzorak 7 + 50 mf/ml
uzorak 8 + 366,66 mf/ml
uzorak 9 + 4,65 mf/mi
uzorak 10 -

uzorak 11 + 2433,33 mf/ml
uzorak 12 + 1430 mf/ml
uzorak 13 + 1433,33 mf/ml
uzorak 14 + 7,69 mf/ml
uzorak 15 -




3083,33 mf/ml
40 mf/ml

uzorak 16
uzorak 17

uzorak 18 2,5 mf/ml

+ |+ |+ |+

uzorak 19 633,33 mf/ml

uzorak 20 -

uzorak 21 + 16 mf/ml

uzorak 22 -

uzorak 23 -

uzorak 24 -

uzorak 25 -

uzorak 26 -

uzorak 27 -

uzorak 28 -

uzorak 29 -

uzorak 30 -

uzorak 31 -

uzorak 32 + 2500mf/ml

5.4. Prisutnost protutijela protiv mikrofilarija

Pozitivni uzorci su pokazali jasno membransko fluoresciranje zZuto-zelene boje pri grani¢nom
razrjedenju 1/40 (Slika 3), a negativni uzorci nisu pokazali specifi¢no fluoresciranje zuto-
zelene boje, ve¢ nalaz crvene boje (Slika 4). Trostruko razrjedenje zadnjeg pozitivhog
razrjedenja odabranih uzoraka seruma za gani¢nu vrijednost je iznosilo 1/10, te je s time
odredena grani¢na vrijednost u razrjedenju 1/40. Od 63 uzorka seruma/plazme pregledana
metodom imunoflourescencije (Tablica 4), 44 uzorka (69,8%) su bila pozitivna, a 19 uzoraka
(30,2%) je bilo negativno.

Od toga je pregledano 13 uzoraka iz Veterinarske ambulante u Slavonskom Brodu. Njih 9

(69,2%) su bili pozitivni pri razrjedenju 1/40, a 4 uzorka (30,8%) negativna.

Od 19 Leishmania - uzoraka — 9 uzoraka (47,4%) je bilo negativno pri razrjedenju 1/40, a 10
pozitivno (53,6%).

Od 31 uzorka krvi vojnih pasa 5 uzoraka (16,1%) je bilo negativno, a 26 pozitivno (83,9%).



Tablica 4. Prikaza

imunofluorescencije.

rezultata

pretrazivanih

seruma/plazme

metodom indirektne

Skupina uzoraka

indirektna imunofluorescencija

pozitivan negativan

Slavonski brod 9 (69,2%) 4 (30,8%)
Leishmania - uzorci - 9 (47,4%) 10 (53,6%)
Vojna policija 26 (83,9%) 5 (16,1%)
Ukupno 44 (69,8%) 19 (30,2%)

10




Slika 3. Prikaz pozitivnog rezultata indirektne imunofluorescencije gdje se jasno vidi zuto-zeleno
fluoresciranje membrane mikrofilarija (bijela strelica).

Slika 4. Prikaz negativnog rezultata indirektne imunofluorescencije gdje nema zuto-zelenog
fluoresciranja membrane mikrofilarija (bijela strelica). 11




Prema anamnestickim podacima o Zivotinjama, tj. podacima o mjestu boravka zivotinja (izvan
kuée 1ili uglavnom u kuéi) usporedeni su nalazi Knottovog testa i indirektne

imunofluorescencije (Tablica 5).

Tablica 5. Sveukupni komparativni prikaz rezultata indirektne imunofluorescencije,

Knottovog testa s podacima o mjestu boravka Zivotinja.

Skupina Knotov test Indirektna Mijesto boravka
uzoraka (pozitivan/negativan) imunofluorescencija , _
.- . (izvan kuc¢e/uglavnom u kuéi)
(pozitivan/negativan)
Slavonski 1/21 9/4 13/9
brod
Uzorci - NT*> 10/9 NT*
Leishmania
Vojna 17/14 26/5 31/0
policija

* nije testirano

S obzirom da nije bilo moguce usporediti sve uzorke svim metodama zbog nedostupnosti
anamnestickih podataka i nedostupnosti uzoraka, usporeden je samo jedan dio uzoraka koji su

obradeni svim metodama (Tablica 6, Tablica 7).

Tablica 6. Komparativni prikaz rezultata indirektne imunofluorescencije, Knottovog testa s

podacima o mjestu boravka zivotinja.

Skupina Knotov test Indirektna Mijesto boravka
uzoraka negativan imunofluorescencija
ukupno izvan kuce uglavnom u kuéi
(pozitivan/negativan) (pozitivan/negativan) (pozitivan/negativan)

Slavonski 13 9/4 7/3 1/2

brod

Vojna 14 11/3 11/3 0
policija
U Tablici 7. su komparativno prikazani rezultati Knottovog testa i indirektne

imunofluorescencije.
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Tablica 7. Komparativni prikaz rezultata Knottovog testa i indirektne imunofluorescencije u

vojnih pasa.

INDIREKTNA
UZORCI KNOTTOV test | BR. MF/ML IMUNOFLUORESCENCIJA (1:40)
uzorak 1 + 2166,66 mf/ml ++
uzorak 2 - ++
uzorak 3 + 2133,33 mf/ml ++
uzorak 4 + 1200 mf/ml ++
uzorak 5 + 1466,66 mf/ml ++
uzorak 6 + 12,5 mf/ml ++
uzorak 7 + 50 mf/ml ++
uzorak 8 + 366,66 mf/ml ++
uzorak 9 + 4,65 mf/ml ++
uzorak 10 - ++
uzorak 11 + 2433,33 mf/ml --
uzorak 12 + 1430 mf/ml ++
uzorak 13 + 1433,33 mf/ml ++
uzorak 14 + 7,69 mf/ml ++
uzorak 15 - ++
uzorak 16 + 3083,33 mf/ml --
uzorak 17 + 40 mf/ml ++
uzorak 18 + 2,5 mf/ml ++
uzorak 19 + 633,33 mf/ml ++
uzorak 20 - ++
uzorak 21 + 16 mf/mi ++
uzorak 22 - --
uzorak 23 - ++
uzorak 24 - ++
uzorak 25 - ++
uzorak 26 - --
uzorak 27 - ++
uzorak 28 - ++
uzorak 29 - ++
uzorak 30 - --
uzorak 31 - ++
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6.RASPRAVA

U pasa mogu obli¢i roda Dirofilaria prezivjeti godinama, a Zenke producirati mikrofilarije
koje cirkuliraju krvlju (mikrofilaremicna ili patentna invazija). U nekim slu¢ajevima nema
mikrofilarija (amikrofilaremi¢na ili latentna invazija, te se ta situacija objasnjava kao
posljedica razlicitih razloga kao $to su npr., invazija jednim adultom ili adultima istog spola,

staroS¢u adulata te imunosnim odgovorom nosioca.

Dokazan broj mikrofilaremi¢nih pasa Knott-ovim testom iz Slavonskog Broda (Tablica 5)
upucuje na to da se broj invadiranih pasa na ovom podru¢ju nije povecao u usporedbi s
istrazivanjem provedenom u Valpovu gdje su bila dva uzorka krvi pozitivna (VECL I
ZIVICNJAK, 2007.). Poveéan broj mikrofilaremi¢nih vojnih pasa (Tablica 7) je povezan s
podru¢jem na kojem se kre¢u, odnosno obucavaju psi. Vojni psi se obucavaju po Sumama,
gdje je visoka prisutnost vektora (komaraca). Ukupan broj mikrofilaremi¢nih pasa u ovom
istrazivanju upuéuje na veéu prevalenciju u usporedbi prema istrazivanju ZIVICNJAK i sur.
(2007) kada je 15,5% pasa, koji su bili klinicki zdravi, bilo mikrofilaremi¢no. Dobiveni
rezultati ovog istrazivanja su bili i ocekivani s obzirom na klimatske uvjete i prirodne
nepogode koje su prosle godine zadesile dijelove nase zemlje, §to je pogodovalo vecoj
populaciji komaraca. To se slaze s dosada$njim istrazivanjima koji upucuju da broj komaraca
najvise ovisi o vlaznosti godine te o samom geografskom podru¢ju (SUDARIC BOGOJEVIC
i sur., 2009). U istrazivanju je morfoloski dokazana prisutnost D. repens (Tablica 2) sto je bilo
i za ocekivati, ako se usporede dosadasnja istrazivanja prema kojem je D. repens bila
zastupljena u cijeloj Hrvatskoj, a D. immitis samo na podrucju Istre i Dubrovnika
(ZIVICNJAK i sur., 2007). Temeljem testiranja destilirane vode umjesto formalina u detekciji
mikrofilarija, otvorila se moguénost primjene iste u pripremi Knottovog testa. Iako se Cini
destilirana voda kao izvrsna i netoksi¢na zamjena za formalin, treba obratiti pozornost da su u

tome slucaju mikrofilarije neSto duze.

Prisutnost protutijela i protiv adulata i protiv mikrofilarija je najveéi u latentnoj fazi invazije.
Kako raste broj mikrofilarija u krvi, tako opada koli¢ina protutijela, tj. kako opada broj
mikrofilarija, koli¢ina protutijela i protiv adulata i mikrofilarija raste (TAMASHIRO i sur.,
1985). To je potvrdeno i U ovom istrazivanju, naime dva uzorka koja su sadrzavala visok broj
mikrofilarija (2433,33mf/ml, 3083,33mf/ml: Tablica 7) bila su negativna indirektnom

imunofluorescencijom. Za ocekivati je da ¢e te zivotinje nakon terapije mikrofilaricidom biti
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seropozitivne (TAMASHIRO i sur., 1985), no za to je potrebno klinicko pracenje tih

Zivotinja.

Visok broj seropozitivnih pasa dokazan indirektnom imunoflourescencijom iz Slavonskog
Broda i vojnih pasa u usporedbi s negativnim Knottovim testom (Tablica 6) ukazuje na to da
su psi bili izlozeni, tj. u kontaktu s vektorima $to je i ocekivano s obzirom da je Slavonski
Brod mjesto uz rijeku Savu gdje je veci broj komaraca zbog dobrih klimatskih prilika za
njihov razvoj. Amikrofilaremi¢ni, a seropozitivni psi su vrlo vjerojatno bili u prepatentnom
periodu ili u latentnoj fazi invazije, sto bi se moglo dokazati jedino daljnjim klinickim

pra¢enjem istih Zivotinja.

U svakom slucaju, bitno je za napomenuti da su Knottov test i indirektna imunofluorescencija
dvije metode koje nadopunjuju jedna drugu te bi se mogle koristiti u rutinskoj dijagnostici

dirofilarioze.

lako indirektna imunofluorescencija nije u upotrebi kao metoda dijagnostike, ona daje uvid u
izlozenost pasa antigenima nematoda D. repens i D. immitis, s obzirom da su to jedine dvije
vrste filarida na nasem podruéju, a dijele zajednicke antigene determinante koje prepoznaju
protutijela 1gG razreda (OLEAGA i sur., 2009; GONZALEZ-MIGUEL i sur., 2010).
Specifi¢nost indirektne imunofluorescencije bazirane na kutikularnim antigenima
mikrofilarija D. immitis je prema prijasnjim istrazivanjima iznosila 100%. Naime, autori su
testirali uzorke seruma zivotinja invadiranih s metiljima, trakavicama, nematodima (Trichuris
vulpis, Toxascaris sp., Toxocara sp.), i kokcidijama (Isospora sp.), ali ne i serume Zivotinja
invadiranih s D. repens (SISSON i sur., 1985). Do sada nema nikakvih literaturnih podataka o
seroloskoj dijagnostici D. repens primjenom metode indirektne imunofluorescencije i
mikrofilarija kao izvora antigena. S kojom je vrstom Dirofilaria pas invadiran, nazalost ne
moze se seroloSki zakljuciti temeljem indirektne imunofluorescencije zbog unakriznih
reakcija izmedu te dvije vrste, ve¢ vrsno specificnim testovima baziranim na specificnim

proteinima.

Invazijski oblik Dirofilaria sp. za psa je L3, koja se dalje razvija do adulta. Ako se Zivotinja
nalazi u prepatentnom periodu (jo§ uvijek amikrofilaremi¢nom) ona reagira protutijelima
protiv mikrofilarija iako nikad nije doSla u kontakt s njima. Naime, protutijela 1gG razreda
prepoznaju zajedniCke antigene determinante za oba razvojna oblika jer i adulti i mikrofilarije

D. immitis posjeduju zajednicke proteine: aktin, gliceraldehid -3- fosfat dehidrogenaza,
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galektin, fruktoza-bis-fosfat aldolaza te stresne proteine 60 i 70 (SASSI i sur, 2014). Zbog
zajednickih antigenih determinanti D. repens i D. immitis, te razli¢itih razvojnih stadija unutar
iste vrste, indirektna imunofluorescencija bazirana na kutikularnom antigenu mikrofilarija je
izvrsna alternativna metoda dijagnostike za otkrivanje kontakta i/ili invadiranosti pasa s istim
obli¢ima. Isto tako, vazni je za naglasiti da protutijela IgG razreda protiv D. immitis i D.
repens u ljudi takoder prepoznaju zajednicke proteinske determinante (GONZALEZ-
MIGUEL i sur., 2010), te s time takoder pruzaju moguénost upotrebe te metode dijagnostike i
u humanoj medicini $to bi bilo vrijedno za istraziti.

Od 1885. do 2000. godine zabiljeZzeno je 782 slucaja u vise od 37 drzava svijeta od Cega je u
Europi najvise slucajeva zabiljezeno u Italiji (289), Rusiji (83), Francuskoj (76), Grékoj (27),
Turskoj (18) i Madarskoj (11) (HOLLER i sur., 2010).

Bolest nije zaobisla niti Hrvatsku u kojoj su prvi sluéaj opisali BUJGER i sur. (1996). Od tada
BEZIC (2009) u literaturi pronalazi najmanje desetak potvrdenih slucajeva bolesti
uzrokovanih s D. repens, sto Hrvatsku, poput drugih zemalja Mediterana, ¢ini endemic¢nim
dirofilarioznim podru¢jem (HOLLER i sur., 2010). Iako je viSa prevalencija D. immitis u pasa
na odredenim podru¢jima, vecina slucajeva bolesti u ljudi uzrokovana je s D. repens. U
Hrvatskoj do sada nije zabiljezen niti jedan slu¢aj pulmonalne dirofilarioze u ljudi uzrokovan

s D. immitis.

Zakljucno, dobivene spoznaje o izloZenosti (mikrofilaremiéni i seropozitivni psi) D. repens u
pasa ukazuju na poveéan oprez s obzirom da D. repens ima odredeni zoonotski potencijal.
PozZeljno bi bilo da se takve Zivotinje klinicki prate i lije¢e u slucaju pojave mikrofilarija u

krvi te s time drze pod kontrolom kao potencijalni izvor invazije za ljude.
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7. ZAKLJUCCI

e Zbog izlozenosti vektorima, veéi je postotak invadiranih Zzivotinja koje borave na

otvorenom.

e Za pripremu metode Knottovog testa, umjesto formalina, moze posluZziti netoksi¢na

destilirana voda, pri ¢emu treba obratiti pozornost na duzinu mikrofilarija.
e Invazija D. repens se moze dokazati metodom indirektne imunoflourescencije.

e Kombinacija metoda Knottovog testa i indirektne imunofluorescencije bi mogle

posluziti u rutinskoj dijagnostici dirofilarioze.

e Zbog dokazane visoke izlozenosti pasa obli¢u D. repens, trebalo bi obavezno klini¢ki
pratiti seropozitivne pse i lije€iti u slucaju pojave mikrofilarija u krvi kako bi se

sprijecila moguénost invazije ljudi koji Zive zajedno s njima.
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9. SAZETAK

IZLOZENOST PASA OBLICIMA DIROFILARIA SP.

Ana Aracic

studentica 6. godine

Dirofilaria repens i Dirofilaria immitis su nitasti crvi roda Dirofilaria koji parazitiraju u
mesojeda, a mogu se naci i u ljudi. Adulti D. immitis se u vecini slu¢ajeva nalaze u srcu i
pulmonarnim arterijama, a D. repens u potkoZju. Najve¢i broj invadiranih pasa su
asimptomatski nositelji parazita tako da se dijagnoza dirofilarioze u veéini slucajeva postavlja
slu¢ajno. Cilj ovog istrazivanja je bilo utvrditi prisutnost i vrstu mikrofilarija Dirofilaria sp.,
prisutnost protutijela u istih pasa te dobivene nalaze medusobno usporediti kako bi se dobio
uvid u stvarno stanje zivotinja koje su bile u kontaktu s obli¢cima Dirofilaria sp.
Modificiranim Knott-ovim testom je dokazana prisutnost mikrofilarija, njihovim mjerenjem je
utvrdena vrsta D. repens, a indirektnom imunoflourescencijom i prisutnost protutijela protiv
mikrofilarija u pasa. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali viSu seroprevalenciju od
prevalencije mikrofilaremi¢nih pasa te viSu seroprevalenciju od invadiranih Zivotinja koje

borave vani.

Kljuéne rijeci: Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens, Knott-ov test, indirektna

imunoflourescencija
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10. SUMMARY

CANINE EXPOSURE TO DIROFILARIA SP NEMATODES

Ana Aracic

6th year student

Dirofilaria repens and Dirofilaria immitis are nematode worms belonging to Dirofilaria
genus which are mainly parasites of carnivores, but could be found in humans as well. D.
immitis adults can be found mainly in heart and pulmonary arteries and D. repens in
subcutaneous tissue. Most of the infected dogs are latent carrier of the parasite so final
Dirofilaria infection is confirmed in most cases accidentally. The aim of this study was to
determine microfilaria presence, microfilaria species and antibody presence which will show
the real state of Dirofilaria sp. infested animals. The presence of microfilaria was proven with
modified Knott’s test, their measurements revealed D. repens species and antibody prevalence
with indirect immunofluorescence antibody test. The results of this survey showed higher
seroprevalence than microfilaria prevalence in the same dog population. Higher prevalence

was also in animals that spend most of their lives outside the house.

Kljuéne rije¢i: Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens, Knott's test, indirect

immunoflourescence.
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