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BSK - Barbour-Stoenner-Kelly hranjiva podloga

MKP — modificirana Kelly-Pettenkofer hranjiva podloga
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DNK - deoksiribonukleinska kiselina
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TAE — Tris Acetatni EDTA (etilen-diamin-tetraoctena kiselina) pufer
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1. UvVOD

Borrelia miyamotoi emergentni je bakterijski patogen, a pripada skupini spiroheta uzro¢nika
povratnih vru¢ica u ljudi (WORMSER i sur., 2019.). Unato¢ ¢injenici da najces¢e uzrokuje
blaze simptome sli¢ne gripi, kod imunokompromitiranih pojedinaca moze uzrokovati teske
neuroloske simptome (HOVIUS 1 sur., 2013., GUGLIOTTA i sur., 2013., BODEN 1 sur.,
2016., HENNINGSSON 1 sur., 2019.). Na ljude i1 Zivotinje prenosi se krpeljima iz porodice
Ixodidae, jednako kao i srodna bakterija Borrelia burgdorferi, uzro¢nik lajmske borelioze
(WORMSER i sur., 2019.). Osim horizontalno, ova bakterija prenosi se i vertikalno, odnosno
transovarijalno, medutim, vertikalni prijenos je nedovoljno uspjeSsan i omogucuje prijenos
bakterije B. miyamotoi u samo nekoliko uzastopnih generacija krpelja. 1z tog razloga,
infekcija raznih vrsta kraljeznjaka vazna je u zivotnom ciklusu ove spirohete te oni
predstavljaju kompetentne rezervoare (BARBOUR i sur., 2009.). Glavni rezervoari su
misoliki glodavei (BURRI i sur, 2014., COSSON i sur.,2014., HAMSIKOVA i sur., 2017.,
WAGEMAKERS 1 sur., 2017.). Dosadasnja istrazivanja diljem Europe ukazala su na Sirok
raspon prevalencije ove bakterije u miSolikih glodavaca, ovisno o lokaciji i metodama
dijagnostike i prikupljanja uzoraka (CERAR i sur., 2015.). Zbog velike bioloske raznolikosti
Suma i velike populacije glodavaca, Hrvatska se smatra zariStem krpeljima prenosivih

zaraznih bolesti (TADIN i sur., 2016.).

Podaci o proSirenosti bakterije B. miyamotoi u RH i samim time stupnju izloZenosti ljudi
infekciji su prilicno oskudni, stoga je cilj ovog istrazivanja odrediti proSirenost bakterije B.

miyamotoi u populaciji glodavaca u razli¢itim podrucjima Republike Hrvatske.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Etiologija

Bakterija Borrelia miyamotoi izolirana je iz krpelja vrste Ixodes persulcatus i opisana prvi
puta 1995. godine u Japanu (FUKUNAGA i sur.,1995.). Pripada redu Spirochaetes, porodici
Spirochaetaceae i rodu Borrelia. Bakterije iz roda Borrelia spiralnog su oblika, Sirine 0,2-3
pm i duljine 3-180 um, a na krajevima nemaju kukice. Gibanje im omogucuju periplazmatske
flagele. Mikroaerofilne su te koriste ugljikohidrate ili aminokiseline kao izvore ugljika i
energije (GUPTA i sur., 2013.). Kao i druge vrste iz roda Borrelia, vrsta B. miyamotoi ima
slozeni genom Koji se sastoji od linearnog kromosoma i linearnih i cirkularnih plazmida
(KULESHOV i sur., 2020.).

Rod Borrelia ¢ine dvije velike skupine (BARBOUR, 2014.). Prvu skupinu ¢ini Borrelia
burgdorferi sensu lato kompleks (B. burgdorferi s.1.), koji se sastoji od vise od 20 vrsta, pet ih
je patogeno za ljude (B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis i B.
spielmanii), a prenose ih tvrdi krpelji iz porodice Ixodidae (JUNGNICK i sur., 2015.). Drugu
skupinu ¢ine borelije uzrocnici povratnih vruéica, a ve¢inu vrsta, kao $to su B. hermsii, B.
turicatae, B. parkeri i B. duttonii, prenose meki krpelji iz porodice Argasidae. (BARBOUR,
2014.). Posebnu skupinu ¢ine borelije uzro¢nici povratnih vruéica, prenosene krpeljima iz
porodice Ixodidae te u nju ubrajamo B. miyamotoi, zajedno sa B. theileri i B. lonestari.
(BARBOUR i sur., 2009.).

Donedavno, znanstvenici su smatrali da se B. miyamotoi dijeli na tri geografski odvojena
genotipa: azijski (sibirski), europski i americki (MUKHACHEVA 1 sur., 2015.). Medutim,
daljnjim istrazivanjima ustanovljena je sve veca raznolikost unutar vrste. UoCeno je variranje
DNK sekvenci unutar azijskog i americkog genotipa, a opisan je i potencijalni ¢etvrti genotip
u Japanu (IWABU-ITOH i sur., 2017., COOK i sur., 2016.). Takoder je primije¢eno i
geografsko preklapanje sojeva koji pripadaju razli¢itim genotipovima bakterije B. miyamotoi,

primjerice azijski i europski genotip uoc¢eni su u Estoniji (GELLER i sur., 2012.).

Bakteriju B. miyamotoi nalazimo uzduz sjeverne Zemljine polutke. Smatrana je apatogenom
bakterijom do 2011. godine, kada su zabiljezeni prvi slucajevi zaraze ljudi u Rusiji

(PLATONOV i sur., 2011.). Zapazena je i u Kanadi (DIBERNARDO i sur., 2014.),



Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD), raznim drzavama Europe i Japanu (SINSKI i sur.,

2016.).

2.2. Epizootiologija

Krpelji, osim §to su vektori, takoder su i rezervoari bakterije B. miyamotoi. Do te spoznaje
doslo se pronalaskom ove bakterije u nehranjenih larvi krpelja, Sto dokazuje postojanje
transovarijalnog, odnosno vertikalnog prijenosa uz uobicajeni horizontalni prijenos. To je u
suprotnosti sa Sirenjem bakterija iz kompleksa B. burgdorferi s.1., pri ¢emu infekcija nastaje
uglavnom horizontalnim prijenosom, odnosno hranjenjem. Medutim, vertikalni prijenos je
nedovoljno uspjesSan i omogucuje prijenos bakterije B. miyamotoi u samo nekoliko uzastopnih
generacija krpelja. 1z tog razloga, infekcija raznih vrsta kraljeznjaka vazna je u Zivotnom
ciklusu ove spirohete te oni predstavljaju kompetentne rezervoare (BARBOUR i sur., 2009.).
Glavni rezervoari su misoliki glodavci, odnosno misevi (Apodemus spp. i Peromyscus spp.),
voluharice (Myodes spp. i Microtus spp.) i rovke (Sorex spp.) (BURRI i sur, 2014., COSSON
i sur.,2014., HAMSIKOVA i sur., 2017., WAGEMAKERS i sur., 2017.). B. miyamotoi
opisana je u Republici Hrvatskoj u miSolikih glodavaca, tj. u poljskog misa (Apodemus
agrarius), zutogrlog misa (Apodemus flavicollis) i Sumske rovke (Sorex araneus), S
prevalencijom od 3,7% u navedenih vrsta (TADIN i sur., 2016). Dokazana je u srediSnjem
dijelu RH na podruc¢ju Ivani¢-Grada, te na krajnjem istoku RH na lokalitetima Mikanovci,
Cerna i llok (TADIN i sur., 2016.). Osim toga, utvrdeno je da su rezervoari i vjeverice
(Sciurus spp.) (RUYTS i sur., 2017., SZEKERES i sur., 2019.), europski jez (Erinaceus
europaeus) (JAHFARI i sur.,, 2017.) te razne vrste ptica pjevica (Passeriformes spp.)
(HAMER i sur., 2012., WAGEMAKERS i sur., 2017., HEYLEN i sur., 2017.). Prvi
pronalazak bakterije B. miyamotoi u ptica opisan je u istrazivanju u drzavi Tennessee (SAD),
gdje je ova bakterija izolirana iz velikog broja uzoraka tkiva i krvi divljih purana (Meleagris
gallopavo), s prevalencijom od 58% unutar ove vrste. Medutim, nije izolirana iz krpelja koji
su infestirali purane, tako da su mehanizmi prijenosa bakterije u ovom slucaju nepoznati
(SCOTT i sur., 2011.). Mehanizmi prijenosa i epizootioloski zna¢aj nepoznati su i u slucaju
velikih kraljeznjaka, od kojih su kao vektori za bakteriju B. miyamotoi dokazani divlja svinja
(Sus scrofa) i srna (Capreolus capreolus) (WODECKA i sur., 2014.).



Dosada$njim istrazivanjima, B. miyamotoi dokazana je u razliCitih vrsta krpelja iz roda
Ixodes. U Aziji i isto¢nom dijelu Europe najcesce je dokazana u krpelja vrste . persulcatus, u
Sjevernoj Americi u krpelja vrste 1. pacificus i I. scapularis, a u Europi u krpelja vrste I.
ricinus (KULESHOQV i sur., 2020.). Populacija krpelja vrste I. ricinus najguséa je u raznim
predjelima kontinentalne Republike Hrvatske (KRCMAR, 2012., KRCMAR, 2019., MULIC i
sur., 2016.). Primarno staniSte su listopadne ili mjeSovite Sume, a ne zauzima otvorena
stanista i homogene mlade crnogoriéne sume (PAUL i sur., 2016., ESTRADA-PENA, 2001.).
Za razvoj 1 prezivljavanje u okolini, krpeljima je potrebna vlaznost, stoga se ovi krpelji u RH
na otocima 1 obalnom podru¢ju mogu naci vec¢inom u hladnijoj sezoni s viSom razinom
oborina. Primorsko podrucje i otoci sjevernog dijela jadranske obale gusce su prekriveni
Sumom 1 ostalom vegetacijom, pa je i gustoca krpelja u sjevernom obalnom dijelu ve¢a nego u
juznom (MULIC i sur., 2006.). Na gustoéu populacije krpelja utjecaj ima i gustoéa populacije
rezervoara, poglavito miSolikih glodavaca (PAUL 1 sur., 2016.). Na gusto¢u populacije
miSolikih glodavaca utjeu razliCiti Cimbenici, poput gustoe populacije predatora,
meteoroloskih uvjeta, biljnog pokrova i1 dostupnosti hrane. Veca dostupnost zira povecava
duljinu rasplodne sezone i olakSava prezivljavanje miSolikih glodavaca zimi, §to rezultira
ve¢om gusto¢om populacije sljedeCeg proljeca (HOFMEESTER 1 sur.,, 2017.,
BOGDZIEWICZ i sur., 2016., CLOTFELTER i sur., 2007.).

Bolest uzrokovana bakterijom B. miyamotoi S$iri se ugrizom krpelja. Dosada$njim
istrazivanjima potvrdena je njena prisutnost u Zzlijezdama slinovnicama krpelja, a u
eksperimentalnim uvjetima je dokazano da je postotak prijenosa ove bakterije 10% u prvih 24
sata nakon §to je krpelj pri¢vrscen na zivotinju, 31% za 48 sati i 63% za 72 sata. Za razliku od
infekcije ovom bakterijom, za infekciju bakterijama iz kompleksa B. burgdorferi s.l. potrebno
je vise od jednog dana, koliko traje da bi bakterije migrirale iz srednjeg crijeva u zlijezde
slinovnice krpelja (BREUNER i sur., 2017., DES VIGNES i sur., 2001.). U eksperimentalnim
uvjetima, istovjetnim onima za skladiStenje krvi i1 krvnih pripravaka za transfuziju, dokazana
je sposobnost prezivljavanja bakterije B. miyamotoi, pa se pretpostavlja da je transfuzija krvi
moguci faktor rizika za prijenos ove spirohete (THORP i TONNETTI, 2016.).

U dosadasnjim istrazivanjima, B. miyamotoi prepoznata je kao ljudski patogen (CUTLER i
sur., 2019.). Dokazana je 1 u macaka te krpelja pricvrS¢enih na psima i doma¢im preZivacima
(govedima i1 kozama), ali klini¢ki zna¢aj u Zivotinja jo§ je nedovoljno istrazen (SHANNON i

sur., 2017., NAMINA isur., 2019., RICHTER i MATUSCHKA, 2010.).



2.3. Patogeneza

Tijekom hranjenja krpelja, B. miyamotoi dospijeva u krvotok domacina. Posjeduje razlicite
mehanizme koji omogucéuju njezinu postojanost u domacinu, a samo neki od njih su do danas
istrazeni. Dokazano je da posjeduje promjenjive membranske proteine (Vmps) koji
omogucuju recidiv klinickih znakova pomocu antigenih varijacija. Ekspresijom odredenih
polimorfnih gena, odreden je imunodominantni antigen (Vmp) na kojeg djeluju specifi¢na
protutijela, Sto rezultira smanjenjem koli¢ine spiroheta u krvi. Preostale spirohete imaju
eksprimirane druge, nedominantne Vmp antigene, pa dokle god domacin ne razvije u¢inkovit
imunosni odgovor na njih, ponovno raste koli¢ina spiroheta u krvi. Ovaj ciklus rezultira
karakteristicnim simptomima povratne vruc¢ice (STONE 1 BRISSETTE, 2017.). Ova borelija
takoder posjeduje membranske proteine koji imaju sposobnost vezanja faktora H i srodnih
proteina u ljudskom tijelu, ¢ime dolazi do inhibicije komplementom posredovanog imunosnog
odgovora domaé¢ina (ROTTGERDING i sur., 2017.). Mehanizmi preZivljavanja ove bakterije
u srediSnjem Ziv€anom sustavu, kod uglavnom imunokompromitiranih ljudi, relativno su
neistrazeni. Moze se djelomi¢no objasniti Cinjenicom da su svi istrazeni imunokompromitirani
pacijenti sa simptomima meningoencefalitisa prethodno bili tretirani imunosupresivnim
lijekom, koji smanjuje koncentraciju imunoglobulin M (IgM) protutijela uniStavajuc¢i B-
limfocite. Medutim, prisutnost odredenih nepoznatih inhibitora komplementa moze doprinijeti

razvoju infekcije (STONE i BRISSETTE, 2017.).

2.4. Klini¢ka slika

Kako je ranije navedeno, B. miyamotoi moze uzrokovati klinicke simptome kod ljudi. Kod
imunokompetentnih ljudi javljaju se blazi simptomi, sli¢ni gripi, kao $to su vruéica, tresavica,
glavobolja, umor, malaksalost, mialgija, artralgija, anoreksija, mucnina/povracanje, a
zabiljezene su i limfadenopatija te vrtoglavica. Iako B. miymotoi pripada skupini spiroheta
uzrocnika povratnih vruéica, slucajevi s karakteristiénim ponavljaju¢im febrilnim epizodama
koje se izmjenjuju s afebrilnim razdobljima opisani su tek sporadi¢no, no moguce da je to
posljedica tretiranja pacijenata antimikrobnim pripravcima u ranoj fazi bolesti (CUTLER i
sur., 2019.).



Promjene na kozi u obliku osipa (engl. erythema migrans, EM) smatraju se posljedicom
istovremene infekcije s nekom od bakterija iz Borrelia burgdorferi s.I. kompleksa, , koje
tipicno uzrokuju ovu vrstu koznih promjena. Ovu pretpostavku znanstvenici objaSnjavaju
slabom osjetljivos¢u molekularne metode, lan¢ane reakcije polimerazom (PCR) za otkrivanje
lajmske bolesti iz uzoraka krvi, s obzirom na malu koli¢inu navedenih bakterija u krvi, a vecu

koli¢inu u kozi, za vrijeme akutne infekcije (KARAN i sur., 2018.).

Kod imunokompromitiranih pojedinaca javlja se ve¢inom neuroloski oblik bolesti. U tim
slucajevima tijek bolesti uglavnom je polagan i progredira kroz nekoliko mjeseci. Mogu se
javiti simptomi meningoencefalitisa i meningitisa poput gubitka koncentracije i pamcenja,
poremecaja sluha 1 kretanja, vrtoglavice, glavobolje 1 ukoCenosti vrata, a zabiljezen je 1 jedan
slucaj meningitisa kod imunokompetentne osobe (HOVIUS i sur., 2013., GUGLIOTTA 1 sur.,
2013., BODEN i sur., 2016., HENNINGSSON i sur., 2019.).

Unato¢ tome §to je Borrelia miyamotoi dokazana u macaka te krpelja pri¢vr§¢enih na psima i
domacim preziva¢ima (govedima i kozama), do danas nema zabiljeZenih simptomatskih
slucajeva u zivotinja (SHANNON i sur., 2017., NAMINA i sur., 2019., RICHTER i
MATUSCHKA, 2010.).

2.5. Dijagnostika

Za postavljanje sumnje na bolest uzrokovanu bakterijom B. miyamotoi, znacajni su
anamnesticki podaci. Tu ubrajamo ugrize krpelja kod ljudi koji imaju nespecificne klinicke
simptome, udruzene s vru¢icom i nepoznate etiologije, a visoko rizi¢ne skupine su lovci,
Sumari i planinari (JAHFARI i sur., 2014., SZEKERES 1 sur., 2015.). U tim slucajevima
moguce je naci leukopeniju i trombocitopeniju u krvi, a u cerebrospinalnom likvoru pove¢anu
koli¢inu proteina. Za postavljanje objektivne dijagnoze potrebno je dokazati uzro¢nika
mikrobioloskim ili molekularnim metodama, a moguce je dokazati i specificna protutijela

seroloskim metodama dijagnostike (CUTLER i sur., 2019.).

Za uzgoj bakterije B. miyamotoi potrebno je koristiti sloZzene tekuce hranjive podloge.
Komercijalno dostupna modificirana Barbour-Stoenner-Kelly hranjiva podloga (BSK-H),
Cesto koriStena za uzgoj bakterija iz kompleksa B. burgdorferi s.l., nije pogodna za uzgoj ove

bakterije (BORGOYAKOV i sur., 2011.). 1z tog razloga, u ovu svrhu uspjesno je koristena



varijacija Barbour-Stoenner-Kelly hranjive podloge (BSK-M), koja poput BSK-H podloge
sadrzi kuniéji serum, no drugacijeg je sastava (TAKANO i sur., 2014.). Moguce je koristiti i
modificiranu Kelly-Pettenkofer hranjivu podlogu (MKP), obogacenu serumom govedeg
fetusa (WAGEMAKERS i sur., 2014.), ili ljudskim serumom (MARGOS i sur., 2015.).

U akutnoj fazi infekcije, uzro¢nika je moguée dokazati u krvi i cerebrospinalnom likvoru
mikroskopijom i pomo¢u PCR metode. Od Cetvrtog dana bolesti znatno pada uspjesnost ovih
metoda, usporedno sa smanjenjem koli¢ine uzro¢nika u krvi (KARAN 1 sur., 2018.). Za
poboljsanje dijagnosticke osjetljivosti vezane uz mikroskopiju, u dosadaS$njim istrazivanjima
navode se koriStenje mikroskopa s tamnim vidnim poljem, imunofluorescencija i bojenje
preparata specificnim bojama (akridin-narancasta boja 1 bojenje po Giemsi) (GUGLIOTTA 1
sur., 2013., HOVIUS i sur., 2013., BODEN i sur., 2016.). PCR metode temelje se na
dokazivanju prisutnosti dijelova gena, najceS¢e flaB gena za flagelin, glpQ gena za
glicerofosfodiester-fosfodiesterazu, 16S rRNK gena, ili dijela 5S-16/23S rRNK intergenske
regije (razmaknice) (WAGEMAKERS i sur., 2015.).

Za detekciju protutijela u serumu moguce je koristiti imunoenzimni test (ELISA), a Western
blot (imunoblot) kao potvrdu rezultata prethodne metode (SINSKI i sur., 2016.). Detektiraju
se protutijela na glicerofosfodiester-fosfodiesterazu (GIpQ), antigen borelija uzro¢nika
povratnih vrucica, a nemaju ga borelije iz kompleksa B. burgdorferi s.l., kao i neki drugi
uzro¢nici krpeljima prenosivih bolesti (vrste iz rodova Anaplasma, Babesia i Ehrlichia)
(KRAUSE 1 sur., 2015.). GlpQ homologni proteini pronadeni su i kod bakterija vrste
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Haemophilus influenzae i Escherichia coli, ali se
smatra da je unakrizna reakcija s protutijelima na GlpQ protein bakterije B. miyamotoi malo
vjerojatna jer im se sekvence dovoljno razlikuju. Unakrizna reakcija izmedu protutijela na
GIpQ protein bakterije B. miyamotoi i drugih vrsta borelija uzro¢nika povratnih vrucica je
moguca, ali potonje bakterije nisu prenoSene krpeljima iz roda Ixodes, a ¢esto se razlikuju i
podrucja na kojima se javljaju enzootski (KRAUSE i sur., 2015., TELFORD i sur., 2015.). U
seroloskoj dijagnostici moguce je koristiti i Vmps kao antigen, a posebno dobre rezultate daje

koriStenje prethodno navedenih antigena zajedno (KROETSVELD i sur., 2018.).

Unato¢ svakodnevnom napretku po pitanju otkrivanja pogodnih nacina dijagnostike bolesti
uzrokovane ovom spirohetom, niti jedna od prethodno navedenih metoda jo§ se uvijek ne

primjenjuje u rutinskoj dijagnostici (CUTLER i sur., 2019.).



Diferencijalno dijagnosticki moraju se iskljuciti bolesti kod kojih se javljaju nespecificni
simptomi poput vrucice, umora i glavobolje. Tu posebno ubrajamo bolesti prvenstveno
prenosene krpeljima iz roda Ixodes kao §to su lajmska borelioza, babezioza, anaplazmoza i
krpeljni encefalitis, a i neke druge krpeljima prenosive bolesti kao §to su povratne vruéice
prenoSene mekim krpeljima, erlihioza i rikecioze te pojedine bolesti koje se ne prenose
krpeljima, kao $to je bolest Zapadnog Nila (TELFORD i sur., 2015., KRAUSE i sur., 2015.,
WAGEMAKERS i sur., 2015.).

2.6. Lijecenje

Eksperimentalni podaci o osjetljivosti bakterije B. miyamotoi na antibiotike in vitro jos uvijek
su oskudni (KOETSVELD i sur., 2017., KOETSVELD i sur., 2018.). 1z tog razloga se
optimalni antibiotici izbora, njihovo doziranje i trajanje lijeCenja jo§ moraju utvrditi, te se
preporuke za lijeCenje temelje na protokolima lije€enja bolesti uzrokovanih drugim vrstama
borelija (KRAUSE i sur., 2015., CUTLER i sur., 2019.). Tetraciklini i B-laktami pokazali su
se kao naju¢inkovitije skupine antibiotika u lijeCenju bolesti uzrokovane bakterijom B.
miyamotoi. Doksiciklin je naj¢eSc¢e koriSteni antibiotik u pacijenata s blazim oblikom bolesti.
S obzirom na to da je doksiciklin kontraindiciran kod djece mlade od devet godina, trudnica i
dojilja, kao alternativa doksiciklinu moze posluziti amoksicilin. Cefiriakson, cefotaksim i
penicilin G ucinkoviti su u lijeCenju pacijenata s meningoencefalitisom (KRAUSE 1 sur.,

2015.).

Kao nuspojava primjene antibiotika u pacijenata inficiranih spirohetama, moze se javiti
Jarisch-Herxheimerova reakcija (JHR), a kod pacijenata oboljelih od bolesti uzrokovane
bakterijom B. miyamotoi javlja se relativno rijetko (BUTLER, 2017., PLATONOV i sur.,
2011.). Ova pojava javlja se unutar dva sata od pocetka primjene antibiotika, a unutar osam
sati dolazi do povlagenja simptoma. Pracena je otpustanjem citokina, a od simptoma najcesc¢i
su naglo poviSenje tjelesne temperature, tresavica, znojenje, tahikardija i hipotenzija.
Prognoza je povoljna u vecine pacijenata, posebno onih kojima je pruzena potporna terapija u
obliku tekuéinske terapije, te ako je potrebno, lijekova s vazopresivnim ué¢inkom (BUTLER,
2017.).



2.7. Profilaksa

Profilaksa se temelji uglavnom na osobnim zastitnim mjerama kao $to su noSenje prikladne
odjece i obuce tijekom boravka u prirodi (dugi rukavi, nogavice uvucene u ¢arape, zatvorene
cipele), primjena repelenata na kozu i odjecu te tuSiranje i pregledavanje tijela nakon boravka
u prirodi, a u slucaju da se pronadu krpelji, potrebno ih je $to prije ukloniti. Na trziStu postoje
razni ektoparazitici koji djeluju protiv krpelja, a namijenjeni su ku¢nim ljubimcima, pa tako
razlikujemo ogrlice, pripravke koji se lokalno apliciraju na koZu 1 tablete. Kultiviranjem
pasnjaka i melioracijskim radovima kao $to je krcenje Sikara, moguce je suzbiti krpelje u
velikom broju jer im se umanjuju uvjeti za razmnoZavanje. Primjenom akaricida u okoliSu,
dio krpelja moze se suzbiti, no zbog negativnih ucinaka na okoli§ 1 moguénosti razvoja
rezistencije na pojedina kemijska sredstva, rijetko se koriste. Entomopatogene gljivice, koje
predstavljaju prirodne neprijatelje krpeljima, prihvatljive su za upotrebu, ali osjetljivije su na
okoliSne uvjete 1 krace im je trajanje ucinkovitosti od kemijskih sredstava. Cjepivo za
bakteriju B. miyamotoi, kao i za druge vrste borelija uzro¢nika povratnih vrucica, jo$ uvijek
nije razvijeno (EISEN i STAFFORD, 2020., TELFORD i sur., 2015., KRAUSE i sur., 2015.).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Obrada uzoraka

U ovom istrazivanju pretrazen je 181 uzorak slezene miSolikih glodavaca izlovljenih na
razli¢itim lokacijama u Republici Hrvatskoj tijekom 2017. godine, a uzorci su bili pohranjeni
u Zavodu za mikrobiologiju 1 zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.

Misoliki glodavci izlovljeni su u razdoblju od 2. lipnja do 27. listopada 2017. godine, na
sedam razli¢itih lokaliteta kontinentalnog dijela Republike Hrvatske koji su ukljucivali tri

zupanije: Zagrebacku, Koprivnicko-krizevacku i Sisacko-moslavacku (slika 1).

Slika 1. Mjesta izlova misolikih glodavaca.
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Navedena podru¢ja smatraju se endemskim za lajmsku boreliozu (MULIC i sur., 2006.), a
zbog zajedniCkog vektora, velika je vjerojatnost prisutnosti bakterije B. miyamotoi na tom

podrucju. Detaljan prikaz uzorkovanja naveden je u Tablici 1.

Tablica 1. Broj uzorkovanih zivotinja i datum uzorkovanja prema lokalitetu.

Zupanija Lokalitet Datum izlova | 5% (J:)dmk'
Siljakovacka Dubrava 27.10.2017. 7
Sljeme 12.7.2017. 48
Zagrebacka Zupanija - -
Velika Gorica 2.6.2017. 10
Turopoljski lug 27.10.2017. 11
Koprivni¢ko-krizevacka - 12.10.2017. 8
N .. Koprivnica
Zupanija 13.10.2017. 29
o 7.6.2017. 19
Lipovljani
26.10.2017. 22
Sisacko-moslavacka Zupanija
_ 19.10.2017. 24
Lekenik
20.10.2017. 3

3.2. Izdvajanje deoksiribonukleinske kiseline (DNK) iz tkiva slezene

DNK iz tkiva slezene miSolikih glodavaca izdvojena je koriStenjem komercijalnog kompleta
NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), prema uputama proizvodaca.
Stani¢na liza u uzorcima odvaganim na 25 mg postignuta je dodavanjem 180 puL pufera T1 i
25 uL enzima proteinaza K. Uzorci su inkubirani preko no¢i u termomijesalici na temperaturi
od 56°C i brzini okretaja od 300 rpm. Za postizanje stani¢ne lize dodano je i1 200 pL pufera
B3, te su uzorci dodatno inkubirani na 10 minuta, na temperaturi od 70°C. Po inkubaciji, u
uzorke je dodano 210 pL otopine 96%-tnog etanola, te su prebaCeni u epruvete sa
silikagelnim membranama koje sluze kako bi se DNK iz uzorka zadrzala na membrani.
Membrane su isprane s 500 pL pufera BW, a zatim sa 600 pL pufera B5. Za otpustanje DNK
dodano je 100 pL pufera BE. Dobiveni uzorci s cjelokupnom DNK pohranjeni su na

temperaturi od -20°C.
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3.3. Lancana reakcija polimerazom (,,Touchdown“ PCR)

Za dokazivanje specificnih odsjecaka DNK bakterije Borrelia miyamotoi, uzorci s
izdvojenom DNK analizirani su metodom lan¢ane reakcije polimerazom, po takozvanom
Touchdown protokolu. ,,Touchdown“ PCR (TD-PCR) omoguéuje umnazanje ciljanih
odsjeCaka DNK kada nije moguée izraCunati to¢nu temperaturu vezanja pocetnica, ¢ime se
povecava specificnost metode, te veci broj zeljenih odsjecaka u odnosu na ostale odsjecke
DNK. U prvih nekoliko ciklusa, temperatura vezanja pocetnica povecava se iznad standardne
temperature, ¢ime se dobiva veci broj Zeljenih DNK odsjecaka, jer je na viS§im temperaturama
vezanje pocetnica specificnije. Nakon toga, temperatura vezanja pocetnica snizava se za 1°C u
svakom idu¢em ciklusu jer je tada veca Sansa vezanja pocetnica na ciljane odsjecke DNK,

buduci da su tad u suvisku u odnosu na druge odsjecke DNK (HECKER i ROUX, 1996.).

Za PCR reakciju u ovom istrazivanju koriStene su uzvodna i nizvodna pocetnica koje su
specifiéne za umnazanje dijela gena za flagelin, flaB. Sljedovi baza uzvodne i nizvodne
pocetnice (TOKARZ 1 sur., 2010.) navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Nukleotidni sastav pocetnica koriStenih u PCR reakciji.

Specificnost Opis pocetnice | Slijed baza pocetnice 5'-3' Velicina PCR
proizvoda

flaB gen za uzvodna GCTGAAGAGCTTGGAATGCAAC | 114 pb

flagelin bakterije | pocetnica

Borrelia nizvodna GCAATTGCYTCATCCTGATTTG

miyamotoi pocetnica

Za izvodenje PCR reakcije koriSten je komercijalni komplet TaKaRa Taq™ Hot Start Version
(Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan). Ukupni volumen PCR smjese iznosio je 25 pL, a
sastavnice smjese prikazane su u Tablici 3. U PCR reakcijama koriStene su pozitivne i
negativne kontrole reakcija. Kao pozitivna kontrola koristena je DNK bakterije B. miyamotoi,

ustupljena u istrazivacke svrhe ljubaznos¢u prof.dr.sc. Alemke Markoti¢, Klinika za
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infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevic¢®, Zagreb. Kao negativna kontrola koristena je sterilna
voda.

Tablica 3. Prikaz sastavnica smjese za PCR reakciju.

Volumen (pL) za 1 uzorak
Enzim TaKaRa Taq HC 0,125
10x PCR pufer 2,5
dNTP smjesa 2
Pocetnica BF2 (10 uM) 0,625
Pocetnica BR2 (10 uM) 0,625
H20 18,125
Uzorak DNK 1

U Tablici 4. su prikazani uvjeti izmjena temperatura i vremensko trajanje pojedinih koraka
PCR reakcije (TADIN isur., 2016.).

Tablica 4. Prikaz temperatura i vremenskog trajanja pojedinih koraka PCR reakcije.

Temperatura (°C) Vrijeme Broj ciklusa

94 15 min 1

94 30s 1

65 30s 1

72 30s 1

94 30s 11 (u svakom ciklusu
65/-1°C 30s temperatura vezanja
72 30s pocetnica snizava se za 1°C)
94 30s 38

54 30s

72 30s

72 7 min 1

4 0 1
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3.4. Agarozna elektroforeza

Za izvodenje ove metode pripremljen je 1% agarozni gel otapanjem 0,5 g agaroznog praha u
50 ml Tris Acetatnog EDTA (TAE) pufera. U agarozni gel dodano je 3 uL boje za DNK,
Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, Madison,WI, USA). Gel je izliven u kalup s ¢esljem
pomocu kojeg su formirane jazice nakon §to se gel hladio 30 minuta. U jazice je otpipetirano
po 5 uL uzorka pomijesanog s 1 pL bromfenol-plave boje, DNA Loading Buffer, 6x (Lonza,
Basel, Switzerland) kako bi se DNK uzorka spustila na dno jazice i omoguéila njena
vidljivost. Uz ispitivane uzorke, u jaZice su dodane pozitivna i negativna kontrola reakcije, te
DNK marker, 100 bp DNA Ladder (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). Elektroforeza se
provodila u trajanju od 45 minuta, pod 120 V/80 mA, a za vizualizaciju DNK Kkoristila se UV
kamera, Gel Doc™ XR+Gel Documentation System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). (Slika
2).

Slika 2. Vizualizacija pozitivnih PCR uzoraka u 1% agaroznom gelu pomo¢u UV svjetla.
Pozitivni uzorci: 1. M-2092, 2. M-2102, 3. M-2103, 4. M-2010, 5. M-2037; K+ je pozitivna
kontrola; K- je negativna kontrola; M predstavlja DNK marker, 100 bp.
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4. REZULTATI

4.1. Istrazivana populacija miSolikih glodavaca

U ovom istrazivanju pretrazena je 181 genomska DNK izdvojena iz slezene misolikih
glodavaca prikupljenih tijekom petomjesecnog razdoblja (od 2. lipnja do 27. listopada 2017.
godine). Misoliki glodavei su potjecali sa sedam razli¢itih lokacija rasprostranjenih na tri

zupanije kontinentalnog dijela Republike Hrvatske.

Od sveukupnog broja pretrazenih zivotinja, njih 51,9% (94/181) je potjecalo od muzjaka,
47,5% (86/181) od zenki, dok podaci o spolu za jednu Zivotinju nisu poznati (Grafikon 1).

1%

47%
52%

m muZjaci ® Zenke nepoznato

Grafikon 1. Zastupljenost pretrazenih miSolikih glodavaca s obzirom na spol.

Detaljna analiza ispitivanih vrsta miSolikih glodavaca ukazala je na najvecu zastupljenost
zutogrlog miSa (Apodemus flavicollis) (29,8% odnosno 54/181), a raspodjela ostalih vrsta je
kako slijedi: obi¢ni Sumski mi§ (Apodemus sylvaticus) (28,2% odnosno 51/181), poljski mi§
(Apodemus agrarius) (19,9% odnosno 36/181), Sumska voluharica (Myodes glareolus)
(17,1% odnosno 31/181), livadna voluharica (Microtus agrestis) (2,2% odnosno 4/181),
poljska voluharica (Microtus arvalis) (1,7% odnosno 3/181) te rovka (Sorex spp.) (1,1%
odnosno 2/181) (Grafikon 2).
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28%

m A flavicollis  w A. sylvaticus = A. agrarius = M. glareolus = M. agrestis = M. arvalis = Sorex spp.
Grafikon 2. Zastupljenost vrsta miSolikih glodavaca unutar sveukupnog broja pretrazivanih
uzoraka.

4.2. Utvrdivanje prisutnosti dijela flaB gena za flagelin bakterije Borrelia miyamotoi
Prisustvo dijela flaB gena za flagelin bakterije Borrelia miyamotoi dokazano je u 2,8%

uzoraka (5/181) (Tablica 5).

Tablica 5. Uzorci kod kojih je utvrdena prisutnost dijela flaB gena za flagelin bakterije

Borrelia miyamotoi iz slezene miSolikih glodavaca.

Redni broj Oznaka uzorka Vrsta miSolikog glodavca | Mjesto ulova Spol
1. M-2010 Apodemus sylvaticus Velika Gorica Z
2. M-2037 Apodemus sylvaticus Sljeme M
3. M-2092 Apodemus flavicollis Koprivnica Z
4. M-2102 Apodemus flavicollis Koprivnica Z
5. M-2103 Apodemus agrarius Koprivnica Z
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Od ukupno pet zZivotinja pozitivnih na bakteriju B. miyamotoi, tri (60%) su bile iz podrucja
Koprivnice, dok je jedna (20%) bila iz podrucja Velike Gorice te jedna (20%) iz sljemenskog
podrucja (Grafikon 3).

20%

20% 60%

m Koprivnica m Velika Gorica = Sljeme

Grafikon 3. Zastupljenost pozitivnih uzoraka po lokalitetima.

Usporedbom broja pozitivnih i ulovljenih Zivotinja, utvrdeno je 10% (1/10) pozitivnih
uzoraka u Velikoj Gorici, zatim 8,1% (3/37) u Koprivnici te 2,1% (1/48) na Sljemenu
(Grafikon 4).
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100%
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70%
60%
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10%

0%

Turopoljski = Siljakovacka

Velika Gori Koprivni Slj Lipovlljani Lekenik
elika Gorica oprivnica ieme ipovlljani ekeni Lug Dubrava
B Ulovljeni 10 37 48 41 27 11 7
| Pozitivni 1 3 1 0 0 0 0

M Pozitivni B Ulovljeni

Grafikon 4. Udio pozitivnih Zivotinja u ukupnom broju ulovljenih Zivotinja po pojedinim

lokalitetima.

U ovom istrazivanju ustanovljen je jednaki broj pozitivnih uzoraka kod obi¢nog Sumskog (A.
sylvaticus) i zutogrlog misa (A. flavicollis) i to u 40% slucajeva (2/5), a jedan pozitivni uzorak
(20%) ustanovljen je kod poljskog misa (A. agrarius) (Grafikon 5).

40%

® Apodemus sylvaticus m Apodemus flavicolis = Apodemus agrarius

Grafikon 5. Zastupljenost pojedinih vrsta misolikih glodavaca u ukupnom broju pozitivnih

uzoraka.
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Gledajuci udio pozitivnih u ukupnom broju ulovljenih Zivotinja, utvrdeno je 3,9% (2/51)
pozitivnih uzoraka kod obi¢nog Sumskog misa (A. sylvaticus), zatim 3,7% (2/54) kod

zutogrlog misa (A. flavicollis) te 2,8% (1/36) kod poljskog misa (A. agrarius) (Grafikon 6).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

A. sylvaticus = A. flavicollis = A.agrarius = M. glareolus = M. agrestis M. arvalis Sorex spp.
H Ulovljeni 51 54 36 31 4 3 2
W Pozitivni 2 2 1 0 0 0 0

W Pozitivni  m Ulovljeni

Grafikon 6. Udio pozitivnih Zivotinja u ukupnom broju ulovljenih Zivotinja po pojedinim

vrstama.



5. RASPRAVA

Misoliki glodavci predstavljaju jedan od najvaznijih izvora krvnog obroka za krpelje. Imaju
brzi metabolizam, visoku stopu reprodukcije, relativno veliku tjelesnu povrSinu u odnosu na
tjelesnu tezinu 1 veliku brojnost populacije u prirodnim stani§tima. Prethodno navedene
znacajke ¢ine glodavce prikladnim domacinima za krpelje i takoder prikladnim rezervoarima
za mnoge patogene (SZEKERES i sur., 2015.). Ksenodijagnostikom su pojedini miSoliki
glodavci potvrdeni kao kompetentni rezervoari bakterije B. miyamotoi (BURRI i sur., 2014.).

U ovom radu prikazana je proSirenost bakterije B. miyamotoi u populaciji miSolikih
glodavaca, izlovljenih na sedam razli¢itih lokaliteta u Republici Hrvatskoj u razdoblju od pet
mjeseci. Koriste¢i se metodom lanCane reakcije polimerazom po ,,Touchdown* protokolu,
2,8% uzoraka genomske DNK, porijeklom s tri uzorkovana lokaliteta, bilo je pozitivno na
bakteriju B. miyamotoi. NajviSe pozitivnih glodavaca (1,7%) utvrdeno je na podrucju
Koprivnice, a od vrsta kod kojih je utvrdeno prisustvo bakterije B. miyamotoi, najzastupljenije
su bile zutogrli mi§ (Apodemus flavicollis) i obi¢ni Sumski mi§ (Apodemus sylvaticus) sa
prevalencijama od 1,1%. Ovime je prvi puta u Republici Hrvatskoj dokazano prisustvo
bakterije B. miyamotoi u obi¢nog Sumskog miSa (Apodemus sylvaticus). U Nizozemskoj je u
populaciji obi¢nog Sumskog miSa (Apodemus sylvaticus) utvrdena prevalencija od 14%
(WAGEMAKERS i sur., 2017.). Prisustvo ove bakterije utvrdeno je i kod poljskog misa
(Apodemus agrarius) s prevalencijom od 0,6%. TADIN i sur., 2016. su u poljskog misa
zabiljezili prevalenciju od 13,2%. Dosada$njim istrazivanjima na podrucju Europe utvrdeno je
prisustvo bakterije B. miyamotoi u rasponu od 0,8 do 9,3% ispitivane populacije zutogrlog
misa (Apodemus flavicollis). Primjerice, istrazivanjem u RH, TADIN i sur., 2016. ustanovili
su prisustvo ove bakterije u 0,8% ispitivane populacije zutogrlog misa (Apodemus flavicollis),
Sto je slicno rezultatima dobivenim ovim istraZivanjem. Sli¢ni rezultati dobiveni su i
istrazivanjem u Sloveniji i Madarskoj gdje su prevalencije iznosile 1,2% i 1,5% (CERAR i
sur., 2015., SZEKERES 1 sur.,, 2015.). Ve¢a prevalencija u populaciji Zutogrlog misa
(Apodemus flavicollis) utvrdena je u Rumunjskoj i iznosila je 4% (KALMAR i sur., 2019.), te
u Slovackoj gdje je iznosila 9,3% (HAMISIKOVA i sur., 2017.). Za razliku od ovog
istrazivanja, pojedinim istrazivanjima u Europi dokazana je prisutnost bakterije B. miyamotoi
i u drugih vrsta miSolikih glodavaca kao $to su Sumska voluharica (Myodes glareolus) i to s
prevalencijama od 3,1 do 9% (KALMAR i sur., 2019., HAMISIKOVA i sur., 2017.,
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COSSON i sur., 2014, WAGEMAKERS i sur., 2017.) te poljska voluharica (Microtus
arvalis) i rovka (Sorex spp.) kod kojih je prisustvo bakterije B. miyamotoi utvrdeno u samo
jednom wuzorku, odnosno u 13% i 16,7% pretrazene populacije navedenih vrsta
(WAGEMAKERS i sur., 2017., TADIN i sur., 2016.). Razlike u prevalencijama dobivenim
ovim i drugim istrazivanjima mogu se objasniti razli¢itim metodama prikupljanja uzoraka,
koli¢inama uzoraka, lokalitetima i razdobljima u kojima su uzorci prikupljeni te metodama
dijagnostike koriStenim u svrhu otkrivanja prisustva ove spirohete (CERAR i sur., 2015.), au
nekim slucajevima 1 razlikama wu strukturi vrsta glodavaca obuhvacenih razlicitim

istrazivanjima.

Interakcija patogena, vektora i rezervoara ima kljuénu ulogu u pojavi krpeljima prenosivih
bolesti. Dokazom bakterije B. miyamotoi u miSolikih glodavaca, ovim istrazivanjem
potvrdena je njihova uloga kao rezervoara ove bakterije u RH. Time se moze zakljuciti da
postoji moguénost infekcije ljudi bakterijom B. miyamotoi na podruc¢ju Republike Hrvatske.
Nadalje, krpelji predstavljaju vektore i rezervoare bakterije B. miyamotoi (BARBOUR i sur.,
2009.). Podaci iz dosada$njih istraZzivanja kao Sto su prevalencija ove bakterije najéeS¢e u
rasponu od 0,6 do 5% istrazivanih populacija krpelja (CUTLER i sur., 2019.) te u¢inkovitost
prijenosa ove bakterije s krpelja na ¢ovjeka od 8,3% (SARKSYAN 1 sur., 2015.), mogu
doprinijeti procjeni rizika od pojave navedene bolesti. Daljnja istrazivanja su neophodna kako
bismo u potpunosti razumjeli epizootiolo§sko/epidemioloski ciklus ove bakterije u Republici

Hrvatskoj.

21



6. ZAKLJUCCI

1. Prisustvo bakterije B. miyamotoi utvrdeno je u pet jedinki (2,8%) miSolikih
glodavaca, izlovljenih na podru¢ju kontinentalne Hrvatske, $to potvrduje njihovu

ulogu kao rezervoara ove bakterije u RH.

2. Po prvi puta u Republici Hrvatskoj, dokazano je prisustvo bakterije B. miyamotoi u

obi¢nog Sumskog misa (Apodemus sylvaticus).
3. S obzirom na rezultate dobivene ovim istrazivanjem, moze se zakljuciti da postoji

mogucnost infekcije ljudi bakterijom B. miyamotoi na podru¢ju Republike

Hrvatske.
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8. SAZETAK

Prosirenost bakterije Borrelia miyamotoi u populaciji miSolikih glodavaca

Borrelia miyamotoi emergentni je bakterijski patogen, a pripada skupini spiroheta uzro¢nika
povratnih vru€ica u ljudi. Unato€ Cinjenici da najcesce uzrokuje blaze simptome sli¢ne gripi,
kod imunokompromitiranih pojedinaca moze uzrokovati teske neuroloske simptome. Na ljude
i zivotinje prenosi se krpeljima iz porodice Ixodidae, a glavne rezervoare ove bakterije
predstavljaju miSoliki glodavci. Podaci o prosirenosti bakterije B. miyamotoi u RH i samim
time stupnju izloZenosti ljudi infekciji su prilicno oskudni, stoga je cilj ovog istraZivanja bio
odrediti proSirenost bakterije B. miyamotoi u populaciji glodavaca u razli¢itim podrucjima
Republike Hrvatske. Uzorci tkiva slezene miSolikih glodavaca izlovljenih na sedam lokaliteta
u RH, pretrazeni su metodom lan¢ane reakcije polimerazom po ,,Touchdown* protokolu, a
pozitivni rezultati utvrdeni su u 2,8% uzoraka. Ovime je prvi puta u Republici Hrvatskoj
dokazano prisustvo bakterije B. miyamotoi u obi¢nog Sumskog miSa (Apodemus sylvaticus).
Nadalje, prisustvo ove bakterije dokazano je i u zutogrlog (Apodemus flavicollis), te poljskog
misa (Apodemus agrarius), Sto potvrduje ulogu miseva kao rezervoara ove spirohete, stoga se
moze zakljuciti da postoji mogucnost infekcije ljudi bakterijom B. miyamotoi na podrucju
Republike Hrvatske. Daljnja istrazivanja su neophodna kako bismo u potpunosti razumjeli

epizootioloSko/epidemioloski ciklus ove bakterije.

KLJUCNE RIJECI: Borrelia miyamotoi, migoliki glodavci, krpelji, Hrvatska
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9. SUMMARY

Prevalence of Borrelia miyamotoi in small rodents

Borrelia miyamotoi, an emergent bacterial pathogen, is a spirochete which causes relapsing
fever in humans. Although it most commonly causes mild flu-like symptoms, it can lead to
severe neurological symptoms in immunocompromised individuals. It is transmitted to
humans and animals by Ixodes tick species, whereas its main reservoir is small rodents. Data
on the prevalence of B. miyamotoi as well as human exposure to infection in the Republic of
Croatia are rather scarce, so the aim of this study was to determine the prevalence of B.
miyamotoi in the rodent population in different parts of Croatia. Samples of spleen obtained
from small rodents caught at seven localities in Croatia were examined by using the
Touchdown polymerase chain reaction protocol, and positive results were found in 2.8% of
the samples. This is the first time that the presence of B. miyamotoi was proven in the wood
mouse (Apodemus sylvaticus) in Croatia. Furthermore, the presence of B. miyamotoi was
found in the yellow-necked mouse (Apodemus flavicollis) and the striped field mouse
(Apodemus agrarius), confirming the role of mice as a reservoir of this spirochete,
highlighting the potential for human infection with B. miyamotoi in Croatia. Further research
is needed to fully understand the epizootiological and the epidemiological cycle of B.

miyamotoi.

KEY WORDS: Borrelia miyamotoi, small rodents, ticks, Croatia
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 5. svibnja 1988. godine u Zagrebu. Srednjoskolsko zvanje stekla sam 2007.
godine u Skoli za medicinske sestre Mlinarska u Zagrebu. Iste godine upisala sam Studij
organizacije, planiranja i upravljanja u zdravstvu na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Rijeci, a od 2009. godine pohadam Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu. Zbog
zanimanja za bolesti ku¢nih ljubimaca, na petoj godini studija opredijelila sam se za
usmjerenje ,,Kuéni ljubimci® te sam prisustvovala na edukativno-struénim skupovima i

kongresima vezanim uz struku.
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