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SAZETAK

Utjecaj bolesti prenosivih ¢lankonoscima na klini€ki oblik i tijek babezioze u

pasa

Klju€ne rijeCi: ¢lankonoscima prenosive bolesti, babezioza, pas, anaplazmoza

Bolesti prenosive ¢lankonoScima uzrokovane su mikroorganizmima koji se prenose
ubodom hematofagnog ¢lankonosca, u vecini slu€ajeva krpelja ili komarca, te su
ovisne i odredene klimatskim uvjetima i staniStem. Pod utjecajem globalnih klimatskih
promjena dolazi i do promjena u samim vektorima, prvenstveno u smislu poboljSanja
njihove sposobnosti Sirenja bakterija, virusa, protozoa i helminta. Parazitski
Clankonosci (pr. krpelji, buhe, komarci i papataci) u€inkoviti su prijenosnici velikog broja
bakterija, virusa, protozoa i helminta koji inficiraju stoku, kuéne ljubimce i Covjeka.
Najznacajnije su bolesti prenosive vektorima u pasa one koje prenose krpelji i komarci,
a u Republici Hrvatskoj su dokazani slijedeéi uzro€nici: Babesia canis, Babesia vogeli,
Babesia caballi, Babesia gibsoni, Theileria annae, Theileria equi, Babesia microti,
Hepatozoon canis, Leishmania infantum, Anaplasma platys, Anaplasma
phagocytophilum i Borellia burgdorferi sensu lato.

Ciljevi su ovog istrazivanja bili: pridonijeti boljem poznavanju patogeneze babezioze,
utvrditi prevalenciju koinfekcije u pasa oboljelih od babezioze, utvrditi prevalenciju
koinfekcije u pasa oboljelih od kompliciranog oblika babezioze, utvrditi postoji li
korelacija izmedu koinfekcije i klini¢kog tijeka, oblika i ishoda babezioze i utvrditi razlike
u klini¢koj slici i laboratorijskim pokazateljima u pasa oboljelih od nekompliciranog i
kompliciranog oblika babezioze ovisno o prisutstvu ko-infekcije.

Istrazivanjem je obuhvaéeno ukupno 127 pasa zaprimljenih u ambulantu Klinike za
unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta u Zagrebu u razdoblju od 01.01.2009. do
31.12.2012. godine. Svim psima je potvrdena dijagnoza babezioze pronalaskom
protozoe Babesia canis u razmasku periferne krvi. Neposredno nakon postavljanja
dijagnoze jednokratno je svim psima apliciran imidokarb dipropionat. U svim je
pretrazenim uzorcima krvi pasa PCR metodom potvrdena vrsta Babesia canis. Od 127

pasa ukljuCenih u istraZivanje, 15% ih je bilo seropozitivno na vrstu Anaplasma

Vi



phagocytophilum, dok ih je 85% bilo seronegativnho. Niti jedan pas nije bio
seropozitivan na vrste Ehrlichia canis, Borellia burgdorferi, Leishmania infantum, te u
niti jednog psa nije dokazan antigen vrste Dirofilaria immitis. Kod niti jednog psa
seropozitivnog na vrstu Anaplasma phagocytophilum PCR metodom nije dokazana
DNA specifi€na za rod Anaplasma, kao niti za vrstu Anaplasma phagocytophilum.

Ovim istrazivanjem je utvrdeno da postoji statistiCki znaCajna obzirom na dobnu
strukturu istrazivane populacije. Naime, veca je frekvencija pojave seropozitivnosti na
vrstu Anaplasma phagocytophilum u srednjoj do starijoj dobi. Nadalje, u seropozitivnih
pasa utvrdena je statisticki znacajno niza temperatura u odnosu na seronegativne pse.
Razmatrajuéi pojavu komplikacija babezioze, najéeSce su bile prisutne: sindrom
viSestrukog zatajivanja organa (MODS), akutna ozljeda bubrega, akutna rabdomioliza
i imunosno-posredovana hemoliticka anemija. Komplicirani oblik babezioze pojavio se
u ukupno 29% istrazivane populacije pasa, a utvrdena je statisticki znacajna razlika u
pojavnosti kompliciranog oblika babezioze u seropozitivnih u odnosu na seronegativne
pse. Nadalje, utvrdena je statistiCki znaCajna veca pojavnost MODS-a, akutne ozljede
bubrega, akutne rabdomiolize, imunosno-posredovane hemoliticke anemije i
diseminirane intravaskularne koagulacije u serpozitivnih pasa. U ovom istrazivanju je
utvrdeno da je vjerojatnost pojave komplikacija 4,81 puta vec¢a u seropozitivnih nego u
seronegativnih Zivotinja, te da se vjerojatnost pojave komplikacija povecava $to je
zivotinja starija. U diferencijalnoj krvnoj slici zabiljezen je statistiCki znacajno veci udio
nesegmentiranih neutrofilnih leukocita i monocita u seropozitivhin pasa, a od
biokemijskih pokazatelja statistiCki zna€ajno viSa aktivnost kreatin kinaze i aspartat-
aminotransferaze. Sto se mortaliteta ti¢e, u ovom je istraZivanju iznosio 6,3%. Ishod
babezioze bio je statistiCki znacajno nepovoljniji kod pasa koji su razvili komplicirani
oblik babezioze, a istrazivanje je pokazalo da seropozitivnost na Anaplasma
phagocytophilum predstavlja Cimbenik rizika za razvoj komplicirane babezioze, koji u

konacnici i utje€e na konacni ishod bolesti.
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SUMMARY

The influence of arthropod-borne diseases on the clinical form and clinical

course of canine babesiosis

Arthropod-borne diseases are caused by microorganisms transmitted by the bite of a
hematophagous arthropod, in the majority of cases by the bite of a tick or mosquito.
They are dependant on global climate conditions and habitat, which are interconnected
with the biological needs of the microorganism, its arthropod vector and reservoir host
(mammal). Influenced by the global climatic changes, changes in the vectors
themselves appear, namely, changes in their ability to trasmitt bacteria, viruses,
protozoa, and helminths. Parasitic arthropods (i. e. ticks, fleas, mosquitos, sandflies)
are effective carriers of numerous bacteria, viruses, protozoa and helminths, with
which in turn cattle, companion animals and humans are infected. The most significant
vector-borne diseases in dogs are those transmitted by arthropod vectors, and in the
Republic of Croatia following microorganisms have been demostrated: Babesia canis,
Babesia vogeli, Babesia caballi, Babesia gibsoni, Theileria annae, Theileria equi,
Babesia microti, Hepatozoon canis, Leishmania infantum, Anaplasma platys,

Anaplasma phagocytophilum i Borellia burgdorferi sensu lato.

The main goals of this study were to contribute to better understanding of canine
babesiosis pathogenesis, determine the rate of co-infection in dogs with babesiosis,
especially in the cases of complicated babesiosis. Also, to establish if there is a
correlation between co-infection and clinical course, form and outcome of canine
babesiosis, and to determine differences in clinical signs and laboratory findings

between dogs that are in co-infection and those that are not.

In this study 127 dogs addmited at the Clinic for Internal Diseases, Faculty of
Veterinary Medicine in Zagreb between January 1 2009 and December 31 2012, that
were diagnosed with canine babesiosis were included. Diagnosis of canine babesiosis
was established by finding of protozoa Babesia canis in the smear of peripheral blood.
All dogs received single dose of antibabesial drug, imidocarb-dipropionate. In blood
samples of all dogs, by the means of PCR, Babesia canis as a causative agent has
been confirmed. Of 127 dogs included in the study which were tested with IDEXX
Snap4DX, 15% of dogs tested positive for Anaplasma phagocytophilum, while 85% of
dogs tested negative. None of the dogs tested positive for Ehrlichia canis, Borellia
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burgdorferi, Leishmania infantum, and Dirofilaria immitis. In dogs that tested positive
additionaly PCR was done to establish active infection, but in none of the dogs
Anaplasma-specific DNA was not demonstrated.

This study showed that statistically significant difference exists in regard to age
structure of the studied population. Increased frequency of seropositivity was
demonstrated in middle aged to older dogs. Furthermore, in seropositive dogs
statistically significant lower temperature was found, compared to seronegative dogs.
Most frequently observed complication of canine babesiosis was multiple organ
dysfunction syndrome (MODS), followed by acute kidney injury, acute rhabomyolysis
and immune-mediated hemolytic anemia. Complicated babesiosis developed in 29%
of dogs, and statistically significant difference in development of complicated
babesiosis between seropositive and seronegative dogs was demonstrated. Also, in
seropositive dogs statistically significant higher incidence of MODS, acute kidney
injury, acute rhabdomyolysis, immune-mediated hemolytic anemia and disseminated
intravascular coagulation was demonstrated. Dogs that tested seropositive had a 4.81
times higher probability for development of complications of canine babesiosis. The
probability for development of complications also increased with age. In differential
blood count statistically significant increase in numbers of nonsegmented neutrophils
and monocytes were observed in the group of seropositive dogs. Of biochemical
parameters, dogs that tested seropositive had statistically higher activity of creatin
kinase and aspartate aminotranspherase. Regarding the mortality rate, in this study it
totaled 6.3%. In dogs that developed complicated babesiosis statistically higher
incidence of unfavourable outcome was demostrated, while seropositivity to
Anaplasma phagocytophilum represented a risk factor for development of complicated

canine babesiosis, which in turn influences the final outcome of the disease.
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POPIS OZNAKA | KRATICA

ACVIM — Americka Skola veterinarske interne medicine (engl. American College of
Veterinary Internal Medicine)

ADP — adenozin difosfat

AKI — akutna ozljeda bubrega (engl. acute kidney injury)

ALT - alanin-aminotransferaza

ALP — alkalna fosfataza

AMY - amilaza

APTV — aktivno parcijalno tromboplastinsko vrijeme

ARDS - akutni respiratorni distresni sindrom (engl. acute respiratory distress
syndrome)

AST — aspartat-aminotransferaza

ATl — antitrombin 111

bp — parovi baza (engl. base pairs)

CARS - sindrom kompezacijskog protuupalnog odgovora (engl. compensatory
antiinflammatory response syndrome)

CDC - Centar za kontrolu bolesti (engl. Center for Disease Control)

CHOL - kolesterol

CPK — kreatin-kinaza

CRT - vrijeme ponovnog punjenja kapilara (engl. capillary refill time)

cTnl — sr€ani troponin |

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucelinic acid)

DIK — diseminirana intravaskularna koagulacija

ELISA — imunoenzimni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

gGT — gama-glutamil transferaza

HCT - hematokrit

IFAT — indirektna imunofluorescencija (engl. immunofluorescent antibody testing)

IFN — interferon

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

I. ]. — internacionalna (medunarodna) jedinica

IL — interleukin
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im. - intramuskularno

IMHA — imunosno-posredovana hemolitiCka anemija (engl. immune-mediated
haemolytic anaemia)

IOM — Medicinski institut Nacionalne akademije znanosti Sjedinjenih Americkih Drzava
(engl. Institute of Medicine)

IR — nepromijenjiva regija lipoproteina vanjske membrane (engl. invariable region)
IRIS — Medunarodno interesno drustvo za bubrege (engl. International Renal Interest
Society)

iv. — intravenski

KC-like — c¢imbenik sliCan keratinocit kemoatraktantu (engl. keratinocyte
chemoattractant like factor)

K-EDTA - dikalijeva sol etilendiaminotetraoctene kiseline (engl. dipotassium
ethylenediaminetetraacetic acid)

LIP - lipaza

LPS — lipopolisaharidi

MCP — kemotaksijski protein monocita (engl. monocyte chemoattractant protein)

MIP — upalni protein makrofaga (engl. macrophage inflammatory protein)

MODS - sindrom viSestrukog zatajivanja organa (engl. multiple organ dysfunction
syndrome)

Osp — lipoproteini vanjske membrane (engl. outer surface proteins)

PCR - lan€ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PDGF — Cimbenik rasta iz trombocita (engl. platelet-derived growth factor)

PG — prostaglandin

PLE — nefropatija sa gubitkom proteina (engl. protein-losing nephropathy)

po. — peroralno

PSGL — glikoproteinski ligand P-selektina (engl. P-selectin gylcoprotein ligand)

PTE — pluéna tromboembolija

PV — protrombinsko vrijeme

RANTES - kemokin, prema engl. regulated upon activation, normal T-cell expressed
and secreted

RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
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SIRS - sindrom sustavnog upalnog odgovora (engl. systemic inflammatory response
syndrome)

sk. — subkutano

SZS — sredi$nji Zivéani sustav

Th — T-pomocénicki limfociti

TNF — ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)
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1. uvOoD

Bolesti prenosive ¢lankonoScima uzrokovane su parazitima, bakterijama ili virusima,
mikroorganizmima koji se prenose ubodom ili prihvaéanjem hematofagnog
Clankonosca, u vedini slu€ajeva krpelja ili komarca (PAROLA i sur., 2005); one su
ovisne i odredene klimatskim uvjetima i staniStem koje je uskladeno sa bioloSkim
potrebama mikroorganizma, njegovog vektora-ClankonoSca i u konacnici rezervoara-
sisavca (FRITZ, 2009). Suzbijanje bolesti prenosivih ¢lankonoScima prvenstveno
zahtijeva multidisciplinaran pristup, posebice kada se uzme u obzir Cinjenica da veliki
broj navedenih bolesti posjeduje zoonotski potencijal. Nadalje, u proSlom desetljecu
svjedo€imo pojavi novih bolesti, kao i novoj pojavi veé poznatih, ali sa promjenama u
epidemioloSkim  znaCajkama, poput primjerice  prevalenciji, geografskoj
rasprostranjenosti i patogenosti (SHAW i sur., 2001; PAROLA i sur., 2005). BEUGNET
i MARIE (2009) navode da se pojavnost nekih bolesti prenosivih &lankono3cima
povecava u europskim zemljama, te da uzroCnici ,slobodnije” prometuju medu
razliCitim zemljama. Navedeno je prvenstveno posljedica djelovanja Covjeka.
Klimatske promjene (osobito globalno zagrijavanje) utje€u i na gustocu populacije
odredenog Clankonosca-vektora, na njegovu geografsku rasprostranjenost i vektorsku
sposobnost (BEUGNET i MARIE, 2009). Ljudi trenutno prolaze kroz besprimjerne
Zivotne promjene, kao i njihov odnos sa zivotinjama, bilo ljubimcima ili Zivotinjama
namijenjenim za proizvodnju; promjene se ne odnose samo na svjetske klimatske
promjene (TABACHNICK, 2010), ve¢ i na dramatitne demografske promjene,
promjene u ponaSanju, nacinu iskoristavanja dobara i promjene u okoliSu
(SUTHERST, 2004). Navedene promjene, samostalno ili udruzeno djelujuéi, dovode i
do promjena medudjelovanja izmedu Covjeka, Zivotinje i uzroCnika bolesti, $to u
konacnici rezultira pojavom novih ili izmijenjenih ,starih® bolesti (JONES i sur., 2008.;
OTRANTO i EBERHARD, 2011). U takvim uvjetima i pod utjecajem navedenih
promjena dolazi i do promjena u samim vektorima (pr. krpeljima, buhama, komarcima
i papatacima), tako dolazi i do poboljSanja njihove sposobnosti da Sire bakterije, viruse,
protozoe i helminte (COLWELL i sur., 2011). Dakle, bolesti prenosive ¢lankonoScima,
ili Sire reCeno bolesti prenosive vektorima dio su stalnih promjena u svijetu, te se
posljedi¢no tome i trajno prilagodavaju novim uvjetima postojanja. Mijenjaju vektore
kojima se Sire, mijenjaju nositelja, rasprostranjenost i virulenciju (PAROLA i sur., 2008;
COLWELL i sur., 2011).



U posljednjih deset godina primije¢ena je pojava, uvjetno re¢eno, novih bolesti u ljudi,
kopitara i mesozdera, primjerice babezioze u sjevernoj Njemackoj (HASELBARTH i
sur., 2007), Nizozemskoj (MATJILA i sur., 2005) i NorvesSkoj (GINES i sur., 2010),
monocitne erlihioze u juznoj Europi (DOMINGOS i sur., 2011), anaplazmoze
uzrokovane vrstom Anaplasma playts (A. platys) u Francuskoj (BEAUFIL i sur., 2002),
te anaplazmoze wuzrokovane vrstom Anaplasma phagocytophilum  (A.
phagocytophilum) u goveda, konja, pasa i maCaka u sjevernoj Europi (BEUGNET i
MARIE, 2009).

Briga o emergentnim infekcijama nije vezana isklju€ivo uz javno zdravstvo. Medicinski
institut Nacionalne akademije znanosti Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (Institute of
Medicine, IOM) u svojoj raspravi objavljenoj 1992. godine naglasava da slozZeni ciklusi
bolesti prenosivih ClankonoScima Cesto obuhvacaju brojne vrste sisavaca, drugih
kraljeznjaka i nekraljeznjaka; pritom je Covjekova medusobna povezanost sa domadim
mesozderima od posebnog interesa, osobito u svijetlu bolesti koje prenose krpelji
(LEDERBERG i sur., 1992). Uz ¢injenicu da su psi osjetljivi na bolesti prenosive
krpeljima, oni postaju i rezervoarima patogenih mikroorganizama, i to u smislu
konacnih nositelja i prenositelja krpelja, te u konacénici pokazatelja regionalnog rizika
odredene bolesti (FRITZ, 2009).

Parazitski ¢lankonoSci (pr. krpelji, buhe, komarci i papataci) u€inkoviti su prijenosnici
velikog broja bakterija, virusa, protozoa i helminta koji inficiraju stoku, ku¢ne ljubimce i
Covjeka globalno (OTRANTO i sur., 2009). Globalno gledajuéi, bolesti prenosive
Clankonoscima pogadaju zdravlje ljudi i Zivotinja, te svjetsku ekonomiju, €inedi pritom
17% svih zaraznih bolesti i uzrokujuéi milijunske Stete sto¢noj industriji godisnje (WHO,
2004).

Svojevrsna eksplozija psece populacije, drustvena uloga pasa u razvijenim zemljama
svijeta (pr. terapijski psi i psi vodiCi slijepih) i sve bliskiji odnos sa €ovjekom
predstavljaju sve veci javnozdravstveni rizik (ORMEROD i sur., 2005; OTRANTO i sur.,
2009).

Najznacajnije bolesti prenosive vektorima u pasa su one koje prenose krpelji, komarci
i papataci (ClankonoSci): babezioza, erlihioza, anaplazmoza, dirofilarioza, liSmanioza,
borelioza, bartoneloza, hepatozoonoza i krpeljno-prenosivi meningoencefalitis
(RANDOLPH, 2004; BOWMAN i sur., 2009). Nadalje, sve se CeSce opisuju sluCajevi
koinfekcija, sa viSe uzrocnika bolesti prenosivih ¢lankonoScima istovremeno, kako u

Covjeka, tako i u pasa. Istovremena infekcija sa viSe uzroCnika bolesti prenosivih
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ClankonoScima najvjerojatnije je posljedica prijenosa viSe uzrocCnika istim vektorom ili
pak prijenosa viSe uzroCnika putem razliCitih vektora, u razliitim vremenskim
razdobljima (KORDICK i sur., 1999).

U Republici Hrvatskoj su dokazani brojni uzro€nici bolesti prenosivih ¢lankonoscima:
Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia caballi, Babesia gibsoni, Theileria annae,
Theileria equi (BECK i sur., 2009), Babesia microti (BECK i sur., 2011), Hepatozoon
canis (VOJTA i sur., 2009), Leishmania infantum (ZIVICNJAK i sur., 2005), Anaplasma
platys (DYACHENKO i sur., 2011), Anaplasma phagocytophilum i Borellia burgdorferi
sensu lato (TURK i sur., 2008). Pritom jer vazno istaknuti da neki ¢lankonoSci mogu
prenositi i viSe bolesti istodobno. Takoder je vazno napomenuti da je u Hrvatskoj
mortalitet u pasa oboljelih od babezioze veci od 10%, Sto je znacajno viSe u odnosu
na mortalitet u ostalim dosada istrazenim dijelovima Europe, izuzev Madarske
(MATIJATKO i sur., 2012).



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. CLANKONOSCI KAO VEKTORI ZARAZNIH BOLESTI

Brojne osobitosti (pr. hematofagija) velikog broja ¢lankonozaca C&ine ih vaznim
vektorima brojnih zaraznih bolesti u pasa i macaka (WALL i PITTS, 2005). Medu
ClankononoScima najvaznije vektorske vrste su: krpelji, komarci, papataci, muhe i
buhe.

2.1.1. KRPELJI

Krpelji su obvezatni hematofagni ektoparaziti i smatraju se najznacajnijim vektorima
zaraznih bolesti (RIJPKEMA i sur., 1996). Pripadaju koljenu ¢&lankonozaca
(Arthropoda), razredu paucnjaka (Arachnida), podrazredu grinja (Acari ili Acarina) i
srodnici su Sugaraca i pauka. Znac¢ajnu ulogu u prijenosu zaraznih bolesti imaju krpelji
Sikare (porodica Ixodidae), odnosno unutar porodice pripadnici rodova Rhipicephalus,
Ixodes i Dermacentor. Pripadnici krpelja nastambi (porodica Argasidae) prvenstveno
parazitiraju na pticama, SiSmiSima i reptilima, te nisu od znacaja kao vektori zaraznih
bolesti u pasa i maaka (WALL i PITTS, 2005). Krpelje, nakon komaraca, smatramo u
medicinskom smislu najvaznijom skupinom c¢lankonozaca (JAENSON i JENSEN,
2007).

Pseci smedi krpelj ili krpelj Stenare (Rhipicephalus sanguineus) globalno gledano je
najrasirenija vrsta krpelja, njegov nositelj je pas, a na nositelju mogu parazitirati svi
razvojni stadiji ovog krpelja. Ceste su invazije $tenara i skloni$ta za napustene pse
ovim krpeljom, gdje je on aktivan tijekom cijele godine. Diljem euroazijskog kontinenta
najprosireniji je obi¢ni ili Sumski krpelj (Ixodes ricinus), kojeg nalazimo na livadama i u
Sumama, gdje larvalni i nimfalni stadiji prvenstveno parazitiraju na manjim sisavcima
(poput primjerice, miSeva) i pticama, dok odrasle jedinke nalazimo na divljim i domacéim
Zivotinjama. Rasprostranjenost ovoga krpelja se povecava, osobito posljedicno toplijim
zimskim razdobljima, pa je on aktivan gotovo cijelu godinu. Osim navedenog krpelja
istoj vrsti pripada i psedi ili jezev krpelj (Ixodes hexagonus), rasprostranjen diljem
periurbanih podrugja Europe, te u sjevernoj Africi. Cesto parazitira na mackama.
Krpelje pripadnike roda Dermacentor, prvenstveno vrstu Dermacentor reticulatus,

nalazimo rasprostranjene po europskom i sjeverno-americkom kontinentu. Odrasle
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jedinke navedene vrste parazitiraju prvenstveno na psima, dok larvalne i nimfalne
stadije nalazimo na glodavcima (WALL i PITTS, 2005).

Sto se rasprostranjenosti krpelja porodice Ixodidae ti¢e, na podrugju Republike
Hrvatske zabiljezena je 21 vrsta (KRCMAR, 2012). U pasa i macaka nadene su vrste
Dermacentor marginatus, D. reticulatus, Rhipicephalus sanguineus, R. turanicus,
Ixodes ricinus i I. hexagonus. Krpelj vrste D. reticulatus zabiljeZzen je tek nedavno na
podrucju Republike Hrvatske (DOBEC i sur., 2009).

Zivotni ciklus krpelja Sikare obuhvacen je &etirima stadijima: stadijem jajasca,
Sestonozne liCinke, osmonozne nimfe i osmonozne odrasle jedinke. Tijekom
izmjenjivanja navedenih stadija, liCinke, nimfe i odrasle jedinke parazitiraju na
Zivotinjama. Pretpostavlja se da je parazitizam krpelja evoluirao posljedi¢no bliskoj
povezanosti sa nositeljima koji grade gnijezda, no tijekom vremena krpelji su razvili
mehanizme pomocu kojih trajno ostaju na nositelju ili imaju sposobnost pronalazenja
nositelja u okoliSu. Vecina krpelja Sikare ipak nije aktivho u potrazi za nositeljem, veé
Ceka svojeg nositelja, skriveno u vegetaciji (primjerice, na vrhovima vlati trave). Krpelji
otkrivaju potencijalnog nositelja pomoéu kemoreceptora koji se nalaze na tarzusima
prvog para nogu, osjecajuci tragove ugljicnog dioksida i drugih kemijskih spojeva koje
otpusta nositelj. Po kontaktu sa nositeljom prelaze sa vegetacije na njegovu povrsinu
te traze mjesto prihvata (NEEDHAM i TEAL, 1991).

Vecina je krpelja Sikare rasprostranjena u podrucjima sa relativno velikim brojem
nositelja i uvjetima okoliSa koji podrzavaju njihov opstanak tijekom razdoblja Zivotnog
ciklusa u kojem se ne nalaze na nositelju, pa se Zivotni ciklus takvih krpelja odvija
preko tri nositelja (trikseni krpelji). U takvom zivotnom ciklus li€inke se prihvaéaju na
odgovarajuceg nositelja, po€inju se hraniti krvlju (Sto traje od Cetiri do Sest dana), te se
nakon hranjenja otpustaju, padaju na tlo i pretvaraju se u nimfe. Nimfe se ponovo
prihvac¢aju na odgovaraju¢eg nositelja, na njemu se hrane krvlju te se po zavrSetku
ciklusa hranjenja otpustaju i padaju na tlo. Nimfe se presviae u odrasle jedinke,
muskog i Zenskog spola, ponovo se prihva¢aju na nositelja, siSu krv, te se nakon
obroka pare i odlazu jaja na tlo. Relativno mali broj krpelja Sikare (pedesetak vrsta) koji
nastanjuju podrucja u kojima je broj nositelja nizak i uvjeti okoliSa su nepovoljni
prilagodio je svoj zivotni ciklus razvojem na jednom (monokseni krpelji) odnosno dva
nositelja (dikseni krpelji) (WALL i PITTS, 2005).

Vektorski potencijal krpelja je znaCajan, pa su tako svi trikseni krpelji prenosioci

razliCitih bolesti pasa i maCaka, jer bas$ takav zivotni ciklus, okarakteriziran kretanjem
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medu razli€itim nositeljima kao i €injenica da nisu vrsno-specifi¢ni u smislu hranjenja,
Cini ih vrlo vaznim vektorima bolesti. Divlje zivotinje su posebno znacajne kao
rezervoari patogenih mikroorganizama, osobito kada ih gledamo u svjetlu razvojnog
ciklusa krpelja, odnosno gledano kao cjelina divlja Zivotinja-krpelj-domaca Zivotinja.
Osim navedenog, Cimbenici koji doprinose tzv. vektorskom kapacitetu krpelja su:
Cvrsta veza sa nositeljem, duga razdoblja hranjenja (5to omogucuje unos i prijenos
velikog broja patogenih mikroorganizama), visoki reproduktivni potencijal krpelja, te
transstadijski i transovarijski prijenos patogenih mikroorganizama. Infekciju nositelja
mogu pospjesiti slinski antikoagulansi i druge tvari koje utjeCu na kutani imunosni
odgovor kao i upalu, te dovode do vazodilatacije sa posljedicnim povecanjem pritoka
krvi u podrucje prihvata krpelja. Slinska tekucina je glavni nacin prijenosa patogenih
mikroorganizama (ALEKSEEV i DUBININA, 2008; BEUGNET i MARIE, 2009; PAZ i
sur., 2010).

2.1.2. KOMARCI

Komarci su kukci koji pripadaju porodici Culicidae, redu dvokrilaca (Diptera). Porodica
obuhvaca preko tri tisu¢e razliCitih vrsta koje nastanjuju sva podruc¢ja svijeta, od
polarnih do tropskih. Porodica je podijeljena na tri podporodice: Anophelinae, Culicinae
i Toxorhynchitinae. Podporodica Culicinae broji vise od 2500 vrsta, a glavni su rodovi
navedene podporodice Aedes i Culex (WALL i PITTS, 2005). Brojne su vrste komaraca
podporodice Culicinae rasprostranjene na podrucju Republike Hrvatske, no najveéu
opasnost javnom zdravstvu, ne samo Hrvatske vec i Europe, predstavlja azijski tigrasti
komarac (Aedes albopictus), koji prenosi brojne patogene mikroorganizme: alfaviruse
(pr. uzro€nika isto€nog encefalitisa konja), flaviviruse (pr. uzro¢nika dengue groznice)
i nematode (Dirofilaria immitis i Dirofilaria repens) (MEDLOCK i sur., 2012).

Komarci su mali i vitki kukci, duzine dva do deset milimetara, koji svoja jaja polazu na
povrsini vode, osobito u vlaznim predjelima i tijekom noéi. Sa svakim polaganjem
Zenke poloze do 200 jaja. Li€inke svih vrsta komaraca su akvati¢ne, te ih nalazimo u
razliCitim staniStima: od lokvica, jezera, rubova potoka sve do bazena i otvorenih
rezervoara vode. Zivotni ciklus komaraca je obuhvacen sa &etiri razvojna stadija: jaje,
li¢inka, kukuljica i odrasla jedinka. Prva tri stadija se odvijaju u vodi, dok je odrasla
jedinka lete¢i kukac. Do parenja obic¢no dolazi unutar 24 sata od nastanka odrasle

jedinke. Komarci se uglavnom hrane nektarom i biljnim sokovima, dok za razvoj jaja
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raspon njihovih nositelja je velik; nositelja uo€avaju pomocu kretanja, osjeta tjelesne
topline, orijentacije prema smjeru puhanja vjetra i putem razliCitih kemijskih tvari
izlu€enih od strane nositelja (WALL i PITTS, 2005; HENDRICKX i LANCELOT, 2010;
LAAKSONEN i sur., 2010; JAVED i sur., 2013; VALLE i sur., 2013).

Vektorski potencijal komaraca je velik, jer oni su prenosioci razliCitih vrsta virusa,
nematoda i protozoa, te su vrlo otporni na Cimbenike okoliSa, pa se patogeni
mikroorganizmi u njima mogu odrzati tijekom razliCitih godisnjih doba. Tako primjerice,
kada odrasli komarac siSe krv nositelja zarazenog virusom, on biva uneSen sa
obrokom i dospijeva u srednje crijevo gdje invadira epitelne stanica crijeva i u njima se
umnaza. Nakon $to umnoZeni virus dospije u cirkulaciju biva raznesen po cijelome
organizmu i dospijeva u razlicita tkiva, u slinske Zlijezde, masna tjeleSca, jajnike i Zivce.
Patogeni se mikroorganizam najcesce Siri sisanjem krvi, no u nekih vrsta opisano je i
transovarijsko Sirenje virusa (WALL i PITTS, 2005).

2.1.3. PAPATACI

Papatadi ili nevidi pripadaju dvokrilcima (Diptera), porodici Psychodidae, podporodici
Phlebotominae i rasprostranjeni su u tropskim i subtropskim podrucjima, kao i
mediteranskom podrucju. Unutar podporodice Phlebotomiae dva su roda od znacaja
u veterinarskoj medicini: rod Phlebotomus i rod Lutzomyia. Papataci su znacajni kao
vektori liSmanioze u pasa i maCaka (QUINNELL i COURTENAY, 2009; DEPAQUIT i
sur., 2010; ESCH i PETERSEN, 2013).

Na podruCju Republike Hrvatske, prvenstveno srednje i juzne Dalmacije, prema
navodima MISCEVICA i sur. (1998), rasprostranjene su slijedeée vrste papataca:
Phlebotomus papatasi, P. neglectus, P. perfiliewi, P. tobbi i Sergentomyia minuta.
BOSNIC i sur. (2006) je u svojem istraZivanju rasprostranjenost papataca u Dalmaciji,
zabiljezila slijedece vrste: P. tobbi, P. neglectus, P. perfiliewi, P. mascittii i S. minuta.
Papataci su maleni kukci, veliCine do pet milimetara, a u svojem zivotnom ciklusu
prolaze kroz &etiri razvojna stadija: stadij jaja, liginke, kukuljice i odrasle jedinke. Zenka
polaze od 50 do 100 jaja, u pukotinama stabala, nakupinama suhoga lis¢a ili uz
korijenje stabala u Sumama. Li€inke se hrane organskim raspadnim produktima (feces,
raspadnuti dijelovi biljaka), a razvojni je ciklus papataca spor i traje od sedam do deset
tiedana. Odrasle jedinke papataCa se hrane nektarom, biljnim i voénim sokovima, te

7



Zive do Sest tjedana. Kao i kod komaraca, samo odrasle Zenke siSu krv, jer je krvni
obrok potreban za razvoj jaja. Papataci su vrlo ogranieni pri pronalasku nositelja, jer
su udaljenosti koje oni mogu prijeci, a u usporedbi sa komarcima, male, te ih privlace
ugljikov dioksid i feromoni drugih papataca. Kre¢u se ,u skokovima®“, sa doletom od
100 do 200 metara (READY, 2013).

Kao Sto je vec prije navedeno, papataci su najvazniji kao vektori liSmanioze u pasa i
macaka. Pri hranjenju na zaraZzenom nositelju papataci unose amastigote liSmanija,
koji se razvijaju izvanstanicno u srednjem i straznjem crijevu. Tri dana po ingestiji
amastigoti postaju promastigoti i migriraju u prednje crijevo, gdje se umnaZzaju.
Infektivni promastigoti bivaju regurgitirani pri hranjenju na novom nositelju. Prijenos
promastigota je pospjeSen opetovanim pokuSajima hranjenja, jer je prednje crijevo
opstruirano nakupljenim parazitima Sto otezava uspjesSno hranjenje papataca. Nadalje,
infekciju pospjesuju i vazodilatacijske tvari koje se nalaze u slini papataca (WALL i
PITTS, 2005; DOSTALOVA i VOLD, 2012; READY, 2013).

2.1.4. MUHE | BUHE

Redu dvokrilaca (Diptera) pripadaju dvije velike porodice Ciji su pripadnici vektori
razliitih bolesti: porodica obada (Tabanidae) i muha (Muscidae). Od veterinarsko-
medicinskog znacaja su: iz porodice obada rodovi Tabanus, Chrysops i Haematopota,
te iz porodice muha vrste Musca domestica, M. sorbens, M. autumnalis, M.
vetustissima, Haematobia irritans i Stomoxys calcitrans (WALL i PITTS, 2005).

Vrste iz porodice obada i muha vazni su mehanicki vektori virusa, bakterija, protozoa i
nematoda. Tako primjerice, kada se zenka obada hrani, prije samog sisanja krvi
ubrzigava u ranu slinu koja sadrzava antikoagulans, a pri prestanku hranjenja na
usnama i usnim dijelovima zaostaje manja koli¢ina krvi. Ukoliko se patogeni
mikroorganizam nalazi u krvi, on na ovaj na¢in moze prezivjeti i do sat vremena, pa
tako i biti preneSen na slijedeCeg nositelja, dakle radi se o mehani¢kom prijenosu
patogenog mikroorganizma (HORNOK i sur., 2008; WANG i sur. 2009).

Redu polukrilaca (Hemiptera), podredu stjenica (Heteroptera) pripada porodica kukaca
predatora Reduviidae, koji su vektori protozoa Trypanosma cruzi, uzroCnika
tripanosomoze, Chagasove bolesti. Kukac unosi uzroénika bolesti sisanjem Kkrvi
zarazenog nositelja, a u njemu se uzro€nik umnaZza nespolno, te se u straznjem crijevu

razvijaju metaciklicki tripomastigoti. UzroCnik se prenosi fecesom kukca, kojeg on
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polaze nakon sisanja krvi, a kojeg nositelj trljanjem i ¢eSkanjem unosi u ugriznu ranu,
ali i na sluznice oka, usta i nosa (VICKERMAN, 1985; COURA i BORGES-PEREIRA,
2012).

Buhe su mali, dobro pokretni i beskrilni hematofagni kukci, koji pripadadaju redu
Siphonaptera. Vrste buha od znaCaja u veterinarskoj medicini su pseca
(Ctenocephalides canis) i macja (Ctenocephalides felis) buha. Vektorski potencijal
buha proizlazi iz Cinjenice da se buhe hrane krvlju i da nisu specificne u izboru nositelja,
tako da se hrane na vrlo velikom broju nositelja (macja buha pronadena je na vise od
pedeset razliCitih vrsta). Vektorskom potencijalu buha pridonosi i &injenica trans-
ovarijskog Sirenja patogenih mikroorganizama (rikecije) kao i putem fecesa (vrsta
Bartonella henselae) (WALL i PITTS, 2005).



2.2.  IMUNOPATOLOGIJA BOLESTI PRENOSIVIH CLANKONOSCIMA

Prijenos patogenog mikroorganizma hematofagnim ¢lankonoScima zapravo zahtijeva
jedinstven oblik meduodnosa izmedu clankonoSca, patogenog mikroorganizma i
imunosnog sustava nositelja. U takovom ,trokutu® jedini je cilj lankono&ca hranjenje,
Sto postize na vrlo jednostavan nacin, koji je uglavhom jednak medu razli€itim vrstama
Clankonozaca. Tako ¢lankonoZac do obroka dolazi pomocu mehanicke penetracije
epidermisa nositelja i lu€enja vazoaktivnih i antikoagulacijskih molekula, koje poti¢u
lokalan protok krvi i omogucuju sisanje nekoagulirane krvi. Dodatno, posljedi¢no
djelovanju razli€itih molekula izlu€¢enih od strane ¢lankonoSca u mjesto penetracije,
lokalni imunosni i upalni odgovor biva moduliran. Taj lokalni imunosni i upalni odgovor
Cesto postaje sustavni, Sire¢i se na podru¢ne limfne &vorove te preko njih sustavno,
po cijelome organizmu nositelja, djelujuci supresivno i omogucujuci ¢lankonoscu duze
zadrzavanje na nositelju (kao Sto je to slucaj kod krpelja) (DAY, 2005; DAY, 2011).
Navedeni nacin manipulacije dermalnog ,mikrookoliSa“ od strane inficiranog
¢lankonosca zapravo pridonosi infekciji patogenim mikroorganizmom, jer optimizira
uvjete samog prijenosa, te kasnije Sirenja infekcije. Nadalje, samo prisutstvo
patogenog mikroorganizma u ¢lankonoscu utjeCe na biologiju pona$anja inficiranog
Clankonos$ca, kao Sto je to primjerice sluaj kod krpelja koji su inficirani borelijama
(NAUMOV, 1999; KEMPF i sur., 2009; DAI i sur., 2010; ROMASHCHENCKO i sur.,
2012) ili papataca inficiranih liSmanijama (FAIMAN i sur., 2011; CHELBI i sur., 2012;
PINTO i sur., 2012; DE OLIVEIRA i sur., 2013). Sa vremenom zapravo dolazi do
odredene ko-evolucije CclankonoSca i mikroorganizma kojeg (pre)nose u sebi
(ESTRADA-PENA i sur., 2009; TAYLOR i sur., 2012).

Patogeni mikroorganizmi koje prenose c¢lankonoSci uzrokuju bolesti koje su
patogenetski sloZene i kojih su posljedice ¢esto vezane uz sekundarne, imunosno-
posredovane promjene. Do razvoja navedenih sekundarnih promjena dolazi dijelom
zbog ucinka samog €lankonoSca, ali i djelovanja patogenog mikroorganizma (DAY,
2005).

2.2.1. MEDUODNOS KRPELJ-NOSITELJ
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Krpelji su evolucijski razvili brojne specijalizirane mehanizme koji ih €ine visoko
uCinkovitim hematofagnim parazitima; pritom je vecina navedenih mehanizama
vezana uz lu€enje razliCitih slinskih proteina, koji su u, biokemijskom i molekularnom
smislu, dobro prouceni. U odredenih vrsta krpelja, pojedini se slinski proteini razlikuju
izmedu muzjaka i Zenki. Od specijaliziranih mehanizama slijedeci ce biti spomenuti:
krpeljni cement, slinske antikoagulanse, slinske toksine, slinske protuupalne molekule
i slinske imunomodulacijske molekule.

Izlu€ivanje posebne kombinacije slinskih proteina nazvane cement, kojeg krpelj luci
prva dva dana sisanja, omogucuje C¢vrsti prihvat krpelja za nositelja te zadrzavanje
krpelja na nositelju tijekom duZeg razdoblja, Sto olakSava hranjenje i prijenos
patogenog mikroorganizma sa krpelja na nositelja. Radi se o razli¢itim proteinima
(molekularne mase 29 kDa, 36 kDa i 90 kDa), koji izazivaju jaki imunosni odgovor, a
cijepljenje kuni¢a proteinom molekularne mase 29 kDa Cak Stiti od prihvata krpelja
(SAUER i sur., 1995; MULENGA i sur., 1999; BISHOP i sur., 2002).

Kontinuirani protok krvi iz ubodnog mjesta do probavnog sustava krvi vrlo je vazan za
uspjeSno hranjenje krpelja. Navedeno krpelj postize lu€enjem brojnih slinskih
antikoagulansa, koje bivaju injicirane u mjesto uboda. Primjerice, velik broj vrsta krpelja
luCi apirazu, koja djeluje inhibiraju¢i nakupljanje trombocita potaknuto adenozin-
difosfatom (ADP); slina krpelja Ambylomma americanum inhibira Cimbenik Xa i
trombin, a slina krpelja [I. ricinus sadrzava najmanje dva antikoagulansa,
antitromboplastin (iksodin) i inhibitor trombina (iksin) (KAZIMIROVA i sur., 2002;
NARASIMHAN i sur., 2002; IMAMURA i sur., 2005; MONTEIRO i sur., 2008).

Uz navedeno, tvorbu cementa i lu€enje antikoagulansa, slinska Zlijezda krpelja od
vaznosti je za osmoregulaciju, posebice porodica proteina nazvana akvaporinima.
SuviSak tekucine u isisanoj krvi biva ponovo izlu¢en u nositelja putem sline, a krpelj
putem slinske Zlijezde apsorbira vodenu paru u atmosferskom zraku (BOWMAN i
SAUER, 2004; BALL i sur., 2009; CAMPBELL i sur. 2010). Tkivo slinske Zlijezde
tijekom hranjenje hipertrofira, najvjerojatnije pod utjecajem Zziv€anog sustava, te
neurotransmitora dopamina i duSikovog oksida (BOWMAN i SAUER, 2004,
VALENZUELA, 2004.). Nadalje, slinske Zlijezde lu€e i snazne neurotoksine (pr. krpelji
roda Rhipicephalus), koji prvenstveno djeluju na razini neuromisi¢nog spoja, $to moze
biti uzrokom paralize i smrti nositelja posljedicno paralizi diSnog miSi¢ja (VILJOEN i
sur., 1986; NAFE, 1988; OTRANTO i sur., 2012).
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U slini se nalaze i protuupalne molekule, koje se izlu€uju lokalno u mjesto uboda, a
kako bi krpelj mogao opstati na nositelju kroz duza vremenska razdoblja. Slina krpelja
sadrzi prostaglandine (RIBEIRO i sur., 1985; BOWMAN i sur., 1996). Tako
prostaglandin E2 (PGE2) vezivanjem na vezna mjesta u slinskoj Zlijezdi dovodi do
lu€enja brojnih bioaktivnih molekula koje pospjesuju hranjenje krpelja. Nadalje, PGE-,
iako nema znacajan imunosupresivan ucinak posjeduje lokalni vazodilatacijski u€inak
(RIBEIRO i sur., 1985; SA-NUNES i sur., 2007). Vazno je za napomenuti da se u
organizmu krpelja ne moze sintetizirati preteCa prostaglandinske molekule,
arahidonska kiselina, ve¢ je krpelj unosi sa krvlju nositelja (DAUGSCHIES i JOACHIM,
2000). Osim PGEz2, u krpelja su izdvojeni i PGF2q, PGD2 i PGB2 (ALJAMALI i sur.,
2002). Nadalje, krpelji luCe visoko selektivhe proteine (evanzine) koji se vezu na
kemokine te ih neutraliziraju, Sto slabi prirodnu imunost organizma i posljedi¢no tome
imunosni odgovor (DERUAZ i sur., 2008). Vrsta |. scapularis izlu¢uje kininaze koje
djeluju inhibitorno na bradikinin, te se na taj na€in smanjuje lokalno osjet bola, kao i
upalna reakcija. Osim kininaza, Iu€i i sialostatin L, protein koji djeluje inhibirajuci
proliferaciju citotoksi¢nih T-limfocita (KOTSYFAKIS i sur., 2006; STEEN i sur., 2006).
Imunomodulacijski ucCinak sline krpelja ocCituje se posljedicno poremecaju
uravnoteZzenog odgovora T-limfocita izazvanog antigenima podrijetlom od krpelja ili
patogenog mikroorganizma, koji je najlakSe otkriti citokinskim profilom aktiviranih T-
limfocita. Naime, izlaganje T-limfocita antigenima u slini krpelja dovodi do polarizacije
populacije T-limfocita, te stimulacije T2-pomoc¢ni¢kih limfocita (Th2), odnosno
destimulacije T1-pomo¢nickih limfocita (Th1) (MEJRI i sur., 2001; KOVAR i sur., 2002).
Thl-limfociti odgovorni su za stani¢ni imunosni odgovor te pomazu B-limfocitima u
tvorbi imunoglobulina G2. Opéenito govoreéi, da bi organizam ucinkovito odstranio
(unistio) unutarstani¢no smjeStenog patogenog mikroorganizma potreban je snazan
staniCni imunosni odgovor posredovan aktivnoS¢éu Th1-limfocita. Th2-limfociti
posreduju humoralan imunosni odgovor i pomazu B-limfocitima u tvorbi
imunoglobulina E, A i Gi. Th-limfociti medusobno se antagoniziraju lucenjem
specifiénih inhibicijskih citokina (MEJRI i sur., 2001; MULLER-DOBLIES i sur., 2007;
ZEIDNER i sur., 2008). FERREIRA i SILVA (1999) su istrazivanjem ucinka sline vrste
R. sanguineus dokazali imunomodulatorni u€inak sa jasnim Th2 citokinskim profilom,
odnosno dokazali su pojacanu tvorbu interleukina 4 (IL-4), IL-10 i transformirajuceg

Cimbenika rasta beta (TGFR), te smanjenu tvorbu IL-2 i interferona gama (IFNy).
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Istrazivanja imunomodulacijskog ucinka sline krpelja kod pasa su pokazala da invazija
krpeljom dovodi do supresije tvorbe protutijela, smanjenja funkcije neutrofila i odgovora
limfocita na mitogene, te dovodi do supresije i T- i B-limfocitnih podpopulacija
(MATSUMOTO i sur., 2001; MATSUMOTO i sur., 2003).

2.2.2. MEBUODNOS PAPATAC-NOSITELJ

Meduodnos hematofagnih kukaca i nositelja, u usporedbi sa odnosom krpelja i
nositelja, je prvenstveno prolazne prirode. No unato¢ navedenoj €injenici, hematofagni
insekti ubrizgavaju prilikom hranjenja u svoje nositelje snazne vazoaktivne tvari,
antikoagulanse i modulatore imunosnog odgovora (DAY, 2005).

Proteinski sastav sline sloZeniji je u Zenki kukaca, te se povecava tijekom prvih tri dana
od izlaska iz kukuljice, a sadrzaj proteina se mijenja ovisno o starosti i prehrani
papataCa (PRATES i sur., 2008). Slina papataCa posjeduje snazan antikoagulansni
uCinak posredovan aktivnoS¢u apiraza (VALENZUELA i sur., 2001). Slina vrste
Lutzomyia longipalpis sadrzava snazan vazodilatacijski polipeptid maksadilan
(GUILPIN i sur., 2002), dok slina flebotoma (pr. vrste P. papatasi) ispoljava svoj
vazodilatacijski u€inak putem adenozina i 5'-adenozin-trifosfata (KATZ i sur., 2000).
Slina papatata posjeduje snhazan imunomodulatoran ucinak te se smatra da
poboljSava infekciju liSmanijama (KAMHAWI, 2000). Tako MBOW i sur. (1998) opisuju
ucinak lizata slinske Zlijezde vrste P. papatasi na imunosni odgovor u misa inficiranih
vrstom Leishmania major: dolazi do polarizacije populacije T-limfocita u korist Th2-
limfocita, sa porastom tvorbe IL-4 i smanjenem tvorbe IFNy, te in vitro inhibicije
makrofaga. Slican je ucinak opisan i kod vrste L. longipalpis: lizat slinske Zlijezde
dovodi do inhibicije prezentacije antigena L. major makrofagima sa posljedicnom
supresijom proliferacije limfocita. Makrofagi u kulturi lizata slinske Zzlijezde L.
longipalpis bili su neosjetljivi na aktivaciju IFNy, te nisu tvorili dusi¢ni oksid, vodikov
peroksid i proupalne citokine, tvari potrebne za uniStenje unutarstanicno smjestenih
amastigota (HALL i TITUS, 1995). Navedeni uCinci posredovani su maksadilanom, koji
uz navedeni imunomodulatorni ucinak posjeduje i, kako je veé prije navedeno,
vazodilatacijski u¢inak (SOARES i sur., 1998; ROHOUSOVA i sur., 2005; BRODIE i
sur., 2007).

2.2.3. IMUNOSNI ODGOVOR NOSITELJA NA CLANKONOSCA
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Zastitni mehanizmi nositelja usmjereni su na odstranjivanje C¢lankonoSca, te se
opcenito govoreci radi o humoralnom i stanichnom imunosnom odgovoru usmjerenima
prvenstveno prema slinskim proteinima, koji bivaju uhvaceni od strane dendritiCkih
stanica (stanice koje prezentiraju antigen) u epidermisu i dermisu. Nakon prihvata
bivaju dopremljeni u podru¢ne limfne Cvorove gdje dolazi do aktivacije za antigen
specificnin T- i B-limfocita, te dolazi do tvorbe specificnih protutijela. Za antigen
specificni T-limfociti, posredstvom navodecih receptora i adresina, bivaju privu¢eni na
mjesto uboda ClankonosSca, a lokalno nastali citokini i kemokini privuci ¢e i druge vrste
leukocita, prvenstveno eozinofilne i bazofilne leukocite (ANDRADE i sur., 2005; DAY,
2005; DAY, 2011).

Proucavajuci upalni odgovor nositelja na invaziju krpelja vrste R. sanguineus u psa i
zamordi¢a, SZABO i sur. (1999) su primjetili da psi, za razliku od zamorgiéa, ne mogu
razviti otpornost na invaziju. U istraZivanju su autori promatrali histopatoloske
promjene na mjestu penetracije krpelja u razliitim vremenskim razdobljima (4, 24, 48
i 96 sati po prihvac¢anju) primarne, sekundarne i tercijarne invazije. lako su obje
zivotinjske vrste reagirale prvenstveno sa mononuklearnom infiltracijom na mjestu
penetracije, kod pasa je joS dominirala i neutrofilna infiltracija, dok su u zamorci¢a
dominirale eozinofilna i bazofilna infiltracija, ¢ime se moze objasniti rezistencija
zamorci¢a na ponovljenu invaziju. U sliénom istrazivanju usporedivani su nalazi
intradermalnog kozZnog testiranja na iscrpinu krpelja vrste R. sanguineus u
neinvadiranih i invadiranih pasa, miSeva i zamorci¢a. U kontrolnih Zivotinja nije
zabiljezen znac€ajan odgovor, u invadiranih pasa i miSeva zabiljezena je prvenstveno
reakcija preosjetljivosti ranog tipa, a u zamorci¢a reakcije preosjetljivosti ranog i
kasnog tipa (FERREIRA i sur., 2003). Zaklju¢no se moze reci da je za eliminaciju
krpelja od strane nositelja od presudne vaznosti stani¢na imunost.

Imunosni odgovor nositelja na slinske proteine u slini papataca iscrpno je prou¢avan u
eksperimentalnim modelima koji su pokazali da nakon uboda neinficiranog papataca,
ubrzigavanja lizata slinske Zlijezde papataCa i rekombinantnih slinskih proteina
papataca, organizam reagira tvorbom antitijela i reakcijom preosijetljivosti kasnog tipa
(KAMHAWI, 2000). Koliko je autoru poznato, iz dostupne literature, do sada nije
provedeno istrazivanje koje bi obuhvatilo odgovor organizma nositelja na slinu

papatacCa kao i narav kutanih lezija koje bi se mogle razviti posljedi¢no ubodu.
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2.3. PREGLED BOLESTI PRENOSIVIH CLANKONOSCIMA

2.3.1. BABEZIOZA

Babezioza je krpeljno-prenosiva bolest uzrokovana intraeritrocitnim protozoama roda
Babesia, koje pripadaju koljenu Apicomplexa, razredu Sporozoa, redu Piroplasmida,
porodice Babesiidae. Glavni su vektori babezioze, bolesti globalne rasprostranjenosti,
krpelji Sikare (Ixodidae). Bolest je po prvi puta opisana 1888. godine, kada su po prvi
puta opisane intraeritrocitne inkluzije (BABES, 1888), a nedugo zatim su SMITH i
KILBOURNE (1893) opisali uzro¢nika teksaske groznice u goveda i nazvali ga
Pyrosoma. Do danas je pojava bolesti opisana u pasa, macaka, vukova, lisica, dinga,
Sakala, leoparda, lavova i Covjeka (IRWIN, 2005). Babezije predstavijaju, u pravilu,
vrsno specifi¢ne parazite, no primjenom molekularnih metoda istrazivanja pokazalo se
da nositeljska specificnost babezija nije onakva kakvom ju se smatralo, odnosno ¢es¢e
se nalaze babezije u kraljeznacima koji nisu njihovi primarni nositelji (ZAHLER i sur.,
2000; HERWALDT i sur., 2003; KIM i sur., 2007). Nadalje, smatra se da su babezije,
nakon tripanosoma, naj¢es¢i krvni paraziti sisavaca, sto ih €ini od znacaja u smislu
globalnog javnog zdravstva (HUNFELD i sur., 2008). U Hrvatskoj je babezioza po prvi
puta opisana u ovce 1911. godine, psa 1939. godine (ZAHARIJA i sur., 1973), a kod
Sovjeka 1957. godine (SKRABALO i DEANOVIC, 1957).

Prvotno se smatralo da babeziozu pasa uzrokuje iskljucivo jedna vrsta babezija, no
nakon otkri¢a razlika u veli€ini i smjestaju merozoita u eritrocitu babezije su podijeljene
na dvije osnovne skupine: velike, kod kojih su merozoiti duzi od promjera eritrocita
(Babesia canis), i male babezije, kod kojih su merozoiti manji od promjera eritrocita
(Babesia gibsoni). Navedena se podijela tijekom godina nije bitnije mijenjala, a
promjene u podjeli su uslijedile u kasnim osamdesetim godinama prosloga stoljeca,
temeljem nalaza molekularnih i filogenetskih istraZivanja. Slijedom navedenog
babezije mozZzemo podijeliti na velike babezije, kojima pripadaju vrste Babesia canis,
B. vogeli, B. rossi, Babesia spp. (Coco) i B. caballi, i male babezije, kojima pripadaju
B. microti-sli¢na piroplazma (Theileria annae), B. gibsoni i B. conradae (SCHETTERS
i sur., 1997; CARRET i sur., 1999; PASSOS i sur., 2005; UILENBERG, 2006; BECK i
sur., 2009).

2.3.1.1. GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST
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Geografska rasprostranjenost velikin babezija prvenstveno ovisi 0 rasprostranjenosti
vektora, odnosno krpelja, pa se tako Sirenjem krpelja na nova podrucja Sire i babezije
koje krpelj prenosi, pa se danas opisuju sluCajevi babezioze u predjelima svijeta u
kojima je prije nije bilo (TROTZ i TREES, 2003). B. canis proSirena je diliem Europe, a
prenosi je krpelj D. reticulatus. Babezioza uzrokovana B. canis o ituje se Sirokim
rasponom klinickih znakova, od blagih pa sve do izrazitih, sa posljedi¢nim uginué¢em
Zivotinje. B. vogeli je zapravo najrasprostranjenija babezija u pasa, prvenstveno
zahvaljujuéi kozmopolitskoj nastanjenosti krpelja koji je prenosti, vrste R. sanguineus.
B. vogeli najmanje je patogena velika babezija pasa. B. rossi je najpatogenija vrsta
velikin babezija i geografski je ograniCena samo na podrucje isto¢ne i juzne Afrike
(MATIJATKO i sur., 2012). Prenosi je krpelj Haemaphysalis elliptica. Babesia spp.
(Coco) izdvojena je u Sjevernoj Karolini, Sjedinjenim Americkim Drzavama
(LEHTINEN i sur., 2008.). B. caballi pripada velikim babezijama i po prvi puta je
izdvojena u Hrvatskoj, 2009. godine (BECK i sur., 2009). Od malih babezija je
najrasprostranjenija B. gibsoni, prvenstveno po americkom i azijskom kontinentu, dok
se na europskom kontinentu javlja u pojedinacnim slu€ajevima (dokazana je i u
Hrvatskoj) (BECK i sur., 2009). Bioloski su vektori navedene babezije krpelji H.
longicornis i H. bispinosa, a zanimljivo je da se moze prenijeti i izravnim dodirom,
prvenstveno medu borbenim psima (BIRKENHEUER i sur., 2005). Od ostalih malih
babezija vrsta B. conradae izdvojena je u Kaliforniji, vektor joj je jo§ nepoznat
(KJEMTRUP i sur., 2006), dok je B. microti-sli€¢na piroplazma, privremeno nazvana T.
annae, dokazana na podrugju sjeverozapadne Spanjolske (ZAHLER i sur., 2000), ali i
u Hrvatskoj (BECK et al, 2009).

2.3.1.2. PRIJENOS

RazliCite vrste krpelja Sikare prenose babezije na nositelje, $to zapravo i predstavlja
osnovni nacin prijenosa babezija. Osim krpeljima, opisan je i ijatrogeni (transfuzijski)
prijenos (STEGMAN i sur., 2003), transplacentalni (FUKUMOTO i sur., 2005) i, u
slucaju B. gibsoni, prijenos putem ugriza (BIRKENHEUER i sur., 2005). Babezije su
prilagodene ,koristenju” krpelja kao vektora (MARTINSEN i sur., 2008), pa njihov
razvojni ciklus ukljuCuje spolno razmnozavanje u krpelju, koje zavrSava razvojem

sporozoita u slinovnicama. Nespolni dio razvojnog ciklusa zbiva se u eritrocitima

16



kraljeznjaka, a zavrSava razvojem merozoita. Merozoiti su razvojni oblik babezija
odgovoran za prijenos s kraljeznjaka na krpelja, a sporozoiti za prijenos s krpelja na
kraljeznjaka (HIGUCHI i sur., 1995).

Prilikom hranjenja slinom invadiranog krpelja sporozoiti dospijevaju u krvotok nositelja,
u kojem se prihvacaju za eritrocite, te u njih i prodiru endocitozom. Unutar eritrocita
zapocinje nespolan dio razvojnog ciklusa, u kojem dvojnom diobom, nastaju merozoiti,
koji zatim po lizi inficiranog eritrocita prodiru u druge eritrocite. Inficirane eritrocite
prilikom hranjenja u organizam unosi neinvadirani krpelj. Do danas nije do kraja
razjaSnjeno dolazi li do preobrazbe merozoita u gametocite u nositelju ili u krpelju
(BIRKENHEUER, 2012). No, spolni dio razvojnog ciklusa zbiva se u probavnom
sustavu krpelja i zapoc€inje fuzijom gameta u zigotu. Nastala zigota invadira epitelne
stanice crijeva krpelja, u kojima sporogonijom nastaju ookinete. Ookinete napustaju
epitelne stanice crijeva krpelja te migriraju u slinske Zlijezde i jajnike, sto omogucava
transstadijski i transovarijski prijenos babezija (BUSCHER, 1988; CHAUVIN i sur.,
2009).

2.3.1.3. PATOGENEZA

Babezioza je multisistemska bolest koja se u pasa klini¢ki o€ituje u dva osnovna oblika,
kao nekomplicirani i komplicirani oblik. JACOBSON i CLARK (1994) smatraju da se
nekomplicirani oblik babezioze javlja prvenstveno posljedicno hemolizi, a komplicirani
oblik posljedi€éno razvoju sindroma sustavnog upalnog odgovora (engl. systemic
inflammatory response syndrome, SIRS) i sindroma viSestrukog zatajivanja organa
(engl. multiple organ dysfunction syndrome, MODS). Prema tome se i teZina bolesti
krece od vrlo blage bolesti, subklinickog tijeka, sve do izrazito teSke bolesti sa
viSestrukim zatajivanjem organa i uginuéem Zivotinje (IRWIN, 2005; IRWIN, 2010).
Pritom je najvaznija, ako ne i kritiCna, odrednica tezine bolesti vrsta (ili soj) babezije
(IRWIN, 2005). Pritom ne treba zaboraviti na tezinu bolesti utjeCu i dodatni ¢imbenici,
poput imunosnog statusa jedinke, istovremenog postojanja drugih bolesti, te u
konacnici jaCina nastalog upalnog odgovora invadirane jedinke (IRWIN, 2010;
MATIJATKO i sur., 2012).

Nekomplicirani oblik babezioze je, opcéenito govoreéi, povezan sa blagom do
umjerenom anemijom, letargijom, slaboS¢u i hepatosplenomegalijom, te je osnovni

oblik kojim se ocituje infekcija vrstom B. vogeli. PoviSenje tjelesne temperature
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posljedica je otpustanja endogenih pirogena i upalnih medijatora, podrijetiom iz
upaljenog i hipoksi¢nog tkiva (IRWIN, 2010).

Komplicirani oblik babezioze oc€ituje se znakovima koji se ne mogu objasniti isklju€ivo
hemolitickom krizom. Navedeni je oblik babezioze detaljno istrazivan u juznoj Africi,
gdje je babezioza pasa uzrokovana izrazito virulentom vrstom B. rossi. Komplicirana
babezioza oCituje se teSkom anemijom i poremecajem funkcije jednog ili viSe organa
(IRWIN i HUTCHINSON, 1991; JACOBSON, 2006; SCHOEMAN i sur., 2007;
MATIJATKO i sur., 2010). JACOBSON i CLARK (1994) postavljaju hipotezu kojom
objasnjavaju razliita oCitovanja babezioze pasa, te navode da se vecina nastalih
promjena u babeziozi moZe pripisati odgovoru nositelja (na parazita), a ne iskljucivo
djelovanju parazita. Prema tome babezioza se dovodi u vezu s drugim ozbiljnim
bolestima, poput teSkih opeklina, akutnog pankreatitisa, teSke traume i sepse, stanja
koja u konacnici mogu rezultirati pojavom SIRS-a i MODS-a. Zbog navedenog danas
babeziozu moZzemo smatrati protozoalnom sepsom (BONE i sur., 1992; JACOBSON i
sur., 2002). Komplikacije babezioze su: MODS, akutna ozljeda bubrega (engl. acute
kidney injury, AKI), koagulopatije, akutna hepatopatija sa Zzuticom, imunosno-
posredovana hemolitiCka anemija (engl. immune-mediated haemolytic anaemia,
IMHA), akutni respiratorni distresni sindrom (engl. acute respiratory distress syndrome,
ARDS), hemokoncentracija, Sok, oSteCenje srca, cerebralna babezioza, akutni
pankreatitis, mjeSoviti acido-bazni poremecaji i diseminirana intravaskularna
koagulacija (DIK) (KELLER i sur., 2004; JACOBSON, 2006).

2.3.1.4. KLINICKA SLIKA

Babezioza pasa moze se javiti kao perakutna, akutna ili kroni€na bolest, a oCituje se
Sirokim rasponom klini¢kih znakova (tablica 1.). Inkubacija kod babezioze se krece od
Cetiri do dvadeset i jednog dana (BOOZER i MACINTIRE, 2003). Tipi¢ni su znakovi
kojima se babezioza pasa o ituje letargija, op¢a slabost, anoreksija i poviSenje tjelesne
temperature (SELANEC i sur., 2012). Na nekomplicirani oblik babezioze upucuju
slijededi klini¢ki znakovi: blijede vidljive sluznice, Zutica, hepatosplenomegalija i tamno
obojena mokraéa, a koji nastaju posljedicno hemolitickom procesu u organizmu
(IRWIN, 2005). Obzirom na stupanj anemije nekomplicirani oblik babezioze mozemo
podijeliti na blagi, umjereni i teSki (JACOBSON i CLARK, 1994).
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Komplicirani se oblik babezioze ocituje znakovima zatajivanja jednog ili viSe organa,
naime, poremecajem funckije srediSnjeg Ziv€anog sustava (cerebralna babezioza),
pojavom DIK-a, hemokoncentracije, IMHA-e, ARDS-a, AKl-a, akutne hepatopatije,
oStecenja srca, acido-baznih poremecaja i akutnog pankreatitisa (LOBETTI, 1998;
NEL i sur., 2004; MATIJATKO i sur., 2007). Komplikacije koje se mogu razviti u
babeziozi razli€ita su stupnja i razlikuju se od pacijenta do pacijenta (individualne su),
tako da nije moguca podjela na jedinstvene skupine pacijenata (BOHM i sur., 2006).
Komplicirani oblik babezioze rezultira visokom smrtnoScu, i Cesto je perakutnog tijeka
(MATIJATKO i sur., 2010).

Kroni¢ni oblik babezioze, poznat i kao stanje premunicije, javlja se bez obzira je li
Zivotinja lijecena ili nije. Kroni€ne su infekcije uglavhom asimptomatske, no pas ostaje
inficiran, pa se bolest kod izloZenosti stresu ili u imunosupresiji ponovo javlja. Nije
poznatno koliko dugo inficirani pas ostaje prenositelj, no pretpostavlja se da se radi o
duzem vremenskom razdoblju, ako ne i dozivotno (IRWIN, 2010).

Od laboratorijskin promjena babeziozu pasa prate regenerativna anemija,
trombocitopenija, promjenjivi broj leukocita (sniZzeni/normalan/povisen), pojava
autoaglutinacije, poviSenje aktivnosti alanin-aminotransferaze (ALT), aspartat-
aminotransferaze (AST), alkalne fosfataze (ALP), bilirubina, kreatin-kinaze (CPK), te
poviSenje koncentracije ureje i kreatinina (prerenalnog ili renalnog podrijetla).
Trombocitopenija predstavlja najceS¢u promjenu u krvnoj slici, a ne javlja se u svega
1% sluCajeva (KETTNER et al, 2003.; MATIJATKO i sur., 2009; SELANEC i sur.,
2012).

Tablica 1. Klini¢ki znakovi babezioze pasa (prema BIRKENHEUER, 2012).

Raspon klini¢kih znakova Trajanje klini¢kih znakova

TIPICNI ZNAKOVI PERAKUTNA BOLEST

19



Anoreksija

Letargija

Opca slabost

PoviSena tjelesna temperatura

Gubitak na tjelesnoj masi

SniZzena tjelesna temperatura
Sok

Koma

DIK

Metaboli¢ka acidoza

Uginuce

ATIPICNI ZNAKOVI

AKUTNA BOLEST

Ascites/edemi
Konstipacija/proljev
Ulcerozni stomatits
Krvarenja
Hiperemicne vidljive sluznice

Policitemija

Iscjedak iz o€iju i nosnica

Respiratorni distres

Mastikatorni miozitis

Bolnost u podrucju temporomanibularnog
zgloba

Bolnost u podrucju kraljeznice

Neuroloski znakovi:

epileptoidni napadi,

ataksija, pareza

Hemoliticka anemija
Zutica
Splenomegalija
Limfadenopatija

Povracanje

KRONICNA BOLEST

Intermitentno poviSenje tielesne temperature
Parcijalna anoreksija

LoSe gojno stanje

Limfadenopatija

Splenomegalija

Asimptomatska bolest

2.3.1.5. DIJAGNOSTIKA

Na temelju opisanih klini¢kih znakova, pra¢enih anemijom i trombocitopenijom, moze
se sumnjati na babeziozu. AnamnestiCki podatci o invaziji krpeljima, te boravak u
podrucju u kojem su prisutni krpelji, nedavna transfuzija krvi ili sukobi s drugim psima
dodatno potvrduju sumnju (SELANEC i sur., 2012).

Mikroskopska pretraga razmaska krvi obojenog po Pappenheimu, May-Grinwald-
Giemsi, Giemsi ili Wrightu, predstavlja najjednostavniju i najpristupacniju metodu
dijagnostike babezioze, nalazom babezija unutar eritrocita. Navedena se metoda
smatra metodom izbora samo u sluc¢ajevima klinicki manifestnog, akutnog oblika
bolesti, jer je tada dovoljno osjetljiva (IRWIN, 2005). U slu€ajevima kroni¢nih infekcija,
kao i asimptomatskih infekcija mikroskopska pretraga razmaska krvi nije podesna, te
se tada koriste osjetljivije dijagnostiCke metode, najbolje molekularne metode

dijagnostike, to¢nije lanCana reakcija polimerazom (engl. poylmerase chain reaction,
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PCR) (IRWIN, 2010). Prag otkrivanja babezija pomo¢u PCR-a znatno nadmasuje prag
mikroskopskog otkrivanja, no i ova metoda ima svoje nedostake. Naime, moguci su
lazno negativni rezultati kod kroni€nog oblika babezioze (BIRKENHEUER i sur., 2003,
JEFFERIES i sur., 2007). Od seroloskih metoda dijagnostike u svrhu dijagnostike
babezioze mogu se primjenjivati indirektna imunofluorescencija  (engl.
immunofluorescent antibody testing, IFAT) i imunoenzimna imunofluorescencija (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) (ABOGE i sur., 2007). Opcenito
govoreci, nedostatak je seroloskih metoda dijagnostike njihova slaba specifi€nost i
nemogucnost razlikovanja trenutne od preboljele infekcije.

Kod postavljene dijagnoze babezioze opravdano je, zbog sve veéeg broja slucajeva
koinfekcija, iskljuciti i mogucu istovremenu infekciju nekim drugim uzro¢nikom
prenosivim ¢lankonoScima (primjerice, anaplazme ili erlihije) (YABSLEY i sur., 2008).
SELANEC i sur. (2012) navodi da unato€ razvijenoj laboratorijskoj dijagnostici, niti
jedan dijagnosti¢ki postupak nije 100% siguran u smislu detekcije babezija. Zbog toga
se kombinacija seroloskih i molekularnih metoda dijagnostike smatra naboljim nainom

dijagnostike babezioze.

2.3.1.5. TERAPIJA

Primarni je cilj terapije babezioze eliminacija ili supresija parazita primjenom
specificnog, antibabezijskog, lijeka i rjeSavanje potencijalno smrtonosne anemije.
Terapija nadalje podrazumijeva i potpornu terapiju te lije€enje komplikacija, u
slu¢ajevima kompliciranih oblika babezioze (tablica 2.). Psi koji boluju od
nekompliciranog oblika babezioze pokazuju kliniCke znakove oporavka unutar 24 do,
najkasnije, 72 sata po primjeni antibabezijskog lijeka, no opisani su i slu¢ajevi kod kojih
je do oporavka doSlo sedam dana po primjeni lijeka (LOBETTI, 2000.;
BIRKENHEUER, 2012).

Imidokarb dipropionat, karbanilid, pripada skupini diamidina i primjenjuje se u lijeCenju
babezioze uzrokovane B. canis. U propisanoj dozi od 6,6 mg/kg tjelesne mase,
odnosno 7,5 mg/kg tjelesne mase primjenjen supkutano (sk.) ili intramuskularno (im.),
ucinkovito uklanja infekciju B. canis, te uklanja infektivnost krpelja koji se u trenutku
lijeCenja nalazi na Zivotinji, koja traje do Cetiri tiedna. Takoder, imidokarb dipropionat
posjeduje i zastitni, profilaktiCki uCinak trajanja do Sest tjedana (BIRKENHEUER,
2012). Nezeljeni ucinci su uglavnom blagi i prolazne prirode, a javljaju se posljedi¢no
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antikolinesteraznom ucinku imidokarb dipropionata. NajCeS¢i nezeljeni ucinci su:
bolnost pri aplikaciji, prolazno pojacano slinjenje, povracanje, proljev, misi¢ni tremor,
nemir, tahikardija i, ponekad, oteZzano disanje.

Skupini diamidina pripadaju jo$ i diminazen-aceturat, fenamidin-izetionat i pentamidin-
izetionat. Diminazen-aceturat i fenamidin-isetionat posjeduju dobru ucinkovitost u
lije€enju B. canis. Nisu podobni za profilaksu babezioze, jer uglavnhom posjeduju kratak
protektivan ucinak. Diminazen-aceturat se primjenjuje u dozi od 3,5 do 5 mg/kg
tielesne mase im., fenamidin-izetionat 15 do 20 mg/kg tjelesne mase sk., a pentamidin-
izetionat 16,5 mg/kg tjelesne mase im. Terapijski je indeks diminazen-aceturata nizak,
a toksicni se nezeljeni ucinci oCituju stuporom, neprekidnim glasanjem, ataksijom,
opistotonusom, rigidno8¢u ekstenzornih misi¢a, nistagmusom i epileptoidnim
napadima (LOBETTI, 2000; BIRKENHEUER, 2012).

Tablica 2. Nacela lije€enja babezioze pasa (prema LOBETTI, 2000).

OBLIK/KOMPLIKACIJA NACELA TERAPIJE

NEKOMPLICIRANI OBLIK

Blaga do umjerena hemoliticka bolest Antibabezijski lijek

Teska hemoliticka bolest Antibabezijski lijek
Transfuzija pune krvi
KOMPLICIRANI OBLIK
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Akutna ozljeda bubrega

Antibabezijski lijek
Iv. infuzija kristaloidnih otopina
Diuretici

Dobutamin

Koagulopatija

Antibabezijski lijek
Svjeze zamrznuta plazma

Heparin

Akutna hepatopatija sa Zuticom

Antibabezijski lijek
Iv. infuzija kristaloidnih otopina uz dodatak kalija
i glukoze

Transfuzija pune Krvi

Imunosno-posredovana hemolitiCka anemija

Antibabezijski lijek
Imunosupresivni lijekovi (kortikosteroidi,
azatioprin, ciklofosfamid i sl.)

Transfuzija pune krvi

Akutni respiratorni distresni sindrom

Antibabezijski lijek
Oksigenoterapija

Iv. primjena koloidnih otopina
Diuretici

Hipotenzija

Antibabezijski lijek
Iv. primjena kristaloidnih i koloidnih otopina

Transfuzija pune Kkrvi

Hemokoncentracija

Antibabezijski lijek
Iv. primjena kristaloidnih otopina

Iv. primjena koloidnih otopina

Cerebralna babezioza

Antibabezijski lijek
Oksigenoterapija, odignut polozaj glave
Antiepileptici

Diuretici

2.3.1.6. PROFILAKSA

Profilaksa se babezioze temelji na raznim metodama kontrole krpelja i prekidanju lanca

prenosenja babezija u okolisu. Sprje€avanje invazije krpeljima primjerenom i redovitom

uporabom repelenata i akaracida osnovni je nagin zastite (BRKLJACIC, 2012).
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Cijepljenje pasa protiv babezioze takoder predstavlja jedan od nacin profilakse. Tako
je u Francuskoj od 1980. godine dostupno cjepivo koje sadrzava in vitro kultiviran
topljivi antigen (engl. soluble parasitic antigen, SPA) manje patogenog soja B. canis,
no ucinkovitost je ovog cjepiva pri infekciji drugim sojevima babezija izrazito varijabilna
(CARCY i sur., 2006). Postoji i kombinirano cjepivo u kojem se nalaze antigeni
europskog soja B. canis i juznoafriCkog soja B. rossi, €ime je postignuta veca
mogucnost zastite (SCHETTERS i sur., 2001). Uc€inkovitost je cjepiva za prevenciju
babezioze izmedu 70 i 100%, a ponekad se po cijepljenju javljaju i izrazito blage
infekcije (MOREAU i sur., 1988).

Buduci da se psi mogu inficirati i putem transfuzije, potrebno je kontrolirati i pse donore
krvi za transfuzije (STEGMAN i sur., 2003).

2.3.2. MONOCITOTROPICNA ERLIHIOZA

MonocitotropiCna erlihioza pasa uzrokovana je obvezatnim unutarstaniénim
mikroorganizmom Ehrlichia canis (E. canis), koji pripada skupini alfa-proteobakterija,
koje se nalaze izmedu klasiénih bakterija i virusa. E. canis pripada porodici
anaplazmataceja (Anaplasmataceae), rodu Ehrlichia, zajedno sa slijedeéim
mikroorganizmima: E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris i E. ruminantium. Bakterije
pripadnice roda Ehrlichia, osim $to su obvezatni unutarstani¢ni paraziti, su pleomorfni
gram-negativni kokobacili, veli¢ine oko 0.5 ym koji rastu u aerobnim uvjetima. E. canis
najceSc¢e nalazimo smjeStenu unutar citoplazme monocita i makrofaga, u kojoj Cini
nakupine ili morule (RIKIHISA i sur.,, 1985; RIKIHISA i sur., 1997). Erlihioza
uzrokovana E. canis po prvi puta je opisana 1935. godine kod pasa u AlZiru
(DONATIEN i LESTOQUARD, 1937).

E. canis ubikvitaran je mikroorganizam koji je globalno rasprostranjen po azijskom,
europskom, afriCkom i americ¢kim kontinentima, te u Japanu. Do sada jedino u Australiji
nije opisana infekcija uzrokovana E. canis (TROTZ i TREES, 2003). Nositelji
(kraljeznjaci) E. canis su Zivotinje pripadnici porodice Canidae, a kojoti, lisice, Sakali i
psi se smatraju prirodnim rezervoarom uzro¢nika (GROVES i sur., 1975; HARRUS i
sur., 2012). Vektor bolesti je ¢lankonozac, pseci smedi krpelj (R. sanguineus), trikseni
krpelj koji se tijekom svojeg razvojnog ciklusa hrani isklju€ivo na psu. Eksperimentalno
je infekcija prenesena i ameri¢kim psecim krpeljom (D. variabilis) (JOHNSON i sur.,
1998; DANTAS-TORRES, 2008). Krpelji se inficiraju erlihijama u stadiju liCinke ili
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nifme, hraneci se na inficiranim psima, te prenose uzro€nika osjetljivim psima u
razdoblju od najmanje 155 dana nakon infektivnog obroka, S$to omogucuje
prezivljavanje uzroCnika tijekom zimskih mjeseci u inficiranom krpelju (LEWIS i sur.,
1977). Velina se sluCajeva psece monocitotropi¢ne erlihioze javlja u toplijim
mjesecima godine, najCeS¢e kasno proljecCe i ljeto, kada je broj vektora najveci, no
moze se javljati i tijekom cijele godine, posljedicno dugom subklinickom razdoblju u
kroni¢no inficiranih pasa (DRYDEN i PAYNE, 2004; HARRUS i sur., 2012).

2.3.2.1. PATOGENEZA

Sekvencioniranjem genoma vrste E. canis otkriveni su geni koji su odgovorni za oblik
i tijek bolesti, te je na taj naCin postignuto bolje razumijevanje patogeneze bolesti
(MAVROMATIS i sur., 2006). PredloZzeno je da u samom prihvatu i ulasku erlihija u
stanicu znacajnu ulogu imaju adhezini (DE LA FUENTE i sur., 2004), a kako erlihijama
nedostaju geni vezani uz metaboliCke procese, one razliite hranjive tvari unose iz
okoline putem pora i kanala vanjske opne (KUMAGAI i sur., 2008). Erlihije se
razmnozavaju u makrofagima mononuklearnog-fagocitnog sustava binarnom diobom,
te se smatra da se infekcija Siri od stanice do stanice putem susjednih citoplazamatskih
izdanaka. Dioba se dogada u vakuolama, vezanim za staniCu membranu, te su na taj
nacin erlihije zasti¢ene od imunosnog sustava nositelja, lizosoma i slobodnih kisikovih
radikala (BOWMAN, 2001). Erlihije bivaju otpustene iz inficirane stanice rupturom
stani€ne membrane, u razvojnom obliku morule (HARRUS i sur., 2012).

Erlihijama nedostaju enzimi potrebni za biosintezu peptidoglikana i lipopolisaharida
(LPS), tvari koje daju ¢vrstocu vanjskoj stani¢noj opni mikroorganizmima. Nedostatak
peptidoglikana i LPS-a znacajan je za prezivljavanje erlihija u stanicama krpelja ali i
nositelja. Naime, imunosni sustav krpelja prepoznaje i reagira na prisutstvo LPS-a, kao
i makrofagi te neutrofili u stanicama sisavaca. Navedena reakcija vezivanja
kompetentne stanice imunosnog sustava za proteine mikroorganizma (peptidoglikan i
LPS) dovodi do snaznog odgovora organizma sa ciljem eliminacije uzro¢nika. |z svega
navedenog proizlazi da nedostatak peptidoglikana i LPS-a pridonosi intraleukocitnom
prezivljavanju erlihija (HUANG i sur., 2008; RIKIHISA, 2010).

Po zavrSenoj inkubaciji, bolest se razvija kroz tri stadija: akutni, supklini¢ki i kronicni
stadij. Akutni stadij moze potrajati od jedan do Cetiri tjedna i veCina se pasa nakon
provedenog lije€enja oporavi (UNVER i sur., 2009; LITTLE, 2010). Psi koje se ne lijeCi
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ili ih se lije€i na neodgovarajuéi nacin se mogu oporaviti od bolesti, no bolest prelazi u
subkliniCki stadij karakteriziran iskljuCivo trombocitopenijom. Tijekom supklinickog
stadija psi su kliconoSe E. canis tijekom vise mjeseci, pa ¢ak i godina. Rezultati
istraZivanja eksperimentalne infekcije pasa vrstom E. canis su pokazali da je
svojevrstan rezervoar erlihija u organizmu slezena (WANER i sur., 1997). Nadalje, u
prirodno inficiranih pasa se pokazalo da se morule erlihije prije uoCe u aspiratima
slezene, nego u razmascima buffy coat-a periferne krvi (FARIA i sur., 2010). Smatra
se da slezena ima znacajnu ulogu u patogenezi i klinickom ocitovanju erlihioze, jer su
u istrazivanju splenektomizirani psi eksperimentalno inficirani vrstom E. canis razvili
blagi oblik bolesti, u odnosu na nesplenektomizirane pse (HARRUS i sur., 1998).
Perzistirajuce inficirani psi mogu se spontano oporaviti od infekcije ili pak prijeci u
kronicni stadij bolesti. TeSka pancitopenija, posljedicno hipoplaziji kostane srzi, tipican
je nalaz u kronicnom stadiju bolesti. Ukupan broj leukocita, kao i broj trombocita, te
hematokrit su snizeni, te su Cesto nepovoljni pokazatelji. Uginuée Zivotinje posljedi¢no
je krvarenju i/ili sekundarnim infekcijama (CODNER i FARRIS-SMITH, 1986;
MCCLURE i sur., 2010; PROCAJLO i sur., 2011).

HematoloSke promjene u psec¢oj monocitopenicnoj erlihiozi povezane su sa upalnim i
imunosnim procesima potaknutim infekcijom. Naj¢eSca je promjena u krvnoj slici kod
erlihioze pasa trombocitopenija i nalazimo je u svim stadijima bolesti. Trombocitopenija
se javlja posljedi€no povecanoj potrosnji trombocita, imunosno-posredovanom
unistenju i kracem vijeku trajanja trombocita (BULLA i sur., 2004). U kroni¢nom stadiju
bolesti trombocitopeniju prati i poremecaj funkcije trombocita, kojim se i objasnjava
sklonost takvih pasa krvarenjima (HARRUS i sur., 2012).

Kod vecine pasa inficiranih E. canis prisutna je hiperproteinemija, posljedi¢no
hipergamaglobulinemiji, koja je uglavnom poliklonalne naravi. Uloga je cirkulirajucih
specificnih protutijela eliminacija intracelularno smjestenog uzro€nika, no njihov je
u¢inak minimalan. Nadalje, hipergamaglobulinemija moze pogorsati bolesti zbog
nastanka sekundarnih, imunosno-posredovanih oste¢enja (HARRUS i sur., 1997a).
Infekcija E. canis oCituje se jakom infiltracijom parenhimskih organa i koStane srZi
plazma-stanicama. Osobito je naglaseno perivaskularno nakupljanje plazma-stanica u

plu¢ima, mozdanim ovojnicama, slezeni i bubrezima (CVETNIC, 2013).

2.3.2.2. KLINICKA SLIKA
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PsecCa monocitotropicna erlihioza je zapravo multisistemska bolesti koja se pojavljuje
u akutnom, subakutnom i kronicnom obliku. Tipi¢ni su klini¢ki znakovi kojima se
infekcija oCituje depresija, letargija, anoreksija, gubitak na tjelesnoj masi i sklonost
krvarenju (pojava ekhimoza i/ili petehija), najéesce iz nosa. U 20 do 25% pacijenata
nalaze se tijekom kliniCkog pregleda limfadenopatija i splenomegalija. Kako je vektor
pseci smedi krpelj (R. sanguineus) nije neobi¢no naci ko-infekciju sa vrstama B. vogeli
ili Hepatozoon canis (H. canis) (HARRUS i sur., 2012). Posljedi¢no infekciji moze dodi
do promjene boje ociju ili akutnog sljepila; Cesto se nalaze anteriorni uveitis,
korioretinitis, edem papile, krvarenje u mreznicu i ablacija mreznice (HARRUS i
WANER, 2011). Poremecaj funkcije zZiv€éanog sustava prvenstveno je posljedica
meningitisa i krvarenja u mozdane ovojnice. Epileptoidni napadi, stupor, ataksija,
akutni centralni ili periferni vestibularni sindrom, anizokorija, cereberalna disfunkcija i
dr. poremecaji funkcije ziv€anog sustava opisani su u pasa oboljelih od psecée
monocitotropi¢ne erlihioze. DINIZ i sur. (2008) su dokazali da kod pasa inficiranih E.
canis u akutnom obliku bolesti postoji opasnost od ozljede miokarda, koja se ocituje
porastom koncentracije sréanog troponina | (cTnl). U jednog psa dokazane su i
elektrokardiografske promjene povezane sa infekcijom vrstom E. canis (WANER i
OHAD, 2008). Kod pasa koji boluju od subakutnog oblika bolesti uglavhom nema
klinicki manifestnih znakova (HARRUS i sur., 2012; CVETNIC, 2013).

Kroni¢ni se oblik pse¢e monocitotropiCne erlihioze ocCituje letargijom, gubitkom na
tielesnoj masi, artropatijama, nefropatijom, neuroloskim smetnjama, opseznim

krvarenjima, opéom iscrpljenodéu i pojavom edema (CVETNIC, 2013).

2.3.2.3. DIJAGNOSTIKA

Dijagnozu pse¢e monocitotropiCne erlihioze obi¢no postavljamo temeljem
anamnestiCkih podataka, klini¢kih znakova, promjena u krvnoj slici i nalaza seroloskih
metoda dijagnostike. Promjene u krvnoj slici, manje ili viSe, tipicne za erlihiozu su:
umjerena do teSka trombocitopenija, blaga anemija i leukopenija. Trombocitopeniju,
koja se smatra tipicnim znakom akutnog oblika bolesti, Cesto prati i megatrombocitoza
(MYLONAKIS i sur., 2004). Subakutan oblik bolesti takoder prati trombocitopenija, sa
leukopenijom, i kasnije blagom anemijom (HARRUS i sur., 2012). Kroni€an oblik
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bolesti, u teSkim sluCajevima, karakteriziran hipoplazijom kostane srzi i
pancitopenijom. Povremeno se javlja i granularna limfocitoza, karakterizirana
porastom apsolutnog broja limfocita, koji svojim izgledom podsjecaju na limfocite koji
se javljaju u slu€ajevima dobro diferencirane limfatiCke leukemije (HEEB i sur., 2003).
Od promjena biokemijskih pokazatelja najce$¢e nalazimo: hiperproteinemiju zbog
hiperglobulinemije, hipoalbuminemiju i porast aktivnosti ALT-a i ALP-a. Od ostalih
promjena u laboratorijskim pokazateljima kod pse¢e monocitotropicne erlihioze
mozemo naci produzeno vrileme krvarenja (protrombinsko vrijeme, PV, i aktivno
parcijalno tromboplastinsko vrijeme, APTV), to proteinuriju (omjer proteina i kreatinina,
UPCR, od 4.5 do 23.2) (EZEOKOLI, 1978; KUEHN i GAUNT, 1985; HARRUS i
WANER, 2011; HARRUS i sur., 2012).

Kod onih pasa kod kojih na temelju anamesti¢kih podataka, nalaza klinicke pretrage i
laboratorijskih nalaza sumnjamo na psec¢u monocitotropi¢nu erlihiozu, dijagnozu
moZzemo potvrditi citoloski, dokazom morula u stanicama mononuklearnog-fagocitnog
sustava, seroloSkim metodama pretrage ili, najbolje, pomoéu PCR-a. Materijal
podesan za citoloSku pretragu su razmasci periferne krvi, aspirati tkiva (slezene, pluc¢a
ili limfnih &vorova) te sinovia (HARRUS i WANER, 2011). SeroloSke metode
dijagnostike koje se koriste u dijagnostici pse¢e monocitotropi¢ne erlihioze su: IFAT,
ELISA i imunoblot test (Western blot, WB). IFAT predstavlja seroloski zlatni standard
u dijagnostici erlihioze (GUILLEN i sur., 2002; OKEWOLE i ADEJINMI, 2009). Ipak,
glavni su nedostataci navedenog testa mogucénost pojave lazno pozitivnih nalaza i
pojava ukrizene reaktivnosti. Naime, infekcija drugim vrstama erlihija, neorikecijama
kao i ponekad anaplazmama, moze biti uzrokom pojave lazno pozitivnih rezultata
(OLIVEIRA i sur., 2008). Pomoc¢u WB-a i PCR-a moguce je razrijesiti dilemu ukrizene
reaktivnosti, te razlikovati infekcije uzrokovane razli¢itim erlihijama, anaplazmama i
neorikecijama (IQBAL i sur., 1994; KAKOMA i sur., 1994; ZHI i sur., 1997; UNVER et
al, 2001; O'CONNOR i sur., 2006). CVETNIC (2013) navodi da se pomoéu PCR-a
moze izdvojiti deoksiribonukleinska kiselina (DNA) specificna za E. canis i to iz

bioloSkih uzoraka, najcesc¢e krvi.

2.3.2.4. TERAPIJA

Terapija pseCe monocitotropiCne erlihioze podrazumijeva primjenu antibakterijskih
lijekova (tablica 3.) i potpornu (simptomatsku) terapiju. Antibakterijski lijekovi koji su se
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pokazali ucinkovitima u terapiji erlihioze su tetraciklini i kloramfenikol. Opéenito
govoreci, $to se terapija akutno oboljelog psa prije zapoCne prognoza je povoljnija. Psi
koji boluju od kronicnog oblika bolesti uglavhom ne reagiraju na antibakterijsko
lije€enje, zbog multisistemske prirode bolesti i razvoja teSke mijelosupresije (LITTLE,
2010; HARRUS i WINER, 2011).

Tetraciklinski antibakterijski lijekovi djeluju inhibirajuci sintezu proteina na ribosomima,
te posjeduju bakteriostatiCki uCinak Sirokog spektra, koji obuhva¢a vecinu gram-
pozitivnih i gram-negativnih bakterija, uklju€ujué¢i mikroorganizme koji su smjesteni
unutarstaniéno (poput klamidija, mikoplazmi, rikecija itd.) (FRANCETIC i MERCEP,
2003; FRANCETIC i sur., 2003). Tetraciklini izbora za lijeéenje pseée monocitotropiéne
erlihioze su doksiciklin i minociklin, a u slu€ajevima nedostupnosti istih mogu se
primjenjivati i stariji tetraciklini oksitetraciklin i tetraciklin (HARRUS i sur., 2012).
Doksiciklin je polusintetski, liposolubilni tetraciklin koji se dobro resorbira i postize
visoke koncentracije u krvi, tkivima i unutarstanicnom prostoru (VAN HEERDEN i
IMMELMAN, 1979). Dodatne su prednosti doksiciklina u odnosu na ostale tetracikline
dugo poluvrijeme izlu€ivanja i postizanje visokih koncentracija u cerebrospinalnom
likvoru (FRANCETIC i sur., 2003). Doksiciklin primjenjivan tijekom 16, 23 i 28 dana
pokazao se ucinkovitim u eradikaciji E. canis u pasa oboljelih od akutnog i subakutnog
oblika bolesti, no kod pasa oboljelih od kroni€énog oblika bolesti nije se pokazao
ucinkovitim (BREITSCHWERDT i sur., 1998; HARRUS i sur., 1998; MCCLURE i sur.,
2010). Preporuka je AmeriCke Skole veterinarske interne medicine (ACVIM) da se
lije€Cenje erlihioze u pasa provodi doksiciklinom i to u dozi od 10 mg/kg tjelesne mase
tijekom 28 dana (NEER i sur., 2002). Do klinickog poboljSanja dolazi unutar 24 do 48
sati od zapocinjanja terapije, a broj trombocita se vra¢a unutar referentnog raspona 10
do 14 dana po zapocinjanju terapije (HARRUS i sur., 2012).

U Stenadi se moze umjesto tetraciklina, zbog taloZenja njihovih soli u kostima i pojave
zutog prebojavanja zubi, primjenjivati kloramfenikol. U pasa koji su anemicéni ili
pancitopeniéni se kloramfenikol mora primjenjivati sa oprezom (Little, 2010).
Imidokarb dipropionat, antibabezijski lijek, se prije koristio u lijecenju erlihioze pasa, no
bez veéeg uspjeha. No, njegova je upotreba indicirana u kombinaciji sa doksiciklinom
u slu€ajevima ko-infekcije B. canis ili H. canis (VAN HEERDEN i VAN HEERDEN,
1981; SAINZ i sur., 2000).

29



Tablica 3. Antibakterijski lijekovi za terapiju monocitotropi¢ne erlihioze pasa (prema
HARRUS i sur., 2012).

LIJEK DOZA NACIN INTERVAL TRAJANJE
(MG/KG) PRIMJENE (SATI) (DANI)
(ALTERNATIVA)

Doksiciklin 10 po. (iv.) 24 21-28
5 po., iv. 12 21-28

Minociklin 10 po. 12 21-28
Tetraciklin 22 po. 8 21-28
Oksitetraciklin 7,5-10 iv. 8 21-28
Kloramfenikol 25-50 po. (iv., sk.) 8 21-28

Osim primjene antibakterijskih lijekova, potporna terapija je vrlo vazna, a ukljuCuje: iv.
primjenu infuzijskih otopina u dehidriranih Zivotinja, transfuziju pune krvi u izrazito
anemicnih Zivotinja, te primjenu imunosupresivne terapije u slu¢ajevima imunosno-
posredovanih komplikacija (HARRUS i sur., 2012).

2.3.2.5. PROFILAKSA

Trenutno joS uvijek ne postoji ucinkovito cjepivo protiv pse¢e monocitotropiCne
erlihioze (RUDOLER i sur., 2012), pa profilaksa prvenstveno podrazumijeva kontrolu
prosSirenosti krpelja i kemoprofilaksu. Pse treba redovito tretirati protiv krpelja, i to
najbolje tijekom cijele godine, repelentim i akaracidnim pripravcima (LITTLE, 2010).
Kemoprofilaksa podrazumijeva preventivnu primjenu tetraciklina, posebice u radnih
pasa koji su izlozeni krpeljima, najbolje doksiciklinom u dozi od 100 mg/psu po.
dnevno. Najveéi je problem kemoprofilakse nastanak rezistencije mikroorganizama
(DAVOUST i sur., 2005).

Zbog postojanja potencijalne opasnosti od prijenosa erlihija medu psima putem
transfuzija pune krvi, potrebno je kontrolirati pse donore krvi za transfuziju
(MCKECHNIE i sur., 2000; LEIBY i sur., 2002; REINE, 2004; HARRUS i sur., 2012).

2.3.3. GRANULOCITOTROPICNA ANAPLAZMOZA
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Granulocitotropicna anaplazmoza pasa uzrokovana je vrstom Anaplasma
phagocytophilum (prije E. equi ili E. phagocytophila ili uzroénik humane granulocitne
erlihioze), gram-negativnim, nepokretnim, kokoidnim do elipsoidnim
mikroorganizmom, Koji je obi¢no i pleomorfan, te mu se veli€ina kre¢e od 0.2 do 2 ym.
Anaplazme su obvezatni aerobni i obvezatni unutarstani¢ni paraziti (DUMLER i sur.,
2001; DINIZ i BREITSCHWERDT, 2012). Sve vrste roda Anaplasma nalaze se
unutarstani¢no, u vakuolama nezrelih i zrelih hematopoetskih stanica sisavaca,
prvenstveno granulocita (neutrofila, ali i eozinofila), u kojima €ine mikrokolonije ili
morule (CARRADE i sur., 2009). Uzro¢nik granulocitotropiéne anaplazmoze opisan je
po prvi puta u ovaca, u Skotskoj (FOGGIE, 1951), a prva pojava bolesti u pasa opisana
je u Kaliforniji 1968. godine (MADIGAN i GRIBBLE, 1987). Granulocitotropi¢na
anaplazmoza pasa je bolest globalne rasprostranjenosti, sa sluCajevima pojave
opisanim u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Kanadi, Europi, sjevernoj i juznoj Africi,
te Aziji (CARRADE i sur., 2009; DINIZ i BREITSCHWERDT, 2012).

2.3.3.1. PRIJENOS

Granulocitotropi¢na anaplazmoza pasa prvenstveno se prenosi krpeljima roda Ixodes
(tablica 4.), posebice pripadnicima I. persulcatus kompleksa (RICHTER, i sur., 1996),
poput |. scapularis, I. pacificus, . ricinus i I. persulcatus (TELFORD i sur., 1996).
Postoje pojedinacni opisi sluCajeva prijenosa anaplazmi bez krpelja kao vektora
bolesti. Tako je u Kini opisana u €ovjeka nozokomijalna infekcija, nakon kontakta sa
krvlju i respiratornim sekretom pacijenta oboljelog od humane granulocitne
anaplazmoze (ZHANG i sur., 2008). U Covjeka je opisan i transplacentalni prijenos i
prijenos transfuzijom inficirane krvi (HOROWITZ i sur., 1998; KEMPERMAN i sur.,
2008). U kuje je opisana perinatalna infekcije A. phagocytophilum, sa posljedi€énom
mumifikacijom jednog ploda, dok u ostalih Zivorodenih plodova nije postavljena
dijagnoza granulocitotropi¢ne erlihioze (PLIER i sur., 2009). Ovisno o geografskom
polozaju, razli€iti mali glodavci, poput miSeva, Sumskih Stakora, voluharica i sl., kao i
jelena te ptica predstavljaju rezervoare A. phagocytophilum (tablica 4.) (CARRADE i
sur., 2009). Tako su primarni rezervoari u Sjedinjenim Americkim DrZzavama bjelonogi
miSevi (Peromyscus leucopus), ameri¢ke prugaste vjeverice i sive vjeverice (WALLS i
sur., 1997; NIETO i FOLEY, 2008), a u Europi Sumska voluharica (Clethrionomys

glareolus), Sumski mi§ (Apodemus sylvaticus), Zutovrati mis (Apodemus flavicollis),

31



Sumska rovka (Sorex araneus), srna obi¢na (Capreolus capreolus) i jelen obiéni
(Cervus elaphus) (POLIN i sur., 2004; CHRISTOVA i GLADNISHKA, 2005; DINIZ et
al, 2012; OVERZIER i sur., 2013). Migratorne vrse ptica imaju prvenstveno ulogu u
Sirenju infekcije, no postoje i dokazi da su i rezervoari bolesti (KEESING i sur., 2012;
PALOMAR i sur., 2012).

Tablica 4. Prikaz geografske rasprostranjenosti, vektora, rezevoara i nositelja A.

phagocytophilum (prema DINIZ i sur., 2012).

Vrsta Anaplasma phagocytophilum
Rasprostranjenost Sjevernoamericki kontinent Euroazijski kontinent
vektora
Vrsta krpelja I. scapularis l. pacificus . ricinus

l. spinipalpis I. persulcatus
. trianguliceps
Primarni rezervoar Peromyscus Neotoma fuscipes Apodemus
mali glodavci leucopus (Sumski $takor) sylvaticus
(Bjelonogi mis) (Sumski mis)
Primarni rezervoar Odocoileus Odocoileus Capreolus capreolus
divlje zivotinje virginianus hemionus (Srna obi¢na)
(Jelen bjelorepi) columbianus Cervus elaphus
(Jelen crnorepi) (Jelen obi¢ni)
Cervus canadensis
(Kanadski jelen)
Nositelj Covjek, pas, konj, macka

U Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama granulocitotropi¢na anaplazmoza pasa najcesce
je dijagnosticirana u razdoblju od ranog prolje¢a do ranog ljeta, te u jesen, no opisana
je i pojava bolesti tijekom ljetnih i zimskih mjeseci. Sezonska pojava bolesti i
geografska rasprostranjenost infekcije A. phagocytophilum odredene su navikama
hranjenja krpelja. Buduci da su krpelji roda Ixodes trikseni krpelji, te da se anaplazme
prenose transstadijski, potencijalni vektori su nimfe i odrasle jedinke (DINIZ i sur.,
2012).

2.3.3.2. KO-INFEKCIJE | MULTI-INFEKCIJE
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Ko-infekcije i multi-infekcije su Ceste, prvenstveno zbog istih vektora — ¢lankonozaca
i/ili izlozenosti brojnim (razli¢itim) vrstama krpelja. Nadalje, prisutnost protutijela na
uzroCnike drugih bolesti prenosivin vektorima moZe biti ¢imbenikom rizika u
slu€ajevima granulocitotropi€¢ne anaplazmoze (CARRADE i sur., 2009). Kako se vrsta
Borellia burgdorferi sensu lato prenosi istom vrstom iksodidnog krpelja i odrzava se u
silvatichom ciklusu istog rezervoara — (glodavca, nerijetko su sluCajevi
granocitotropiCne anaplazmoze komplicirani istovremenom infekcijom borelijjama,
kada dva uzro¢nika medusobno pojaCavaju svoju patogenost (NYARKO i sur., 2006;
NIETO i FOLEY, 2009). U pasa koji su veci dio dana izloZeni velikom broju ektoparazita
javljaju se multi-infekcije, koje prati dramati¢an porast morbiditeta i mortaliteta. Tako je
u jednoj psetari utvrdena u 40% pasa istovremena seropozitivhost na Anaplasma spp.,

B. canis, Bartonella vinsonii, E. canis ili Rickettsia rickettsii (KORDICK i sur.,1999).

2.3.3.3. PATOGENEZA

Vrsta A. phagocytophilum prenosi se transstadijski, a krpelj se mora hraniti 36 do 48
sati kako bi doSlo do prijenosa uzro€nika na nositelja (KATAVOLOS i sur., 1998).
Inkubacija, nakon prihvacanja krpelja, se kreCe od jedan do dva tjedna (DINIZ i sur.,
2012). Patogeneza granulocitotropicne anaplazmoze ukljuCuje rano umnozavanje,
prihnvacanje za povrSinu stanice, internalizaciju, sekrecijski transport, prihvacanje za
endotel i inhibiciju apoptoze, izbjegavanje imunosnog sustava, umnoZzZavanje i
otpustanje iz mrtve stanice (MAYER-SCHOLL i sur., 2004; BROWN, 2012).

Tocan mehanizam kojim nastaje bolest nije poznat. Anaplazmoza je u pasa povezana
sa blagom do umjerenom trombocitopenijom, limfopenijom i blagom anemijom.
PredloZeni patomehanizmi navedenih promjena uklju€uju mijelosupresiju izazvanu
citokinima, stvaranje auto-protutijela, inficiranje hematopoetskih prete¢a i potrosnju
krvnih stanica, osobito trombocita (DINIZ i sur., 2012). In vitro, neutrofili inficirani A.
phagocytophilum potiCu stvaranje IL-8, upalnog proteina makrofaga-1a (engl.
macrophage inflammatory protein-1a, MIP-1a), MIP-138, kemotaksijski protein
monocita-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) i kemokina RANTES
(engl. regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted). MIP-1a, MIP-
18, MCP-1 i IL-8 in vitro i in vivo inhibiraju hematopoezu (CARLYON i FIKRIG, 2003;
BROWN, 2012). IL-8 djeluje kemotakticno na neutrofile i naivne T-limfocite, poboljSava

fagocitozu, ,respiratornu stani¢nu eksploziju® neutrofila (engl. neutrophil cellular
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respiratory burst activity) i angiogenezu, dok MIP-1a i MIP-18 djeluju kemotakti¢no na
monocite, makrofage i T-limfocite. MCP-1 i RANTES aktiviraju monocite, makrofage i
T-limfocite (BROWN, 2012; DINIZ i sur., 2012). Tvorba i lu€enje navedenih leukocitnih
kemoatraktanata, koji ispoljavaju i supresijski u€inak na hematopoezu, dovodi u
konacnici do mijelosupresije (DINIZ i sur., 2012). Trombocitna protutijela otkrivena su
u serumima ljudi i pasa oboljelih od granulocitotropicne anaplazmoze, $to govori u
prilog postojanju imunosno-posredovanog mehanizma oStecenja trombocita (WONG |
THOMAS, 1998; GRIDEM i sur., 1999). Ipak, u istrazivanjima na misjim modelima
trombocitopenije uzrokovane A. phagocytophilum nije dokazano da je uzrok
trombocitopenije  imunosno-posredovano ostecenje trombocita. Nadalje, A.
phagocytophilum mozZe inficirati i megakariocite (praéeno ekspresijom
glikoproteinskog liganda P-selektina 1, PSGL-1), iako za sada nema dokaza da
infekcija megakariocita dovodi do smanjenja tvorbe trombocita (GRANICK i sur., 2008;
JOHNS i sur., 2009). U perifernoj je krvi u in vitro uvjetima dokazana pojaCana
prokoagulacijska aktivhost monocita (BEHL i sur., 2000). 1z svega navedenog
proizlazi, da uz moguce imunosno-posredovano oste¢enje trombocita, do
trombocitopenije dolazi i zbog pojacane potrosnje.

U ljudi infekcija uzrokovana A. phagocytophilum moze biti samoograniCavajuca, a
slicno je opisano i u prirodno inficiranih pasa i drugih Zivotinja. Mehanizam kojim
nositelj nadjata humoralnu i stanicnu imunomodulaciju uzokovanu infekcijom A.
phagocytophilum vezan je za IuCenje citokina u prvim danima infekcije, Kkoji
ograni¢avaju stupan;j rikecijemije (DINIZ i sur., 2012). U prvim danima infekcije IL-12,
IL-18, IL-23 i IFN tipa 1 stvoreni od strane dentritiCkih stanica poticu stvaranje IFNy od
strane T-limfocita (prvestveno stanica prirodnih ubojica). Porast koncentracije IFNy
osobito je naglasen prvih osam do deset dana po infekciji (AKKOYUNLU i FIKRIG,
2000). CD4+ T-limfociti imaju osobitu ulogu u rjieSavanju infekcije u misjim modelima
granulocitotropi¢ne anaplazmoze (BIRKNER i sur., 2008).

Modulacija neutrofiinog odgovora i ekspresije citokina povezanih sa kocenjem
fagocitoze i baktericidnih aktivhosti mogu predisponirati nositella na sekundarne,
oportunisti¢ke infekcije (DINIZ i sur., 2012).

2.3.3.4. KLINICKA SLIKA
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Raspon klini¢kih znakova kojima se granulocitotropi¢na anaplazmoza ocituje je zaista
Sirok, no najceS¢e se javlja kao akutni febrilni sindrom. Inkubacijsko razdoblje je
razliito, no uglavnom se kre¢e od Cetiri do Cetrnaest dana, ovisno o imunosnom
statusu nositelja i soju A. phagocytophilum kojim je inficiran (BJOERSDORFF, 2005).
Najcesci su kliniCki znakovi infekcije letargija i povisena tjelesna temperatura, zatim
anoreksija i gubitak apetita, te Sepavost i nelagoda pri kretanju (CARRADE i sur.,
2009). U nekih pasa je pojava Sepavosti vezana uz nastanak neutrofilnog poliartritisa
(FOLEY i sur., 2007). Povremeno se javljaju mekan i neproduktivan kasalj praéen
oteZzanim disanjem, posljedi¢no pojavi neutrofilnih infiltrata u plu¢éima (CARRADE i
sur., 2009). Od ostalih se klinickih znakova mogu javiti (iako rijetko): povracanje,
proljev, limfadenomegalija, splenomegalija, hepatomegalija, injiciranost bjeloocnica,
polidipsija, krvarenje iz nosa, melena i bljedilo vidljivih sluznica (KOHN i sur., 2008;
DINIZ et al, 2012). Znakovi od strane sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) javljaju se
vrlo rijetko, a ukljuCuju ataksiju, epileptoidne napade i pojavu proprioceptivnih deficita
(MARETZKI i sur., 1994). Kako je infekcija uglavhom samoograni¢avajuca, sluCajevi

kroni¢ne infekcije nisu opisani.

2.3.3.5. DIJAGNOSTIKA

Na granulocitotropi¢nu anaplazmozu treba uvijek posumnjati u pasa sa znakovima
akutnog febrilnog sindroma, posebice u podrucjima gdje je infekcija endemicna, a
znakovi su se pojavili u doba godine kada su krpelji aktivni (BJOERSDORFF, 2005).
Pri postavljanju dijagnoze granulocitotropiéne anaplazmoze mozZemo se Kkoristiti
kriterijima Centra za kontrolu bolesti Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (CDC USA), prema
kojima u prilog dijagnozi bolesti govore: (1) nalaz morula unutar neutrofila i pozitivan
titar protutijela na A. phagocytophilum, (2) porast ili pad titra protutijela unutar Cetiri
tiedna, (3) pozitivan nalaz PCR ili (4) izdvajanje A. phagocytophilum iz krvi bolesne
zivotinje (BAKKEN i DUMLER, 2008). lako nalaz morula u neutrofilima periferne krvi
obojene prema Romanowskom, osobito u endemskim podruc¢jima, ukazuje na
granulocitotropiénu anaplazmozu, valja naglasiti da ih nije moguce morfoloski
razlikovati od morula erlihija, poput primjerice E. ewingii, pa je za konacnu potvrdu
dijagnoze ipak potrebna primjena seroloskih ili molekularnin metoda dijagnostike
(CARRADE i sur., 2009).
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Od promjena u krvnoj slici koje prate granulocitotropi¢nu anaplazmozu, u 90%
slu€ajeva nalazimo trombocitopeniju, a raspon u kojem se kre¢e broj trombocita je od
5,000 do 164,000/uL (GREIG i sur., 1996; KOHN i sur., 2008). Nadalje, kod vecine
pasa nalazimo limfopeniju (KOHN i sur., 2008), a anemija, ukoliko se i javi, je tipi€no
blaga i neregenerativha (CARRADE i sur., 2009). Od biokemijskih promjena opisane
su: blaga hipoalbumijenija, hiperglobulinemija i blagi porast aktivnosti jetrenih enzima
(posebice ALP) (GREIG i sur., 1996; EGENVALL i sur., 1997; KOHN i sur., 2008), te
hiperbilirubinemija (KOHN i sur., 2008).

Za postavljanje konacne dijagnoze granulocitotropicne anaplazmoze dostupno je
nekoliko razli€itih PCR metoda (PCR u ,realnom“ vremenu ili Real-time PCR), pomocu
kojih se moze otkriti A. phagocytophilum u uzorcima periferne krvi, koStane srzi, tkivu
slezene i buffy coat-u (CARRADE i sur., 2009). U eksperimentalno inficiranih pasa
PCR nalaz je bio pozitivan Sest do osam dana prije i tri dana nakon pojave morula u
razmascima periferne krvi (EGENVALL i sur., 1998; EGENVALL i sur., 2000).
Konac¢nu dijagnozu granulocitotropiéne anaplazmoze mozZemo postaviti i temeljem
nalaza seroloskih pretraga, prvenstveno koristeéi se parnim serumima. U vecini se
veterinarskih laboratorija u dijagnostici granulocitotropicne anaplazmoe koristi IFAT
seroloSkom metodom. Protutijela 1gG razreda moguce je otkriti otprilike osmog dana
po izloZzenosti, odnosno dva do pet dana po pojavi morula. Zbog navedenog, tijekom
akutne faze bolesti, protutijela nije moguce otkriti, pa je za ranu dijagnostiku podesniji
PCR. Nadalje, kako pozitivan titar protutijela moze ukazivati i na prijasnju izlozenost
uzroCniku, potrebno je utvrditi Cetverostruki porast titra protutijela, pomoéu parnih
seruma (EGENVALL i sur., 1997; CARRADE i sur., 2009). Protutijela mogu perzistirati
tijekom viSe mjeseci, prema podacima POITOUT i sur. (2005) i do 12 mjeseci po
izlaganju. Osim IFAT-a, u seroloskoj dijagnostici granulocitotropiCne anaplazmoze
mogu se joS$ koristiti ELISA i WB metode. Opcenito govoreéi, nedostatci su seroloskih
metoda dijagnostike, pojava lazno pozitivnih (zbog ukrizene reaktivnosti) ali i lazno
negativnih (osobito u akutnoj fazi bolesti) rezultata. Ukrizena je reaktivhost Cesta
izmedu vrsta A. phagocytophilum i A. platys i rijetka izmedu A. phagocytophilum i
erlihija (E. canis, E. ewingii ili E. chaffeensis) (DINIZ i sur., 2012).

| na kraju, sojevi A. phagocytophilum mogu biti uzgojeni in vitro na stani€nim kulturama
krpeljnih embrija i leukemijskih stanica €ovjeka (linija stanica HL-60) i to isklju€ivo u

laboratorijskim uvjetima, u smislu istrazivanja, a ne dijagnostike bolesti. Uzgoj i
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izdvajanje A. phagocytophilum traje tijekom viSe tjedana (AGUERO-ROSENFELD,
2002; DINIZ i sur., 2012).

2.3.3.6. TERAPIJA

U in vitro uvjetima rast A. phagocytophilum inhibiraju doksiciklin, rifampin i

levofloksacin. Tetraciklinski antibakterijski lijekovi iskljuCivo se preporucuju u terapiji

infekcija uzrokovanih vrstom A. phagocytophilum. Za Stenad mladu od 12 mjeseci se

umjesto tetraciklina moze koristiti kloramfenikol, a kako bi se izbjeglo Zutilo zubi (tablica

5.). Antibakterijski je lijek izbora za lijeCenje granulocitotropicne anaplazmoze

doksiciklin, a znakovi poboljSanja se javljaju ve¢ unutar 24 do 48 sati od pocetka

terapije. Kao $to je vec¢ prije navedeno, psi oboljeli od granulocitotropi¢ne anaplazmoze

mogu biti istovremeno inficirani i vrstom B. burgdorferi sensu lato, pa se zbog toga

trenutno preporucuje trajanje terapije doksiciklinom od najmanje 28 dana (POITUOUT
i sur., 2002; CARRADE i sur., 2009; DINIZ i sur., 2012).

Tablica 5. Antibakterijski lijekovi za terapiju granulocitotropiéne anaplazmoze pasa
(prema DINIZ i sur., 2012).

LIJEK DOZA NACIN INTERVAL TRAJANJE
(MG/KG) PRIMJENE (SATI) (DANI)
(ALTERNATIVA)
Doksiciklin 5-10 po. (iv.) 12-24 10-21 (28)
Minociklin 10 po. (iv.) 12 10
Tetraciklin 22 po. 8 14-21
Kloramfenikol 25-50 po. (iv., sk.) 8 14-21

2.3.3.7. PROFILAKSA
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Trenutno jo$ uvijek ne postoji cjepivo kojim bi se sprjeCila infekcija vrstom A.
phagocytophilum, pa se profilaksa temelji na redovitoj primjeni pripravaka protiv krpelja
(repelenata i akaracida) tijekom cijele godine (CARRADE i sur., 2009; LITTLE, 2010).
Prije posjec¢ivanja endemicnih podru€ja moze se profilaktic¢ki primjeniti tetraciklin ili
doksiciklin po. (DINIZ i sur., 2012).

2.3.4. LAJMSKA BORELIOZA

Boreliozama oznaCavamo skupinu bakterijskih bolesti od kojih oboljevaju sisavci i
ptice, a koje su uzrokovane bakterijama roda Borrelia. Unutar roda Borrelia nalazi se
najmanje 31 vrsta, koje svrstavamo u dvije osnovne skupine: (1) borelije koje uzrokuju
lajmsku boreliozu i (2) borelije koje uzrokuju povratnu groznicu. U obje se skupine
nalaze patogene vrste, kao i ostale vrste koje su izdvojene isklju€ivo iz krpelja ili
asimptomatskih Zivotinja (GREENE i sur., 2012). Lajmska borelioza predstavlja
naj¢esc¢e dijagnosticiranu bakterijsku bolest prenosivu vektorima u ljudi, a njezina je
pojava zabiljezena na sjevernoamerickom i euroazijskom kontinentu, ali su zabiljezeni
i, zasad nepotvrdeni, slu€ajevi pojave u Australiji, Juznoj Americi i Africi (FIVAZ i
PETNEY, 1998; JENSENIUS i sur., 2006).

Kao i vecina spiroheta, borelije su tanke i dugacke spiralne bakterije (0.2 x 30 ym),
gradene od protoplazmatskog cilindra zavijenog oko aksijalnog filamenta, gradenog
od velikog broja periplazmatskih endoflagela. Borelije su savitljive i kre¢u se fleksijom
i rotacijom oko uzduZzne osi; najceSce se prikazuju mikroskopiranjem u tamnom polju
(BEDENIC, 2009; BIESIADA i sur., 2012). Borelije koje pripadaju skupini B. burgdorferi
sensu lato obuhvacaju najmanje 13 genskih vrsta, od kojih su najvaznije navedene u
tablici 6. U Sjevernoj Americi najznacajnija je vrsta B. burgdorferi sensu stricto, koja u
ljudi uzrokuje kruzne koZne lezije, poliartritis, meningitis i karditis. U Sjedinjenim
Americkim Drzavama izdvojene su joS, iz krpelja, vrste B. andersonii i B. bissettii, no
njihov je patogeni znacaj jo$ nepoznat (LITTLE i sur., 2010; RUDENKO i sur., 2011).
Na euroazijskom kontinentu tri su glavne vrste borelija: B. garinii, B. afzelii i B.
burgdorferi sensu stricto, koje i dijele rezervoare (glodavci i ptice). Infekcija vrstom B.
garinii se prvenstveno ocituje meningopolineuritisom ili Bannwarthovim sindromom,
dok je infekcija vrstom B. afzelii povezana sa pojavom kroni¢nog artritisa i akutnih te
kronicnih dermatitisa (eritema migrans i kroni¢ni atroficni akrodermatitis)
(MULLEGGER i GLATZ, 2008; HALPERIN, 2009). Vrsta B. lusitaniae izdvojena je iz
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Covjeka sa eritemom migrans u Portugalu (DE FRANCA i sur., 2005), te je u

eksperimentalnim uvjetima uzrokovala infekciju u misa (ZEIDNER i sur., 2001), dok je

DNA vrste B. valaisiana otkriven u Covjeka koji je bolovao od meningoencefalitisa

(SAITO i sur., 2007). Vrsta B. afzelii izdvojena je u prirodno inficiranog psa, a opisane

su i mjeSovite infekcije razli€itim vrstama mikroorganizama u Europi (ZYGNER i sur.,

2008; ADASZEK i sur., 2009).

Tablica 6. Borelije skupine lajmskih borelija (prema GREENE i sur., 2012).

meningopolineuritis,

artitis

persulcatus

VRSTA BOLEST RASPRO- VEKTOR | REZERVOAR NOSITELJ
STRANJENOST (DIVLJIA
ZIVOTINJA)
BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO — LAJMSKE BORELIJE
B. burgodrferi Lajmska borelioza, | Sjeverna Amerika I. scapularis, | Lig¢inke i nimfe: | Covjek, pas,
sensu stricto eritema migrans, 1. pacificus, glodavci, mali | macka
poliartitis, menigitis, I. neotomae | sisavci, ptice
karditis Adulti: jelen, vedéi
sisavci, ptice (na
Lajmska borelioza Europa 1. ricinus europskom Covjek, pas
kontinentu
prevladavaju ptice)
B. garinii Eritema migrans, | Europa, Azija I. ricinus, I. Ptice, mali sisavci Covjek, pas (?),

macka (?)
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B. afzelii Eritema migrans, | Europa, Azija I. ricinus, |. Mali sisavci Covjek, pas (?),
meningopolineuritis, persulcatus macka (?)
artritis, kronicni
atroficni
akrodermatitis
B. japonica Nepoznata Japan I. ovatus, I. Glodavci, ptice Nepoznat
persulcatus
B. bissettii Eritema migrans, | Slovenija I. ricinus Glodavci, ptice Covjek
limfocitom
Nepoznata Sjeverna Amerika |. neotomae, | Glodavci, ptice (?) | Glodavci (u
I. scapularis eksprimentalnoj
infekciji)
B. valaisiana Meningoencefalitis Europa, Azija I. ricinus Ptice Covjek
B. spielmanii Meningoencefalitis Njemacka, Slovenija I. ricinus Ptice (?) Covjek
B. lusitaniae Eritema migrans Europa, sjeverna Afrika I. ricinus Gusteri, glodavci Covjek, glodavci
(u
eksperimentalnoj
infekciji)

2.3.4.1. PRIJENOS

Velik broj vrsta divljih sisavaca i ptica predstavljaju rezervoare za vrstu Borrelia
burgdorferi (HOVIUS, 2005). Za razliku od leptospira, borelije ne preZivljavaju u
okoliSu, vec¢ su vezane uz nositelja i vektora, odnosno prenose se izmedu kraljeznjaka
i hematofagnih ¢lankonoZzaca (GREENE i sur., 2012). Infekcije uzrokovane B.
burgdorferi sensu lato geografski su rasprSene diliem sjeverne hemisfere; opcenito
govoreci, globalna rasprostranjenost lajmske borelioze vezana je za endemska
podruCja krpelja: klimatske zone umjerene vlaznosti i temperature i mjeSovite
vegetacije, dakle optimalne uvjete za prezivljavanje i prijenos glavnog vektora —
ClankonosSca, krpelja roda Ixodes. U sjevernoj Americi glavni su prijenosnici krpelji
vrsta |. scapularis s. dammini, I. pacificus i I. neotomae, a u Europi I. ricinus i I.
persulcatus (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). Posljedi¢no razli€itim vegetacijskim i
klimatskim uvjetima, postotak infekcije medu krpeljima roda Ixodes se razlikuje, pa za
|. scapularis dosize 50% odraslih krpelja, dok za I. ricinus dosize i 75% (RAUTER i
HARTUNG, 2005; GREENE i sur., 2012).

U Europi je vecina sluajeva borelioze uzrokovana vrstama B. garinii, B. afzelii i B.
burgdorferi sensu stricto, sa najvecom pojavnosS¢éu u skandinavskim zemljama i
zemljama sredidnje Europe (pr. Austrija, Belgija, Ceska, dijelovi Francuske, Hrvatska,

Madarska, Nizozemska, Njemacka, Portugal, Slovenija, Svicarska itd.) (RAUTER i
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HARTUNG, 2005; GREENE i sur., 2012). Kao Sto je ve¢ navedeno, glavni je
prijenosnik uzro¢nika na europskom kontinentu I. ricinus, a na (euro)azijskom
kontinentu I. persulcatus. I. ricinus prenosi ve¢inom vrste B. garinii, B. afzelii, B.
burgdorferi sensu stricto, B. bissettii, B. valaisiana i B. lusitaniae, dok |. persulcatus
prenosi B. garinii i B. afzelii (HOVIUS i sur., 1999; SPECK i sur., 2001; GREENE i sur.,
2012). Rezervoari vrsta B. burgdorferi sensu stricto B. afzelii su prvenstveno glodavci,
a B. garinii i B. valaisiana ptice (GREENE i sur., 2012).

Krpelji se inficiraju parazitiranjem na rezervoarima, tijekom svojeg Zivotnog vijeka od
dvije do tri godine. LiCinke krpelja hrane se na manjim sisavcima, poput glodavaca,
krtica, vjeverica, ptica, pa €ak i gustera, tijekom prve godine Zivota. Nakon zimovanja,
licéinke se presvlaCe u nimfe, koje se hrane na vec¢im sisavcima, poput jelena, pasa,
macaka, Covjeka i konja. U stadiju nimfe, krpelji su veli€ine dva do tri milimetra u
promjeru, te ih se vrlo lako previdi, pa zbog toga i predstavljaju najvazniji i najopasniji
izvor infekcije. Tijekom jeseni iste godine nimfe se presvlace u odrasle jedinke, kada
se Zenka nakon posljednjeg krvnog obroka otpusta na tlo i polaZze oko 3000 jajasaca
(OGDEN i sur., 1997). Transovarijski prijenos, za razliku od transstadijskog je izrazito
rijedak (NEFEDOVA i sur., 2004), Sto podrzava teoriju da su divlje Zivotinje kao
rezervoari glavni izvor infekcije (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). Gotovo je jedini
nacin prirodnog prijenosa na nositelja kraljeznjaka prihvacanje zarazenog krpelja, iako
je u eksperimentalnim uvjetima dokazano prisutstvo DNA i protutijela u Stenadi koje je
rodila kuja inokulirana i inficirana borelijama prije trudnoc¢e. Stenad nije sisala, $to
dodatno ukazuje na moguénost transplacentalnog prijenosa infekcija. Ipak, vertikalni i
horizontalni prijenos borelija nije dokazan u pasa inficiranih nakon prihvac¢anja krpelja
(APPEL i sur., 1993; GUSTAFSON i sur., 1993;.STRAUBINGER i sur., 2000).

2.3.4.2. PATOGENEZA

Razli¢iti mehanizmi bivaju iskoristeni od strane borelija, a kako bi izbjegle unistenje od
strane imunosnog sustava nositelja, $to u konacnici rezultira perzistiranjem infekcije i,
mozda, razvijanjem kroni¢ne infekcije (HOVIUS, 2005).

Tijekom prvih 12 do 24 sata nakon prihvacanja krpelja, borelije koje se nalaze u
srednjem crijevu krpelja ne bivaju prenesene na konacnog noistelja. Tijekom
navedenog vremena, borelije prolaze kroz slozeni proces remodeliranja vanjske

membrane, kako bi kasnije mogle preZivjeti u imunokompetentnom nositelju (ptici ili
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sisavcu). Jedan je od aktivatora havedenog procesa najvjerojatnije porast temperature
krpelja tijekom sisanja krvi, a zbog bliskog kontakta sa nositeljevom kozom. Virulencija
borelija je dijelom ovisna o promjeni grade povrSinskih lipoproteina vanjske membrane
(engl. outer surface proteins, Osp), i to iz OspA u OspC (SCHWAN i sur., 1995). Kod
svih borelija koje se nalaze u krpelju ne dolazi do navedene promjene, a one borelije
koje pri prodoru u nositelja na svojoj povrsini jos uvijek izrazavaju OspA bivaju uniStene
od strane imunosnog sustava (WILSKE i sur., 1996; OHNISHI i sur., 2001), dok je
OspC klju¢an za migraciju borelija iz crijeva krpelja u slinske Zlijezde, te konacno u
nositelja (GRIMM et al, 2004; TEMPLETON, 2004). Borelije dodatno od unistenja Stiti
48 sati po ugrizu (OHNISHI i sur., 2001; SCHUIJT i sur., 2008).

Kako se borelije Sire u organizmu nositelja, do danas nije u potpunosti razjasnjen;j i
predmet je brojnim raspravama. Jedan je od hipoteza da se borelije Sire krvotokom, te
da napustajuéi krvotok dopiru u razli€ita (udaljena) tkiva. Nasuprot navedenoj hipotezi
je slijedeca: borelije zbog nepovoljnih uvjeta (stani¢ne i topive imunosne komponente)
u krvotoku bivaju prisiliene napustiti ga sa posljedicnom migracijom kroz tkiva i
zaostajanjem u tkivima bogatim kolagenom (pr. kapsula zgloba, koza, perineurij) u
kojem proliferiraju i prezivljavaju godinama (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). U
prilog navedenoj hipotezi ide nalaz borelija u izvanstani€éhom prostoru inficiranih pasa,
a dodatno je poznato da su borelije metabolicki ovisne o N-acetilglukozaminu, preteci
kolagena (STRAUBINGER i sur., 1998). Navedenom c¢injenicom objasSnjava se i
tropizam borelija prema koZi, odnosno pojava lezija u tkivima bogatim kolagenom
(HOVIUS i sur., 1999). Borelije ne pripadaju skupini gram-negativnih bakterija, one ne
proizvode niti su gradene od tipi¢nih lipopolisaharida koje nalazimo u gram-negativnih
bakterija. Ipak, one izraZzavaju brojne proteine i lipoproteine na povrSini svoje vanjske
membrane, poput Osp. Kako bi u€inkovito izbjegle nositeljevom imunosnom sustavu,
borelije su sposobne izmijeniti svoju vanjsku proteinsku ovojnicu, pomocu lipoproteina
zvanog VISE (engl. variable major protein-like sequence) (EMBERS i sur., 2007), €ime
nastaju antigeno nove varijante (BEDENIC, 2009). Dodatan je nadin izbjegavanja
uniStenja od strane nositeljevog imunosnog sustava i potpunom izmjenom svojeg
oblika. Naime, u nepovoljnim uvjetima spiralne se i pokretne borelije unutar nekoliko
minuta mogu izmijeniti u sferi¢an i nepokretan oblik, u kojem mogu prezivjeti tijekom
nekoliko dana bez hranjivih tvari. Proces povrata u spiralan, pokretan i metabolicki
aktivan oblik takoder se dogodi unutar par minuta (GRUNTAR i sur., 2001; GREENE i
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sur., 2012). Klini¢ki manifestna bolest posljedica je nositeljevog vlastitog imunosnog
odgovora. Tako su primjerice, oste€enja u zivCanom sustavu vezana uz imunosni
odgovor prema specificnim borelijskim antigenima, poput flagelina, prema kojem
nositelj tvori protutijela koja se veZu za neuroaksonalne proteine. Ko-infekcija vrstom
A. phagocytophilum moZe poboljsati proliferaciju borelija, kao i njihovo prodiranje kroz
endotel krvnih Zila i hematoencefalnu barijeru (NYARKO i sur., 2006; NIETO i FOLEY,
2009).

Citokini sudjeluju u regulaciji upalnog odgovora, a sa ciljem smanjenja broja borelija u
organizmu, no istovremeno ostecuju i okolno tkivo. U zglobovima je uoCena pojacana
aktivnost IL-8 koji, izmedu ostalog, privla€i neutrofile, te predstavlja jedan od vaznijih
mehanizama nastanka gnojnog poliartritisa (STRAUBINGER i sur., 1997). Osim IL-8,
brojni drugi interleukini (poput IL-10 i IL-4) imaju ulogu u patogenezi lajmske borelioze,
a borelije mogu i suprimirati izluCivanje nekin citokina te modulirati upalni odgovor,
najéeS¢e u proupalnom smjeru sa pojacanim stvaranjem protutijela (KRUPKA i
STRAUBINGER, 2010). Slijedom navedenog, osStecenja nastala tijekom lajmske
borelioze nisu posljedica oStecenja tkiva uzrokovanog izravnim djelovanjem borelija,

ve¢ neprimjerenog upalnog odgovora organizma nositelja (GREENE i sur., 2012).

2.3.4.3. KLINICKA SLIKA

Za razliku od lajmske borelioze u ljudi, klini¢ki se u pasa infekcija ne moze jasno
razdijeliti u tri stadija (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). U vecini sluCajeva je to¢no
vrijeme infekcije nepoznato, jer krpelji koji se hrane (odrasle jedinke ili nimfe) uglavnom
bivaju neprimjeceni od strane vlasnika. Nadalje, prihvacena je €injenica da svi inficirani
psi ne razvijaju klinicki manifestnu bolest, pa tako u eksperimentalno izazvanim
infekcijama do 75% inficiranih pasa razviju klinicki manifestnu bolest (APPEL i sur.,
1993). Trenutno jo$ uvijek ne postoje epidemioloski podaci o tijeku kliniCki manifestne
bolesti u prirodno inficiranih pasa, te suprotno uobiCajenom misljenju prisutstvo
serumskih protutijela ne korelira sa klini¢kim znakovima (GREENE i sur., 2012).

Prvi su klini¢ki znakovi bolesti uglavnom nespecifi¢ni i ne moraju se ispoljiti u svih pasa;
znakovi su akutne bolesti najceS¢e poviSena tjelesna temperatura, opéa slabost,
Sepavost i povecanje lokalnih limfnih ¢vorova (STRAUBINGER i sur., 1997). Pocetni
stadij bolesti uglavhom ostane neotkriven, vlasnici ga uglavnom previde, jer znakovi

uglavnom i nestanu nakon par dana. Eritema migrans, koji se javlja u vecine slu€ajeva
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lajmske borelioze kod ljudi, nije opisan kod pasa, no ¢esto se na mjestu prihvacanja
krpelja moZze uociti crvenkasta lezija promjera oko 1 cm, koja nakon uklanjanja krpelja
nestaje unutar par dana (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). Sa diseminacijom
borelija, one dospijevaju u kozu, zglobove i vezivno tkivo, a zbog razvoja lokalnih
upalnih reakcija mogu se javiti bol, oteCenje i Sepanje. STRAUBINGER i sur. (1997)
navodi da se Sepavost kod eksperimentalno izazvanih infekcija javlja 2 do 6 mjeseci
po inokulaciji uzro€nika. Nadalje, isti autori navode da je teSka Sepavost trajala dva do
pet dana, oCitovala se kao mono- ili oligoartritis, te se u poCetku pojavila ha mjestu
ugriza krpelja. U prirodno inficiranih pasa, pojava $epavosti povezana je sa pojavom
znakova zamora, umjerenim porastom tjelesne temperature i bolovima pri hodanju uz
ili niz stepenice (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010). Jedna od vaznijih, ako ne i
najvaznija diferencijalna dijagnoza u slu€ajevima lajmskog artritisa je ruptura kriznih
ligamenata (MUIR i sur., 2007). U nekih je prirodno inficiranih pasmina pasa opisana
pojava glomerulonefritisa sa proteinurijom (GRAUER i sur., 1988). Tes$ki oblici
bubrezne bolesti o€ituju se znakovima poput perifernin edema, azotemije, uremije,
proteinurije, povracanja, tromboembolije i izljeva u tjelesne Supljine (DAMBACH i sur.,
1997). Lajmska borelioza kod ljudi se rijetko moze ocCitovati i pojavom neuroloskih
znakova, odnosno pojavom Bannwarthovog sindroma (PACHNER i STEINER, 2007).
Pojava neuroloskih znakova naj¢esce prati boreliozu uzrokovanu vrstom B. garinii, a u
pasa do danas nije zabiljezena pojava navedenog sindroma (STRAUBINGER i sur.,
1998). U eksperimentalno inficiranin pasa opisana je pojava asimptomatskog
encefalitisa, blagog perineuritisa ili samo meningitisa (HALPERIN, 2008). Od ostalih
su znakova, ili bolje re€eno ocitovanja, opisani pojava reumatoidnog artritisa i aritmije
povezane sa miokarditisom. U oba je slu€aja dijagnoza postavljena na temelju
prisutstva protutijela i mikroskopskog nalaza, bez dokaza uzroCnika, tako da je
povezanost navedenih znakova i infekcije borelijama upitna (LEVY i DURAY, 1988;
ROUSH i sur., 1989).

2.3.4.4. DIJAGNOSTIKA

Postupak postavljanja konacne dijagnoze lajmske borelioze jo$ je uvijek zahtijevan,
mukotrpan i, Cesto, dugotrajan, kako u humanoj tako i u veterinarskoj medicini, jer ne
postoji specificha i sveobuhvatna metoda pretrage. Kako bi potkrijepili dijagnozu
lajmske borelioze potrebno je provijeriti slijedeéa Cetiri mjerila — jesu li klinicki znakovi
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u pacijenta povezani sa (ili tipicni za) lajmsku boreliozu, jesu li prisutna specifiCna
protutijela (uzeti u obzir cijepljenje), je li nastupilo zna€ajno poboljSanje nakon
uvodenja specificnog antimikrobnog lijeCenja i zivi li pacijent u podrucju koje je
endemicno za lajsmku boreliozu te postoji li realan rizik izloZzenosti krpeljima roda
Ixodes (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010).

Lajmsku boreliozu ne prate specificne (patognomonicne) promjene u krvnoj slici ili
biokemijskim pokazateljima (GREENE i sur., 2012). U uzorcima cerebrospinalnog
likvora i punktata sinovije najCeSCe se nalazi povecan broj stanica sa jezgrom; u
cerebrospinalnom likvoru limfocitna pleocitoza, a u sinoviji neutrofilija sa 5000 do
100,000 stanica/pL. U slu€ajevima bubreznog oblika biokemijski nalazi, kao i nalaz
pretrage mokrace ukazuje na uremiju, odnosno zatajivanje bubrega (KRUPKA i
STRAUBINGER, 2010).

Dijagnoza lajmske borelioze postala je ,seroloSka dijagnoza®, prvenstveno jer uzgoj,
mikroskopski ili genski nalaz uzro€nika u uzorcima tkiva ili tjelesnih tekucina ne
predstavljaju uobi¢ajene dijagnosti¢ke postupke (GREENE i sur., 2012). SerolosSke
pretrage potrebno je tumaciti u smislu ,seroreaktivnosti“ spram B. burgdorferi, a ne kao
konacni dokaz spirohetalne infekcije (STEERE i sur., 2008). Jedna od prvih seroloskih
metoda dijagnostike lajmske borelioze bila je IFAT, no kako je specificnost pretrage
bila vrlo niska i ukrizena reaktivnost je dovodila do pojave laZzno-pozitivnhog nalaza,
navedena se metoda vise ne preporuCuje za dijagnostiku lajmske borelioze
(BRUCKBAUER i sur., 1992; STEERE i sur., 2008). Proteklih godina je razvijen
dvodijelni dijagnostiCki sustav, kojeg Cine visoko osjetljiva ELISA, kojom se izdvajaju
negativni uzroci, i WB, pomocu kojeg se medu pozitivnim uzorcima razlikuju inficirane
od cijeplienih Zzivotinja (STEERE i sur., 2008). Opcenito govoreci, pri izvodenju
navedenih seroloskih metoda mogu se koristiti antigeni cijelih borelija, prociSceni
borelijski antigeni ili rekombinantni antigeni (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010).
Seroloske pretrage temeljene na ELISA metodi omogucéavaju otkrivanje protutijela
razreda imunoglobulin M (IgM) i/ili G (IgG). Protutijela razreda IgG su se u
eksperimentalnom modelu javila Cetiri do Sest tjedana po infekciji, te su perzistirala
godinama, Cak i nakon uspjeSne antimikrobne terapije (APPEL i sur., 1993).
Imunobloting je vremenski zahtijevniji i tezi za interpretirati, te se zbog toga i ne koristi
samostalno, a koristi se za razlikovanje protutijela specificnih za infekciju od protutijela

specificnih za cijepljenje. Tako se u cijepljenih pasa pojavljuje signal na 31 kDa, koji
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odgovara OspA, odnosno protutijelima koja su stvorena posljedicno cijepljenju
(GREENE i sur., 1988).

Prema trenutnim spoznajama VISE se iskljuCivo izrazava u konacnom nositelju
(sisavcu). Nepromijenjiva regija 6 (IRs), kao i mnogo kraci peptidni niz IRe nazvan Ces
pokazali su se kao specificne antigene komponente u seroloSkim pretragama, $to je i
dokazano u inficiranih ljudi, pasa, majmuna i miSeva (LIANG i PHILIPP, 1999). VISE i
IRs su dobro oCuvani medu genovrstama B. burgdorferi sensu lato, a na temelju
aminokiselinskog slijeda IRe razvijen je sintetski analog Cs peptida koji je uspjedno
iskoristen za novu ELISA metodu. Protutijela na Ce peptid moguce je otkriti ve¢ u ranoj
infekciji, a dodatno je utvrdeno da ne postoji ukrizena reaktivnost sa protutijelima na
OspA (LIANG i sur., 2000; LEVY, 2002). Nadalje, pokazalo se da se razina protutijela
na Ce peptid smanjuje po uspjesnoj antimikrobnoj terapiji (PHILIPP i sur., 2001).
Unato¢ visokoj specifi€nosti metode, protutijela na C6 peptid ne moraju uvijek korelirati
sa klinickim znakovima i moguci su lazno pozitivni nalazi, osobito kada postoje
maternalna protutijela u Stenadi rodene od inficiranih kuja (ESCHNER, 2008).
Borelije se mogu uzgojiti iz uzoraka tkiva, krvi ili sinovije, u slozenim tekuc¢im
podlogama koje sadrzavaju serum i koje su obogacene N-acetilglukozaminom i
dugolan€anim masnim kiselinama (pr. Babour-Stoenner-Kelly podloga). Borelije se
sporo umnoZzavaju na umjetnim podlogama, te je potrebno inkubirati klinicki materijal
tijekom Sest do osam tjedana (BEDENIC, 2009; KRUPKA i STRAUBINGER, 2010).
Pomoc¢u PCR moguce je dokazati molekulu DNA B. burgdorferi sensu lato u razli€itim
uzrocima, najbolje biopsatima koze i aspiratima sinovije. Metoda je osjetljiva, visoko
specificna i brzo daje rezultate, ve¢ unutar par sati. Ipak je najvazniji nedostatak
navedene metode nemoguénost razlikovanja zive borelije, kod aktivne infekcije, od
mrtve borelije koju nalazimo kod inaparentnih infekcija ili nakon uspjeSne terapije
(STRAUBINGER, 2000; STEERE, 2001; BEDENIC, 2009).

2.3.4.5. TERAPIJA

Za razliku od lajmske borelioze u ljudi, to¢an trenutak infekcije u vecine Zivotinja ne
moze biti odreden, pa je u trenutku zapoc€injanja antimikrobne terapije najvjerojatnije
doSlo do Sirenja borelija po organizmu. Prema tome, antimikrobna terapija je u vecini
sluCajeva empirijska (GREENE i sur., 2012). Klini¢ki, kod pasa sa lajmskim artritisom,

do poboljSanja dolazi unutar 24 do 48 sati po zapocinjanju antimikrobne terapije

46



(STRAUBINGER i sur., 2000), odnosno najbolji se rezultati postizu terapijom
zapocCetom u ranoj fazi bolesti (LITTMAN, 2003). Pitanje treba Ii lijeCiti pse sa
dokazanim specificnim protutijelima, a u odsutnosti klinickih znakova, jos je uvijek izvor
kontroverzi (LITTMAN, 2003; LITTMAN i sur., 2006; GREENE i sur., 2012). KRUPKA
i STRAUBINGER (2010) preporucuju terapiranje zivotinja sa klinicki manifestnim
oblikom bolesti, a terapija mora trajati najmanje 30 dana, u odredenim slucajevima i
duze (vidjeti tablicu 7.). GREENE i sur. (2012) navodi slijedece razloge protiv
terapiranja kliniCki zdravih, ali seropozitivnih pasa: vecina nositelja posjeduje prirodnu,
intrinzicnu imunost koja sprjeCava pojavu bolesti; primjenom antimikrobnih lijekova,
posebice u endemicnim podrucjima, dolazi do razvoja rezistentnih sojeva borelija, ali i
drugih bakterija; Cesta je pojava nuspojava. Nasuprot navedenom razlozi za
terapiranje su slijedeci: inkubacijsko razdoblie moze biti dugo sa razvojem
imunopatolo$kih posljedica infekcije, a terapija moze sprjeciti pojavu i progresiju
imunosno-posredovanih ostecenja; klini¢ki zdravi psi mogu imati subklini¢ka oCitovanja
infekcije, poput proteinurije i imunosno-posredovanog ostecenja bubrega. Veterinari
koji zagovaraju lijeCenje asimptomatskih zivotinja istovremeno i zagovaraju cijepljenje
takvih zivotinja, a kako bi se sprjecila reinfekcija. Ipak, asimptomatske pse koji su
proteinuriCni ne bi se smjelo cijepiti sve dok se ne zavrsi terapija, praéeno snizenjem
titra Ce protutijela.

Borelije su osjetljive na ceftriakson, eritromicin, azitromicin, amoksicilin, cefuroksim,
doksiciklin, cefuroksim, doksiciklin, tetraciklin i penicilin G (STEERE, 2003; GREENE i
sur., 2012). U lijeCenju lajmske borelioze najceSce se koristi doksiciklin, prvenstveno
jer se moze primjenjivati po. i cijena mu je niska. Dodatno, na doksiciklin su osjetljive
bartonele, anaplazme, erlihije i druge rikecije tako da se moze primjenjivati i u
sluCajevima u kojima se sumnja na ko-infekciju navedenim mikroorganizmima
(LITTMAN i sur., 2006). Noviji makrolidi, poput azitromicina, i cefalosporini trece
generacije, poput ceftriaksona, prvenstveno su indicirani za lijeCenje refrakternih
sluajeva i u slu¢ajevima kroni¢nih infekcija (GREENE i sur., 2012).

Davanje antimikrobnih lijekova u svrhu prevencije se vrlo rijetko provodi i ne
preporucuje se (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010).
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Tablica 7. Antibakterijski lijekovi za terapiju lajmske borelioze (prema KRUPKA i
STRAUBINGER, 2010 i GREENE i sur., 2012).

LIJEK DOZA NACIN INTERVAL | TRAJANJE POZELJNA
(MG/KG) | PRIMJENE (SATI) (DANI) INDIKACIJA
Doksiciklin 10 po. 12-24 30-42 Rani stadij, artritis,

neuroborelioza

Amoksicilin 20 po. 8 30 Rani stadij, artritis,
neuroborelioza,

mlade Zivotinje

Azitromicin 25 po. 24 10-20 Rani stadij
Penicilin G 22.000 iv. 8 14-30 Perzistirajuci
i.j./kg artritis,
neuroborelioza,
karditis
Ceftriakson 25 iv., sk. 24 14-30 Kasna
neuroborelioza ili
karditis,
perzistirajuci artritis
Cefotaksim 50 iv. 12 14-30 Neuroborelioza
Kloramfenikol 25-50 po., sk., im. 8 14-30 Neuroborelioza
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U svrhu suzbijanja boli mogu se u slu€ajevima lajmskog artritisa davati Zivotinjama i
nesteroidni protuupalni lijekovi, kao i glukokortikoidi, ali u niskim protuupalnim dozama,
nikako imunosupresivnim (KRUPKA i STRAUBINGER, 2010; GREENE i sur., 2012).

2.3.4.6. PROFILAKSA

Na svjetskoj su razini dostupna razli€ita cjepiva protiv lajmske borelioze pasa. Nacin
prevencije je jedinstven, jer protutijela inducirana cijepljenjem ne djeluju na borelije u
nositelju, ve¢ u krpelju. Cjepivom inducirana protutijela specificna za OspA nalaze se
u krvotoku psa, te ih krpelj pri sisanju unosi u sebe. Na taj se nacin protutijela u krpelju
vezu na borelije koje izrazavaju OspA i sprjeCavaju njihovu migraciju u slinske Zlijezde,
te usporavaju rast borelija u krpelju (DE SILVA i sur., 1997). Ukoliko se borelije veé
nalaze u nositelju, protutijela na njih ne djeluju, jer one izrazavaju OspC/VISE.
Cijepljenje mora inducirati stvaranje visokog broja protutijela kako bi pas bio zasti¢en,
a prije prihvacanja krpelja (DE SILVA i sur., 1996), tako da je Zivotinje potrebno
redovito docijepljivati. Kalendar cijepljenja razlikuje se, ovisno o proizvodacu cjepiva.
U pocetku se Zivotinju cijepi dva puta, u razmaku od tri do Cetiri tjedna, a docjepljuje
se nakon Sest mjeseci. Nakon toga je dovoljno docjepljivati svakih godinu dana
(TOEPFER i STRAUBINGER, 2007).

Opcenito govoredi, profilaksa iskljuCivo cijeplienjem se ne preporucuje. U profilaksi
lajmske borelioze vaznu ulogu ima kontrola populacije krpelja, osobito u endemicnim
podruc¢jima, kao i lokalna primjena razliCitih repelenata i akaracida (KRUPKA i
STRAUBINGER, 2010).

2.3.5. LISMANIOZA

LiSmanioze predstavljaju skupinu bolesti od kojih mogu oboljeti ljudi i Zivotinje, a koje
su uzrokovane protozooama koje pripadaju rodu Leishmania, redu Kinetoplastida,
porodici Trypanosomatidae. Bolest koju liSmanije uzrokuju u Zivotinja nazivamo
liSmanioza, a prenose ju papataci rodova Phlebotomus i Lutzomyia (BANETH i
SOLANO-GALLEGO, 2012). Bolest je proSirena globalno, od intertropske klimatske
zone srediSnje Amerike i Afrike do umjerene klimatske zone Juzne Amerike, Europe i
Azije. Visceralna liSmanioza uzrokovana je vrstama Leishmania donovani (L.

donovani) i L. infantum (sinonim: L. chagasi), i predstavlja najtezi oblik bolesti, koji
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ukoliko se ne lije€i, dovodi do uginu¢a. Osim visceralne liSmanioze, razliCite vrste
liSmanija uzrokuju kutanu i mukokutanu liSmaniozu, bolesti koje nisu fatalne, ali su
odgovorne za visok stupanj pobolijevanja u endemiénim podrucjima (GRAMICCIA,
2011). Svjetska zdravstvena organizacija opisuje humanu liSmaniozu kao jednu od
najzapostavljenijin tropskih bolesti kojoj se pojavnost tijekom zadnjih deset godina
povecCala (DESJEUX, 1996, 2004). Neosporno je da je liSmanioza geografski
rasprostranjenija nego Sto se to prije pretpostavljalo (GRAMICCIA, 2011), pa su tako
opisani autohtoni slu€ajevi liSmanioze u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Kanadi,
sjevernoj ltaliji i Njemackoj (DUPREY i sur., 2006; MAROLI i sur., 2008; NAUCKE i
sur., 2008). Globalno je prihvaéena Cinjenica da je liSmanioza dinamiCka bolest, te da
se uvjeti prijenosa konstantno i kontinuirano mijenjaju, prvenstveno ovisno o0
promjenama u okolisnim, demografskim i socijalnim uvjetima (GRAMICCIA, 2011).

Psi predstavljaju najvazniji rezervoar vrste L. infantum za druge pse i Covjeka, pa kao
takvi sluze kao izvor infekcije za papatace koji se na njima hrane; kroz duza vremenska
razdoblja psi su subklinicki nositelji liSmanija (BANETH i SOLANO-GALLEGO, 2012).
LiSmanije su dikseni paraziti koji svoj razvojni ciklus dovrSavaju u dva razli€ita nositelja,
u papatacu i sisavcu. PapatacCi prenose izvanstanicno smjestenog promastigota, dok
se u sisavcima nalazi unutarstaniéno smjesSten amastigot. Konacan oblik, koji se
prenosi na novog nositelja je metacikliCki promastigot. Kada se papataC hrani na
kraljeznjaku, istovremeno i inokulira promastigote. Ovisno o mjestu razvoja unutar
crijeva papataca, rod Leishmania se dijeli na podrodove Viannia (ciklus vezan uz
straznje crijevo) i Leishmania (ciklus vezan uz srednje crijevo). Kao $to je vec prije
navedeno, hematofagne su isklju€ivo Zenke paptaca (KILLICK-KENDRICK, 1999).
Papataci se uglavnhom hrane na onim podrucjima na psu gdje je dlaka oskudnija, poput
primjerice glave, nosnog planuma, vrhova uski, inguinalnog i perinealnog podrucja.
Nakon $to liSmanija dospije u dermis nositelja, biva fagocitirana od strane makrofaga,
koji ga okruzuju i pokuSavaju ukloniti unutar fagosoma izlaganjem kaskadi kisikovih
metabolita (pr. duSikov oksid) i lizosomalnim hidrolazama. LiSmanije su otporne prema
navedenim, nespecificnim, obrambenim sustavima, te prezivljavaju unutar makrofaga,
u kojima se i po€inju umnozZavati (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009). Napredovanje
same invazije ovisi o nositeljevom imunosnom sustavu (ALVAR i sur., 2004). LiSmanije
koje se nalaze u nositelju mogu u sebe unijeti drugi papataci prilikom hranjenja, u
kojima se amastigoti oslobadaju i u crijevu pretvaraju u promastigote (u crijevu

papataCa) (BATES, 2007). lako do prijenosa liSmanija u prirodnim uvjetima dolazi
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iskljuivo po ubodu papataCa, opisan je i transplacentalni prijenos L. infantum
(ROSYPAL i sur., 2005), kao i prijenos putem transfuzije zarazene pune krvi (BANETH
i sur., 2005). Nadalje, veneralni prijenos liSmanija sa zarazenog muzjaka na zdravu
Zenku je takoder opisan (SILVA i sur., 2009). U podrucjima u kojima je bolest prisutna,
ali ne postoje kompetentni vektori, pretpostavlja se da dolazi do izravnhog Sirenja
kontaktom medu psima (PETERSEN, 2009).

2.3.5.1. PATOGENEZA

Nakon uboda papataca, promastigoti liSmanija dospijevaju, pomije$ani sa slinom, u
koZu nositelja. Po ulasku u kozu, promastigoti bivaju fagocitirani od strane makrofaga,
u kojima se umnazaju kao amastigoti, unutar fagolizosoma, koji ih istovremeno Stiti od
djelovanja nositeljeva imunosnog sustava. Sa rupturom stanice makrofaga, oslobodeni
amastigoti ulaze u druge stanice te se Sire sa mjesta uboda i dospijevaju prvenstveno
u hemolimfatiCke organe, poput limfnih ¢vorova, slezene, koStane srzi i jetre (BANETH
i SOLANO-GALLEGO, 2012).

Tradicijski gledano se smatralo da svi psi invadirani vrstom L. infantum sa vremenom,
nakon razli¢ito dugog inkubacijskog razdoblja, razvijaju klini¢ki manifestan oblik
liSmanioze (FERRER i sur., 1988). No tome nije tako. Naime liSmanioza pasa je bolest
kod koje invazija ne znaci klinicki manifestnu bolest, prvenstveno zbog visoke
prevalencije subklini¢ke infekcije (SOLANO-GALLEGO i sur., 2001; BANETH i sur.,
2008). SOLANO-GALLEGO i sur. (2009) smatraju da psi boluju od klini¢ki manifestne
liSmanioze kada ocituju klinicke znakove i/ili promjene u laboratorijskim pokazateljima,
uz objektivno potvrdenu invaziju vrstom L. infantum. Psi koji boluju od subklini¢kog
oblika bolesti su klini¢ki zdravi psi, dakle ne ocCituju nikakvih klinickin znakova niti
promjena u laboratorijskim pokazateljima, ali objektivno im je dokazana invazija vrstom
L. infantum.

LiSmaniozu pasa prati Sirok raspon imunosnih odgovora i klinickih znakova, a bolest
se javlja u subkliniCkom, samoograni€avaju¢em obliku (BOTTERO i sur., 2006) i
klinicki manifestnom, cesto teSkom, obliku. U pasa su navedena dva oblika

karakterizirana: (1) zasStitnom imunoScu veznom uz CD4+ limfocite i posredovanu
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otpustanjem IFNy, IL-2 i TNFa, koji poti¢u anti-liSmanijsku aktivnost makrofaga i (2)
sklonoscu bolesti, karakteriziranom nespecifi€cnim humoralnim imunosnim odgovorom,
smanjenim uklanjanjem inficiranih makrofaga od strane citotoksi¢nih CD8+ i CD4+ T-
limfocita i smanjenom proizvodnjom IFNy (ALVAR i sur., 2004; BANETH i sur., 2008).
Limfocitna populacija, kao i populacija ostalih leukocita podlijeze promjenama tijekom
bolesti. ProtoCna citometrija mononuklearnih stanica periferne krvi i splenocita je
pokazala da teSke oblika bolesti i naglaseni parazitizam prati smanjenje broja CD5+,
CD4+ i CD8+ T-limfocita, te CD21+ B-limfocita i monocita (BANETH i SOLANO-
GALLEGO, 2012). Osijetljivost i otpornost prema liSmaniozi u pasa vjerojatno ima i
genetsku podlogu. Istrazivanje polimorfizma porodice topivih gena, toCnije Slc11c1
(engl. solute carrier family 11 member al) gena pokazala su da su kod osjetljivinh pasa
prisutani polimorfizam i mutacije navedenog gena (SANCHEZ-ROBERT i sur., 2008).
Odredene pasmine pasa su osjetljivijie na bolest, pa tako klini¢ki manifestnu bolest
ceSc¢e razvijaju njemacki bokseri, koker Spanijeli, rotvajleri i njemacki ovcari, a ibiski
hrtovi rijetko (SOLANO-GALLEGO i sur., 2011). Dob pasa je vazan Cimbenik, a bolest
ima bimodalnu distribuciju, sa najvecom prevalencijom u pasa mladih od tri i starijih od
osam godina (ABRANCHES i sur., 1991; CARDOSO i sur., 2004).

LiSmanioza pasa je kroni¢na bolest, a kliniCki se znakovi mogu pojaviti tri mjeseca, pa
sve do sedam godina po infekciji. Tijekom bolesti dolazi do deplecije T-limfocitnih
podrucja u limfati¢nim organima te proliferacije B-limfocitnih podrucja sa posljedi€énom
naglasenom tvorbom protutijela. Proliferacija B-limfocita, plazma stanica, histiocita i
makrofaga rezultira pojavom generalizirane limfadenomegalije, splenomegalije i
hiperglobulinemije. Tijekom bolesti se stvaraju i auto-protutijela, koja su odgovorna za
nastanak imunosno-posredovanih osteéenja tkiva i organa (pr. trombocitopenija,
glomerulonefritis, uveitis, sistemski vaskulitis itd.) (Baneth i SOLANO-GALLEGO,
2012).

2.3.5.2. KLINICKA SLIKA

LiSmanioza pasa je sistemska bolest koja potencijalno moze zahvatiti bilo koji organski
sustav, tkivo ili tjelesnu tekucinu i oCituje se nespecificnim kliniCkim znakovima.
NajceSci su Klini¢ki znakovi liSmanioze prikazani u tablici 8. Ipak se liSmanioza
najteS¢e oCituje promjenama na kozi, lokaliziranom ili generaliziranom

limfadenomegalijom, gubitkom na tjelesnoj masi, nepodnoSenju napora, smanjenim
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apetitom, letargijom, splenomegalijom, poliurijom i polidipsijom, promjenama na o€ima,
krvarenjem iz nosa, onihogrifozom, Sepavos¢u, povracanjem i proljevom (BANETH i
SOLANO-GALLEGO, 2012).

Tablica 8. Klini¢ki znakovi i promjene u laboratorijskim pokazateljima kod liSmanioze
pasa uzrokovane vrstom L. infantum (prema SOLANO-GALLEGO i sur., 2011).

KLINICKI ZNAKOVI PROMJENE U LAB. POKAZATELJIMA

Sistemski

Generalizirana limfadenomegalija
Gubitak na tjelesnoj masi
Smanjen ili pojacan apetit
Letargija

Bljedilo vidljivih sluznica
Splenomegalija

Poliurija i polidipsija

PoviSena tjelesna temperatura
Povracanje

Proljev (uklju€ujuci i kroni¢ni kolitis)

Serumski proteini i elektroforetogram

Hiperglobulinemija
(poliklonska beta i/ili gamaglobulinemija)
Hipoalbuminemija

SniZen omjer albumina prema globulinima

KoZzni

NepruritiCan eksfolijativni dermatitis
Alopecija

Nodularni dermatitis

Papularni dermatitis

Pustularni dermatitis

Onihogrifoza

Hemogram/hemostaza

Blaga do umjerena neregenerativna
anemija

Leukocitoza ili leukopenija
Trombocitopatija

Trombocitopenija

Poremecéaj sekundarne hemostaze i

fibrinolize

O¢ni

Blefaritis i konjunktivitis
Keratokonjunktivitis

Anteriorni uveitis/endoftalmitis

Biokemijski pokazatelji/pretraga mokrace

Blaga do teSka proteinurija
Bubrezna azotemija

PoviSena aktivnost jetrenih enzima

Ostali
Mukokutane i mukozne ulcerativne ili

nodularne lezije (oralne, genitalne i

Ostale promjene

Limfocitna pleocitoza u cerebrospinalnom

likvoru
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nazalne) Prisutstvo antinuklearnih protutijela
Krvarenje iz nosa Smanjenje kvalitete sperme

Sepavost, vaskulitis, miozitis

Rijetko se liSmanioza moze ocitovati srcanom tamponadom, miozitisom zvacnog
miSi¢ja, pankreatitisom, meningitisom, kroni¢nim kolitisom, pemfigusom i
poliartritisom. Posljedi€no glomerulonefritisu i razvoju nefroticnog sindroma moze se
javiti i tromboza, a od koagluopatija je opisana i pojava diseminirane intravaskularne

koagulacije (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009).

2.3.5.3. DIJAGNOSTIKA

Dijagnosti¢ki se postupak provodi kako bi se postavila kona¢na dijagnoza bolesti ili u
svrhu istrazivanja prisutstva i proSirenosti bolesti na odredenom podrucju, u klinicki
zdravih pasa koji Zive u endemskom podrucju, u svrhu sprje€avanja prijenosa bolesti
sa subklini¢kih nositelja koji su donori krvi za transfuziju ili da bi se izbjegao transport
invadiranih pasa u podrucja (ili zemlje) u kojima liSmanioze nema, te kao nacin
praéenja terapijskog odgovora (MIRO i sur., 2008). Dijagnosti¢ki je postupak sloZen i
sastoji se od nalaza kompatibilnih klinickin znakova i promjena u laboratorijskim
pokazateljima, do primjene specificnih metoda, koje ukljuCuju mikroskopski dokaz
parazita u citoloskim ili histopatoloSkim uzorcima, uzgojem parazita na odgovarajuéim
podlogama i dokaz parazitske DNA pomo¢u PCR (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009).
Promjene u laboratorijskim pokazateljima koje mogu pratiti liSmaniozu uzrokovanu
vrstom L. infantum navedene su u tablici 8.

Brojne su seroloske metode dostupne za otkrivanje serumskih protutijela na liSmanije.
Tako se mogu koristiti IFAT, ELISA, imunokromatografija, izravna aglutinacija i WB.
Opcenito govoredi, vecina je navedenih metoda dobre osjetljivosti i specifi€nosti.
Pritom je vazno napomenuti da osjetljivost i specificnost svake od metoda ovisna o
antigenu koji se primjenjuje. Visoka razina protutijela vezana je uz liSmaniozu sa
velikim brojem parazita u tkivima i klini¢ki manifestnom boleS¢u. U slu¢ajevima niskog
titra protutijela, ali odgovarajuc¢im klini¢kim znakovima, potrebno je pribjeéi dodatnim
dijagnostickim metodama, kako bi se bolest potvrdila (BANETH i SOLANO-GALLEGO,

2012). Ukrizena reaktivnost je moguca, osobito sa drugim vrstama roda Leishmania,
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ali i parazitima roda Trypanosoma. Ukrizena se reaktivnost rijetko javlja u slu¢ajevima
vrsta B. canis i E. canis (POROZZI i sur., 2007; SOLANO-GALLEGO i sur., 2009).

Nadalje, dijagnozu liSmanioze mozZzemo postaviti i dokazom amastigota unutar
makrofaga ili slobodnih u tkivima. Amastigote liSmanija naj¢ée$¢e nalazimo u limfnim
¢vorovima, aspiratima slezene, otiscima kozZe, kostanoj srzi, ali i ostalim tkivima i u
tielesnim tekucinama. Otkrivanje amastigota liSmanija u parafinskim blokovima
uzoraka koze ili organa moze se dodatno olakSati koriStenjem imunohistokemijskih
bojanja. Osim izravnog mikroskopskog nalaza, liSmanije se mogu uzgoijiti na posebnim
hranjivim podlogama, najéeS¢e Novy-MacNeal-Nicoll podlozi, Schneiderovoj
Drosophila podlozi ili inokulacijom hréaka (BANETH i SOLANO-GALLEGO, 2012).

PCR omogucava dokaz DNA liSmanija u tkivima i tjelesnim tekuc¢inama, te je vrlo
osjetljiva i specificnha dijagnosticka metoda. PCR se moze provoditi na uzorcima tkiva,
krvi i tjelesnih tekucéina, te Cak uzoraka pripremljenih za histopatoloski dijagostiku.
Najosjetljivija je metoda kojom se dokazuje kinetoplastna DNA (kDNA) (MAIA i
CAMPINO, 2008). Vazno je pritom naglasiti da se nalaz PCR uvijek mora tumaciti u
svjetlu klini¢kih znakova i laboratorijskih promjena (SOLANO-GALLEGO i sur., 2011).

2.3.5.4. TERAPIJA

LiSmanioza pasa, u usporedbi sa istom boleScu u ljudi, je otpornija prema terapiji i vrlo
rijetko terapija rezultira potpunom eliminacijom liSmanija iz organizma (BANETH i
SOLANO-GALLEGO, 2012). Razli¢iti se terapijski protokoli mogu primjenjivati, ovisno
o stadiju bolesti (vidjeti tablicu 9.). U terapiji liSmanioze pasa najéeSe se koriste
megluminov antimonat, alopurinol i miltefozin (vidjeti tablicu 10.). Terapijski odgovor
ovisi o stadiju bolesti, pa tako moze biti vrlo slab do dobar (SOLANO-GALLEGO i sur.,
2011). Terapija antiliSmanijskim lijekovima dovodi do klini¢kog izlije€enja, no psi i dalje
u sebi nose parazita i mogu predstavljati izvor infekcije, ali u manjem obimu nego $to
je to prije zapocinjanja lije€enja (IKEDA-GARCIA i sur., 2007; MANNA i sur., 2008). U
veCine pasa terapija unutar prvog mjeseca donosi poboljSanja, no do znatnijeg
poboljSanja dolazi tek nakon nekoliko mjeseci terapije (Manna i sur., 2008; SOLANO-
GALLEGO i sur., 2009). Zivotinje pod terapijom treba redovito nadzirati, i to klinicki,
laboratorijski i serolo$ki.

Trajanje terapije alopurinolom ovisi o tezini bolesti, klinickom i parazitoloSkom
odgovoru i individualnoj podnosljivosti lijeka (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009).
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Alopurinol se prestaje primjenjivati ukoliko su zadovoljeni slijedeci uvjeti: (1) potpuni
klini¢ki oporavak Zivotinje i (2) znac€ajan pad titra protutijela (u slu€¢ajevima kvantitativne
seroloSke metode negativan ili graniCan titar). Dodatno se alopurinol prestaje
primjenjivati ukoliko ne uspijeva kontrolirati stupanj ksanturije ili u sluCajevima
ksantinske kristalurije (TORRES i sur., 2011). Pse koji su asimptomatski, a kod kojih
je dokazana liSmanioza je vrlo vazno nadzirati, najbolje u razmacima od tri do Sest
mjeseci. Trenutna je preporuka da ih se ne terapira, vec §titi topikalnim repelentim i
insekticidnim pripravcima (SOLANO-GALLEGO i sur., 2011).

Tablica 9. Klini¢ki stadiji liSmanioze pasa (prema SOLANO-GALLEGO i sur., 2011).

STADIJ KLINICKI ZNAKOVI LABORATORIJSKE LIJECENJE |
(TITAR PROMJENE PROGNOZA
PROTUTIJELA)
Stadij I: blaga Blagi znakovi: Uglavnom bez promjena Nije potrebna.
bolest periferna Dobra prognoza.

(negativan do nisko | limfadenomegalija ili

pozitivan) papularni dermatitis

Stadij Il: umjerena Znakovi stadija I, Blaga neregenerativna Alopurinol+megluminov
bolest (nisko difuzne ili simetriCne anemija, antimonat ili miltefozin.
pozitivan do visoko | kozne promjene, hipergamaglobulinemija, Dobra do oprezna
pozitivan) onikogrifoza, hipoalbuminemija, prognoza.

anoreksija, epistaksa, | hiperviskozni sindrom
gubitak na tjelesnoj Podstadiji:

masi, povisena a. bez promjena u
tielesna temperatura | bubreznim pokazateljima

b. kreatinin <124 umol/L,

UPCR 0.5-1
Stadij lll: teSka Znakovi stadija | i I, Promjene stadija Il Alopurinol+megluminov
bolest (umjereno do | imunosno- IRIS stadij | (UPCR >1) ili | antimonat ili miltefozin.
visoko pozitivan) posredovana Il (kreatinin 124 do 180 Terapija zatajivanja
oStecenja (vaskulitis, | pumol/L) bubrega prema
artritis, uveitis, smjernicama IRIS.
glomerulonefritis) Oprezna do losa
prognoza.
Stadij IV: vrlo teSka | Znakovi stadija lll, Promjene stadija Il Samo alopurinol.
bolest (umjeren do | pluéna IRIS stadij Il (kreatinin Terapija prema
visoko pozitivan) tromboembolija, 180 do 440 umol/L) ili IV smjernicama IRIS.
nefrotski sindrom (kreatinin >440 pmol/L) Losa prognoza.
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Tablica 10. Antimikrobni lijekovi
SOLANO-GALLEGO, 2012).

za terapiju liSmanioze pasa (prema BANETH i

LIJEK DOZA NACIN INTERVAL TRAJANJE
(MG/KG) PRIMJENE (SATI) (TJEDNI)
Megluminov 75-100 sk. 24 4-8
antimonat
Alopurinol 10 po. 12 6-12 mjeseci
(u nekih pasa
dozivotno)
Miltefozin 2 po. 24 4

Vec desetljeCima su pentavalentni pripravci antimona lijek izbora u terapiji liSmanioze
pasa i Covjeka. Mehanizam njihovog djelovanja temelji se na inhibiciji glikolitiCkih
enzima i beta-oksidacije masnih kiselina. Od pentavalentnih pripravaka antimona se u
terapiji liSmanioze najCeSCe primjenjuje megluminov antimonat; primjenjuje se
subkutano i potencijalno je nefrotoksi€an, a opisana je i njegova primjena u trudnih
kuja. U Francuskoj, Italiji i Spanjolskoj su otkriveni rezistentni sojevi liSmanija
(FARAUT-GAMBARELLI i sur., 1997; BANETH i SOLANO-GALLEGO, 2012).
Alopurinol je inhibitor ksantin-oksidaze koji u liSmanijama biva metaboliziran u analog
inozina; analog inozina biva ugraden u liSmanijsku ribonukleinsku kiselinu (RNA), §to
dovodi do pogreSne translacije u sintezi proteina i inhibicije rasta i umnozZavanja
parazita. Primjenjuje se peroralno, u vecini je zemalja dostupan i pri njegovoj se
primjeni uglavnhom nuspojave rijetko javljaju. Primjena alopurinola dovodi do
hiperksanturije, koja moze rijetko biti uzrokom urolitijaze. Kombinacija alopurinola i
megluminovog antimonata se smatra najuCinkovitijim terapijskim protokolom u
lije€enju liSmanioze pasa (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009, 2011; BANETH i
SOLANO-GALLEGO, 2012).

Miltefozin je alkilni fosfolipid koji o€ituje izravan toksi¢ni uc€inak prema liSmanijama i
pokazao se ucinkovitim u lije€enju visceralne liSmanioze u ljudi. Primjenjuje se
peroralno i alternativni je lijek megluminovom antimonatu (SUNDAR i OLLIARO, 2007;

BANETH i SOLANO-GALLEGO, 2012).
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2.3.5.5. PROFILAKSA

Trenutno se profilaksa liSmanioze temelji na primjeni pripravaka koji sadrzavaju
sintetske piretroide, permetrin ili deltametrin, a koji posjeduju repelentan u€inak prema
papataCima i Ciji je repelentan ucinak potvrden u eksperimentalnim i terenskim
istrazivanjima (SOLANO-GALLEGO i sur., 2011). Od ostalih se mjera u endemskih
podrucjima preporucuje: drzanje pasa u zatvorenim prostorima od sumraka do zore,
uniStavanje mikrostaniSta papataca u blizini nastambe uz koriStenje insekticidnih
pripravaka (SOLANO-GALLEGO i sur., 2009).

ProcCiS¢ena cjepiva protiv liSmanioze pokazala su se obecavajuéim u profilaksi
liSmanioze. Dostupno je cjepivo temeljeno na fukozno-manoznom ligandu (tzv. FML
cjepivo) i cjepivo temeljeno na antigenu dobivenom iz supernatanta kulture L. infantum
promastigota (tzv. LIESAp cjepivo) (SARAIVA i sur., 2006; SOLANO-GALLEGO i sur.,
2011).

Buducnost je kontrole liSmanioze pasa kombinirana profilaksa primjenom cjepiva i
ucinkovitog, dugodjelujuceg insekticidnog preparata (BANETH i SOLANO-GALLEGO,
2012).

2.3.6. DIROFILARIOZA

Filarioze su skupina bolesti uzrokovane parazitima koji pripadaju koljenu Nematoda,
redu Spirurida, nadporodici Filaroidea, a koji se kolokvijalno nazivaju filarjama.
Poznato je oko 200 vrsta filarija, a neke od njih su uzro€nici bolesti u ljudi i Zivotinja.
Filarijama je potreban vektor-ClankonozZac, naj¢eSce hematofagni insekt kako bi
okoncale svoje razvojni ciklus. Prvi stadij licinaka (L1), koje nazivamo mikrofilarijama,
nalazi se u krvotoku i potkoZju nositelja, te njih najces¢e vektor prilikom hranjenja unosi
u sebe. Odrasle filarije nalazimo u razli€itim organima, ovisno o vrsti filarije i nositelju.
Tako, prema lokalizaciji adulta, razlikujemo limfatiCku, subkutano, kardiopulmonainu,
arterijsku i ektopi¢nu filariozu, te filariozu seroznih tjelesnih Supljina (FERASIN i
KNIGHT, 2005).

Najvaznija je i geografski najrasprostranjenija filarioza pasa | macaka

kardiopulmonalna filarioza ili dirofilarioza koja je uzrokovana vrstom Dirofilaria immitis.
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Uz dirofilariozu uzrokovanu D. immitis, u smislu zoonotskog potencijala, vaznija je
subkutana filarioza uzrokovana vrstom D. repens (ANDERSON, 2000).

Kod kardiopulmonalne dirofilarioze, poznate i kao bolest sr€anog crva (prema engl.
heartworm disease), dirofilarije su smjestene u plu¢noj arteriji i desnom srcu pasa, te
riede macaka i tvorova. Invazija je opisana i u drugih Zivotinja, poput divljih kanida,
kalifornijskog morskog lava, luckih tuljanja, divljih macaka i ljudi, no navedene vrste
Smatraju se abernatnim nositeljima u kojima paraziti vrlo rijetko zavrSno sazrijevaju i
zavrSavaju svoj bioloski ciklus. Takoder je invazija D. immitis opisana u konja, dabrova,
medvjeda, rakuna, gorskih kuna, bizamskog Stakora i crvenih panda (ABRAHAM,
1988; MCCALL i sur., 2007).

2.3.6.1. RAZVOJNI CIKLUS

Pripadnike roda Dirofilaria najéeSce prenose komarci i za razliku od uzro¢nika malarije,
kojeg prenose isklju€ivo komarci roda Anopheles, vrstu D. immitis prenose komarci iz
nekoliko razliitih rodova, odnosno viSe od 70 vrsta komaraca (LOK, 1988).

Zenke vrste D. immitis su viviparne i polazu nezrele li¢inke (mikrofilarije, li¢inke prvog
stupnja, L1) koje dospijevaju u krvotok. Mikrofilarije, prilikom krvnog obroka, komarci
unose u sebe; oni nisu samo vektori ve¢ i obligatni medunositelji u kojima li€inke u
Malpighijevim cjevCicama sazrijevaju u li€inke treéeg stupnja (L3). Trajanje
sazrijevanja je promjenijivo i ovisno je o temperaturi okoliSa. Tako je temperaturni prag
ispod kojeg se sazrijevanje ne odvija 14°C. Kada je prosjek dnevnih temperatura oko
30°C li¢inke sazrijevaju kroz osam dana, a pri temperaturi od 18°C mjesec dana.
Posljedi€no navedenom, prijenos invazivnih liCinaka moguce je samo u toplijim
mjesecima godine, $to naravno ovisi 0 zemljopisnom polozaju (KOTANI i POWERS,
1982; LICHTENFELS i sur., 1985).

Invazivne L3 li¢inke migriraju iz Malphigijevih cjev€ica prema komracevoj usnoj Supljini,
te tijekom hranjenja prodiru kroz ubodnu ranu u lokalno vezivno tkivo. Nakon otprilike

jednog tjedna li€inke se presvlace u li€inke Cetvrtog stupnja (L4), te nakon migracije

Sy

swveoss

sustava juvenilne dirofilarije dospijevaju do desnog srca i plué¢nog arterijskog sustava,
u kojem nakon otprilike tri do Sest mjeseci, sazrijevaju i pare se, te otpustaju
mikrofilarije u krvotok te perpetuiraju razvojni ciklus (KOTANI i POWERS, 1982;
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HAYASAKI, 1996). Zivotni ciklus vrste D. immitis u pasa otprilike iznosi od pet do
sedam godina (FERASIN i KNIGHT, 2005).

Dirofilarioza je bolest globalne proSirenosti, sa slu¢ajevima opisanim diljem Sjeverne
Amerike, ali i juzne Europe, Afrike, Azije i Australije (MORCHON i sur., 2012).
Trenutno, iako su vektori bolesti brojni i rasprostranjeni, Sirenje bolesti je ograniCeno
zbog niskih temperatura okoliSa pri kojima ne dolazi do sazrijevanja liCinaka u
komarcu. Klimatske promjene mogu biti uzrokom prodora bolesti u ne-endemska
podruc¢ja (FERASIN i KNIGHT, 2005).

2.3.6.2. PATOGENEZA

Dirofilarioza je prvenstveno kardiopulmonalna bolest, jer prisutstvo odraslih nematoda
u pluénoj arterijskoj cirkulaciji dovodi do proliferacije intime krvnih Zila sa posljedi¢nim
suzenjem i opstrukcijom krvnih Zila (SCHAUB i sur., 1981; RAWLINGS i sur., 1990).
TeZina i proSirenost ostecenja ovisi o broju i lokalizaciji nematoda, pa su tako kaudalne
lobarne arterije najceSce najviSe zahvacene. Uz izravan ucinak parazita, pretpostavlja
se da u patogenezi bolesti ima ulogu i rikecija Wolbachia pipientis koja je endosimbiont
i koja otpusta IL-8 (MCHAFFIE, 2012). Kod teSkih oblika bolesti propustljivost stijenke
krvnih Zila moZe biti povecana, sa posljediCnim periarterijskim edemom te
intersticijskim i alveolarnim stani¢nim infiltratom, koji vode ka plu¢noj fibrozi. Uz
navedeno, moze se razviti i pluéna tromboembolija (PTE) (KITTLESON, 1999). PTE
je posljedica nakupljanja trombocita zbog izlaganja kolagenu posljedicno ostecenju
endotela uzrokovanog parazitom. Nakupljanje trombocita najvjerojatnije je odgovorno
i za otpustanje Cimbenika rasta iz trombocita (engl. platelet-derived growth factor,
(HOCH i STRICKLAND, 2008). PTE se takoder moze javiti i posljedicno uginuéu
odraslih dirofilarija, spontano ili nakon primjene adulticidnih lijekova (RAWLINGS i sur.,
1993). KITOH i sur. (2001) su aplikacijom ekstrakta D. immitis u eksperimentalnim
uvjetima izazvali Sok u pasa uzrokovan degranulacijom mastocita i masivnim
otpustanjem histamina. U slu€ajevima teskih invazija, posebice kada velik broj parazita
sazrijeva istovremeno, moze doci do retrogradne migracije iz pluéne arterije u desni
ventrikul, atrij te u Suplje vene. Posljedi¢no retrogradnoj migraciji dolazi do razvoja
insuficijencije trikuspidalnog zalistka Sto, u kombinaciji sa pluénom hipertenzijom,

dovodi do nastanaka zatajivanja desnog srca, sa pojavom proSirenja vratnih vena,
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ascitesa i hepatomegalije (stazna jetra) (THOMAS NELSON, 2012). Dodatno, kod
teSkih invazija dolazi i do oStecenja membrana eritrocita koji prolaze kroz masu
intravaskularnih parazita, sa posljedi€nom hemolizom i hemoglobinemijom. Prisutstvo
trikuspidalne insuficijencije, zatajivanja desnog srca sa hepatomegalijom, pada
minutnog volumena i intravaskularne hemolize sa hemoglobinurijom nazivamo
kavalnim sindromom (FERASIN i KNIGHT, 2005). U pasa koji boluju od dirofilarioze
opisana je i pojava imunosno-posredovanog glomerulonefritisa, karakteriziranog
nefropatijom sa gubitkom proteina (PLN), hipoalbuminemijom i bubreznim gubitkom
antitrombina Il (ATIII) koji doprinosi razvoju PTE (AIKAWA i sur., 1981).

Katkada, odrasle dirofilarije ne migriraju prema srcu i plu¢énom arterijskom sustavu, ve¢
u oko, srediSnji ziv€ani sustav (cerebralne arterije, lateralni mozgovni ventrikuli),
sistemske arterije i subkutano tkivo, uzrokujuci ektopi¢nu dirofilariozu (HOCH i
STRICKLAND, 2008).

2.3.6.3. KLINICKA SLIKA

U vecine pasa oboljelih od dirofilarioze ne nalazimo klini¢kih znakova bolesti, te se radi
o slu€ajnom nalazu invazije tijekom rutinskog pregleda na zdravlje. Samo u pasa
invadiranih velikim brojem parazita ili kod kojih su se pojavile komplikacije dirofilarioze
nalazimo znakove bolesti, koji su zapravo posljedica invazije plu¢nog arterijskog
sustava, desne strane srca i Supljih vena. Tako kod dirofilarioze pasa nalazimo
znakove pneumonitisa, plu¢nog endarteritisa, pluéne hipertenzije, PTE i plu¢nog srca
(HOCH i STRICKLAND, 2008). Bolest se u vecini slu¢ajeva razvija sporo i postupno,
vrlo rijetko akutno. Nadalje, do pojave Klini¢kih znakova moze doci nakon izlaganja
naporu. U pasa je najceSci kliniCki znak kaSalj, a zatim tahipneja, respiratorni distres,
nepodnoSenje tjelesnog napora, gubitak na tjelesnoj masi i sinkopa (KITTLESON,
1999). U teskim oblicima bolesti moze se javiti i hemoptiza, najéeSce kao posljedica
rupture krvne Zile u pluénom arterijskom sustavu. Uz navedno mogu se javiti i znakovi
zatajivanja desnog srca, sa auskultacijskim nalazom sréanog Suma desno, nad
sr€anim apeksom. U pasa sa ektopi¢nom dirofilariozom opisana je pojava slabosti
straznjih ekstremiteta i paralize (FERASIN i KNIGHT, 2005). Kavalni sindrom se o ituje
anoreksijom, gubitkom na tjelesnoj masi, respiratornim distresom, intravaskularnom
hemolizom sa posljedicnom hemoglobinurijom, znakovima zatajivanja desnog srca i
DIK-om (STRICKLAND, 1998).
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2.3.6.4. DIJAGNOSTIKA

Na dirofilariozu se moze posumnjati tijekom rutinskog klinickog pregleda prije pojave
kliniCkih znakova mikroskopskim pregledom razmaska periferne krvi na mikrofilarije,
odnosno dijagnosticirati se moze i seroloski, dokazom cirkuliraju¢eg antigena u punoj
krvi, serumu ili plazmi (HOCH i STRICKLAND, 2008). Cirkulirajuce antigene najbolje
je dokazati ELISA metodom, prvenstveno jer je visoke osjetljivosti i specifiCnosti, a i
lako je provediva. Ipak je vazno imati na umu da navedena metoda tijekom prvih pet
do osam mjeseci od invazije moze biti i laZno-negativnog nalaza, osobito u Zivotinja
invadiranih samo muzjacima ili malim brojem Zenki dirofilarija. Sa nekim od, na trziStu
dostupnih, testova temeljenih na ELISA metodi mozZe se kvantificirati tezina invazije
temeljem koncentracije antigena, iako i kod navedenih testova nalaz moze biti netoCan
(CHANDRASHEKAR i sur., 2010). Moguc¢a je pojava ukrizene reaktivnosti sa
Angiostrongylus vasorum (SCHNYDER i DEPLAZES, 2012). Za interpretaciju nalaza
vazno je poznavati i prevalenciju bolesti (HOCH i STRICKLAND, 2008).
Mikroskopskim pregledom razmaska periferne krvi mogu se u vecini slu€ajeva otkriti
mikrofilarije. Iznimka su invazie malim brojem parazita ili okultne invazije
(amikrofilaremija) kod kojih nije moguce uociti mikrofilarije u razmasku. Osjetljivija od
navedene metode je modificirana Knottova metoda, koja omoguéava i detaljniji
(morfoloSki) pregled mikrofilarija, te razlikovanje D. immitis od Acanthocheilonema
reconditum i D. repens (FERASIN i KNIGHT, 2005).

Na temelju rutinske laboratorijske obrade u vecini sluCajeva se ne moze postaviti
etioloSka dijagnoza. U krvnoj slici Cesto nalazimo u ranim stadijima invazije eozinofiliju
i bazofiliju, a u biokemijskim pokazateljima poja¢anu aktivnost jetrenih enzima, porast
koncentracije ureje i kreatinina i sl. (KITTLESON, 1999).

Rentgenoloski kod pasa oboljelih od dirofilarioze na standardnim prikazima grudne
Supljine mogu se uociti gotovo karakteristiCne promjene: izbo€enje plué¢nog arterijskog
segmenta, proSirene i tortuoti¢ne pluéne arterije, te intersticijski i/ili alveolarni plucni
uzorak (osobito u kaudalnim dijelovima plu¢a). U slu€ajevima kavalnog sindroma
vidljivo je povecanje desnog atrija i ventrikula, te proSirenje kaudalne Suplje vene.
Ehokardiografskom pretragom mogu se u Supljinama desnog atrija i ventrikula, kao i u
razini pluéne arterije vizualizirati odrasle dirofilarije, najCeSCe kao dvostruke

hiperehoiCne izduzene strukture. U tezim oblicima dirofilarioze ehokardiografski

62



nalazimo dilataciju i hipertrofiju desnog ventrikula, te doplerske znakove insuficijencije
trikuspidalnog zalistka i pluéne hipertenzije. Ultrazvu€na dijagnostika je od koristi i u
slu€ajevima ektopic¢ne dirofilarioze (BOWMAN i ATKINS, 2009).

Molekularna dijagnostika, prvenstveno PCR, predstavlja najosjetljiviju i najspecifiniju
metodu, kojom je moguce otkriti nezrele i zrele oblike dirofilarija, te razlikovati i vrstu
koja je uzrokom bolesti (LATROFA i sur., 2012).

2.3.6.5. TERAPIJA

Za uspjesnu terapiju dirofilarioze vazno je dobro poznavati razvojni ciklus D. immitis,
odnos nositelj-parazit i osjetljivost razli€itih razvojnih stadija prema mikrofilaricidnim i
adulticidnim lijekovima. Ciljevi su terapije dirofilarioze poboljSati kliniko stanje Zivotinje
i uklanjanje svih razvojnih stadija dirofilarija, sa minimaliziranjem postterapijskih
komplikacija. Kako pas koji boluje od dirofilarioze u sebi moze nositi L3 i L4 liinke,
juvenilne i odrasle dirofilarije, terapija mora biti strateSki osmisljena, a mora joj
prethoditi detaljan Kklinicki pregled sa laboratorijskom dijagnostikom. U slu€aju
postojanja komplikacija dirofilarioze, prije zapocinjanja adulticidne terapije zivotinju se
mora stabilizirati (pr. stabilizacija u slu€aju zatajivanja srca ili teSkog pneumonitisa).
Kavalni sindrom je po Zivot opasna komplikacija dirofilarioze povezana sa tesSkim
invazijama i velikim brojem dirofilarija, a kod kojeg je indicirana kirur§ko odstranjivanje
dirofilarija venotomijom desne vratne vene (THOMPSON NELSON, 2012). Lijekovi
koje se koriste u terapiji dirofilarioze navedeni su u tablici 11.

Melarsomin je organski aresnov spoj adulticidnog ucinka. Primjenjuje se duboko
intramuskularno u epaksijalno lumbalno miSi¢je i pokazao se ucinkovitim prema
filarijama mladim od Cetiri mjeseca. Trostrukom aplikacijom melarsomina, u razmacima
od Cetiri i osam tjedana ukloni se 98% adultnih dirofilarija (FERASIN i KNIGHT, 2005;
THOMPSON NELSON, 2012).

Makrociklicki laktoni koji se primjenjuju u terapiji kardiopulmonalne dirofilarioze su
ivermektin, milbemicin, moksidektin i selamektin. Kao Sto je vec¢ prije navedeno kod
oboljelih pasa moguce je naci dirofilarije razliCite starosti (od mjesec dana, pa sve do
sedam godina), a melarsomin nije ucinkovit prema dirofilarijama mladim od Cetiri
mjeseca. Kako bi se pokrio takav procijep, prije primjene melarsomina se preventivno
aplicira makrociklicki lakton tijekom dva mjeseca. Na taj se nacin uklanjaju razvojni
oblici starosti do dva mjeseca, a koji se nalaze u tkivima. Takoder, na taj nacin
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sazrijevaju dirofilarije starosti od dva do Cetiri mjeseca, a kako bi ih se kasnije uklonilo
melarsominom. Po aplikaciji makrociklickih laktona mozZe doci do naglog ugibanja
veceg broja mikrofilarija pracenog razvojem anafilaktiCke reakcije, a koja se moze
ublaziti primjenom antihistaminika i glukokortikoida (HOCH i STRICKLAND, 2008a;
BOWMAN i ATKINS, 2009).

Tablica 11. Lijekovi za lije€enje kardiopulmonalne dirofilarioze (prema THOMPSON
NELSON, 2012).

LIJEK DOZA NACIN PRIMJENE | INTERVAL | TRAJANJE
(MG/KG) (DANI)
Melarsomin 2,5 duboko im. 4-8 tjedana 3 doze
Makrociklicki ovisno o po. 30 dana Neodredeno
laktoni* individualnom
lijeku

Doksiciklin 10 po. 12 sati 28
Prednizolon 0,5 po. 12 sati 7-21

* jvermektin, milbemicin, moksidektin, selamektin

Kao Sto je prije navedeno, D. immitis nosi unutarstani€no smjesStenog simbionta,
rikeciju W. pipientis, koja svojim metabolitima doprinosi bolesti. Trenutno se doksiciklin
standardno koristi u lije€enju filarioza u ljudi, a istrazivanje MCCALL i sur. (2011) je
pokazalo da su psi lije€eni ivermektinom i doksiciklinom u odnosnu na pse lijeCene
samo ivermektinom imali manje vidljivih plu¢nih promjena vezanih uz uginuée
dirofilarija.

Kako je ugibanje dirofilarija povezano sa tromboembolijom i perivaskularnom upalom,
primjenom prednizolona se smanjuje upalni odgovor. Prednizolon smanjuje ostecenja
parenhima i stijenke arterija, sa ublazavanjem stupnja fibroziranja plu¢a (THOMPSON
NELSON, 2012).

Sve se viSe primjenjuje multimodalni pristup terapiji kardiopulmonalne dirofilarioze:
primjena makrociklickog laktona i doksiciklina uklanja rikecije te zaustavlja
embriogenezu, pa odrasle dircfilarije slabije rastu i manje su. U slijede¢em koraku se

sa trostrukom primjenom melarsomina uklanja 99% odraslih dirofilarija. Navednim se
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pristupom smanjuje postotak posterapijskih komplikacija (HOCH i STRICKLAND,
2008a; BOWMAN i ATKINS, 2009; THOMPSON NELSON, 2012).

2.3.6.6. PROFILAKSA

Kemoprofilaksa se preporuCuje za sve pse koji zive u endemskih podrucjima
dirofilarioze i to tijjekom razdoblja aktivhosti komaraca. MakrocikliCki laktoni su
uCinkoviti profilakticki lijekovi, pa se zato i naj€eSce koriste. Trenutno su za profilaksu
kardiopulmonalne dirofilarioze odobrena Cetiri makrociklicka laktona, i to ivermektin,
milbemicin oksim, moksidektin i selamektin. Profilakticki u€inak makrocikli¢kih laktona
temelji se na njihovom ucinku na L4 liCinke koje migriraju kroz tkiva, sve do Sestog
tiedna invazije. Makrociklicki laktoni pruzaju visok stupanj zastite ukoliko se primjenjuju
redovito. Tako se pripravci za peroralnu i lokalnu (topikalnu) primjenu primjenjuju
jednom mjesecno, dok se injekcijski pripravci primjenjuju jednom u Sest mjeseci ili
dvanaest mjeseci (moksidektin) (FERASIN i KNIGHT, 2005).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Kako do sada, prema autorovim spoznajama, nije provedeno sustavno istrazivanje u
kojem bi se utvrdila prevalencija koinfekcije uzroCnika bolesti prenosivih
ClankonoScima u pasa oboljelih od babezioze, niti utjecaj iste na klinicki tijek, pojavnost
komplikacija i u konacnici ishod babezioze, hipoteze istraZivanja su slijedece: da se
kod pasa oboljelih od babezioze javljaju koinfekcije, da koinfekcije utjeCu na klinicki
tijek i oblik babezioze, da su koinfekcije ¢eS¢e u kompliciranim oblicima babezioze, te
da bi istovremeno lije¢enje koinfekcija i babezioze smanijilo rizik od pojave komplikacija
i smanjilo mortalitet kod babezioze.

Ciljevi predloZenog istraZivanja su slijedeci: pridonijeti boljem poznavanju patogeneze
bolesti, utvrditi prevalenciju koinfekcije u pasa oboljelih od babezioze, utvrditi
prevalenciju koinfekcije u pasa oboljelih od kompliciranog oblika babezioze, utvrditi
postoji li korelacija izmedu koinfekcije i kliniCkog tijeka, oblika i ishoda babezioze i
utvrditi razlike u klinickoj slici i laboratorijskim pokazateljima u pasa oboljelih od
nekompliciranog i kompliciranog oblika babezioze ovisno o prisutstvu/odsutstvu

koinfekcije.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. ZIVOTINJE

Istrazivanje se provodilo na psima koji su zbog narusenog zdravstvenog stanja
zaprimljeni na Kliniku za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu i uvedeni u ambulanti protokol (Inc. Veterina), a s ciliem provodenja
dijagnosti¢kog i terapijskog postupka.

Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 127 pasa, kojima je potvrdena dijagnoza
babezioze, i to pronalaskom protozoa B. canis u razmasku periferne krvi, te im je
neposredno nakon postavljanja dijagnoze jednokratno apliciran imidokarb dipropionat
(Imizol® 12%, MSD Animal Health) u dozi od 6,6 mg/kg tjelesne mase sk.

Istrazivana skupina pasa je promatrana kao cjelovita skupina (psi oboljeli od
babezioze), te je dodatno podijeljena na dvije podskupine: skupinu seroloski pozitivnih
(seropozitivnih) i serolo$ki negativnih (seronegativnih) pasa. Dodatno su psi oboljeli od
babezioze promatrani i obzirom na pojavu komplikacija, te je osnovna bolest
promatrana kao nekomplicirana ili komplicirana. Kompliciranom babeziozom smatrana
je babezioza koju je pratila pojava zatajivanja jednog ili viSe organa, naime,
poremecajem funkcije srediSnjeg ziv€anog sustava (cerebralna babezioza), pojavom
DIK-a, hemokoncentracije, IMHA-e, ARDS-a, AKl-a, akutne hepatopatije, oStecenja

srca, acido-baznih poremecaja i akutnog pankreatitisa.
4.2. KLINICKA OBRADA PASA

Svi su psi temeljito klini€ki pregledani te su im uzeti uzorci krvi za laboratorijske
pretrage. Psima iz istraZivane skupine apliciran je jednokratno imidokarb dipropionat,
kako je prije opisano.
Klini¢ki se pregled sastojao od:

1. mjerenja tjelesne temperature

2. odredivanja frekvencije bila

3. odredivanja frekvencije disanja

4. pretrage vidljivih sluznica

5. odredivanja vremena ponovnog punjenja kapilara (CRT)

6. palpacije potkoznih limfnih Evorova
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7. auskultacije plu¢a i srca

8. palpacije abdomena

9. rendgenografske pretrage grudne i trbusne Supljine.
Nakon ucinjenog klinickog pregleda i uzrokovanja krvi ucCinjenja je prosudba
pokazatelja (tablica 12. i 13.) prema kojima ja svaka Zivotinja kategorizirana obzirom
na pokazatelje za SIRS (Okano i sur., 2002) i MODS (Matijatko i sur., 2009).

Tablica 12. Pokazatelji za procjenu sindroma sustavnog upalnog odgovora (da bi se
govorilo o SIRS-pozitivnom pacijentu dva ili viSe pokazatelja moraju biti zadovoljena)
(OKANO et al, 2002).

POKAZATELJ VRIJEDNOSTI
Tjelesna temperatura <37,8°C ili 239,7°C
Frekvencija bila >160 otkucaja u minuti
Frekvencija disanja >40 udisaja u minuti
Ukupan broj leukocita <4x109 ili 212x109 ili najmanje 10% nesegmentiranih
neutrofila
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Tablica 13. Pokazatelji za procjenu sindroma viSestrukog zatajivanja organa
(MATIJATKO i sur., 2009).

ORGAN UVJETI KOJI MORAJU BITI ZADOVOLJENI KAKO Bl
SE SMATRALO DA JE PRISUTNO ZATAJIVANJE
FUNKCIJE ORGANA

Bubrezi povecanje serumske koncentracije kreatinina za viSe od
20% u odnosu na gornju referentnu vrijednost, odnosno
koncentracija kreatinina >155 pmol/l uz korekciju

dehidracije znak je poremecaja funkcije bubrega

Jetra povecanje aktivnosti ALT i ALP dvostruko u odnosu na
gornju referentnu vrijednost, odnosno ALT >176 U/L i
ALP >312 U/L; koncentracija ukupnog bilirubina >100
pmol/L

.....

MiSici povecanje aktivnosti CPK peterostruko u odnosu na

gornju referentnu vrijednost, odnosno CPK >800 U/L

Pluca klini¢ki vidljiv respiratorni distres, auskultacijski poostren
disni Sum, (pjenusav) iscjedak iz nosa; rentgenoloski
znakovi edema pluca; promjena vrijednosti parcijalnih

tlakova kisika i uglji€nog dioksida u arterijskoj krvi

SZS prema Glasgowskoj koma ljestvici, prilagodenoj za

koriStenje u veterinarskoj medicini, bodovi ispod 9 znak

su cerebralnog oblika babezioze

4.3. UZIMANJE | PRIPREMA UZORAKA

Istrazivanoj skupini pasa uzorci su uzeti neposredno prije aplikacije imidokarb
dipropionata i to iz cefali€ne vene (vena cephalica antebrachii) u dvije epruvete. Prva
je epruveta sadrzavala antikogulans (dikalijeva sol etilen-diamino-tetraoctene kiseline,
K-EDTA), dok druga epruveta nije sadrzavala antikoagulans. Dio krvi iz prve epruvete
iskoristen je odmah po uzrokovanju za dobivanje kompletne krvne slike i krvnog
razmaza, dok je preostali dio pohranjen na -20°C te iskoriSten za odredivanje vrste
babezije pomoc¢u PCR. Krv iz preostale epruvete je, nakon gruSanja, centrifugirana na
1.200xg Cime je dobiven serum. Dio seruma je odmah iskoriSten za odredivanje
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biokemijskih pokazatelja, dok je preostali dio seruma alikvotiran u najmanje Cetiri

epruvete po Eppendorfu i pohranjen na -70°C.

4.4. OBRADA UZORAKA

4.4.1. DIJAGNOSTIKA BABEZIOZE

Babezioza je u svake pojedine istrazivane zivotinje dokazana nalazom babezija u
razmazima periferne krvi obojenih prema Pappenheimu. Razmazi su fiksirani i
prethodno obojeni May-Grunwaldovom otopinom (boja kiseli eozin-metilensko modrilo
u koli¢ini od 0.25 g otopljenih u 100 ml metilnog alkohola zagrijanog na 50°C). Nakon
180 sekundi na razmaze je dolivena dvostruka koli¢ina puferirane vode (fosfatni pufer,
pH=6.8), te je takav razmaz ostavljen 60 sekundi, nakon ¢ega je ispran puferiranom
vodom. Po ispiranju je na razmaz nalivena Giemsina otopina (otopina eozina i
proizvoda metilenskog modrila, azur | i azur || metilena), svjeze razrijedena u omjeru
1:20 te ostavlena na razmazu tijekom 25 minuta. ZavrSno je razmaz ispran

puferiranom vodom i osusen na sobnoj temperaturi.

4.4.2. DIJAGNOSTIKA ANAPLAZMOZE, BORELIOZE, ERLIHIOZE,
DIROFILARIOZE | LISMANIOZE

Uzorci seruma svih pasa oboljelih od babezioze testirani su testovima Canine SNAP®
4Dx® i Canine SNAP® Leishmania testovima, proizvodaca Idexx Laboratories Inc.
Canine SNAP® 4Dx® standardna je metoda otkrivanja protutijela na uzro¢nike
anaplazmoze, borelioze i erlihioze, te antigena D. immitis. Radi se o0 visokoosjetljivoj
in vitro dijagostickoj metodi kojom se u uzorcima plazme, seruma i nekoagulirane pune
krvi (K-EDTA ili heparinski antikoagulans) otkrivaju protutijela na A. phagocytophilum,
B. burgdorferi i E. canis te D. immitis antigen. Pretraga se provodila prema uputama
proizvodaca.

Canine SNAP® Leishmania jedan je od dostupnih brzih seroloskih testova koji se
temelji na imunokromatografskoj metodi. Radi se o in vitro dijagnostickoj metodi kojom
se na uzorcima plazme, seruma i nekoagulirane pune krvi (K-EDTA ili heparinski
antikoagulans) otkrivaju protutijela na L. infantum. Pretraga se provodila prema

uputama proizvodaca.
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U slu€ajevima u kojima je koriSten zamrznuti uzorak seruma, isti je prije upotrebe bio

odmrznut te recentrifugiran.

4.4.3. ODREPIVANJE VRSTE BABEZIJA LANCANOM REAKCIJOM
POLIMERAZOM

Izdvajanje DNA iz 200 pl pune krvi uéinjeno je pomocéu komercijalnog seta DNeasy®
Blood and Tissue Kit, proizvodaa Qiagen (Venlo, Nizozemska), prema uputama
proizvodaca i uz upotrebu automatskog sustava za izdvajanje DNA, QIACube®
(Qiagen, Venlo, Nizozemska). Set omogucava kvalitetno izdvajanje DNA iz krvi, te
ujedno i iz mikroorganizama koji mogu biti prisutni u uzorku. Tako izvojen DNA
najpogodniji je za daljnje postupke pretraga.
LanCana reakcija polimerazom koriStena je kako bi se umnozZio ciljani odsjeCak 18s
ribosomske RNA (rRNA) gena od 560 parova baza (engl. base pairs, bp). Ciljani
odsjeCak DNA umnozen je upotrebom dvaju parova pocetnica prema Herwaldtu i sur.
(2003), ugnijezdenim PCR protokolom. Za umnazanje veéeg odsjecka od 1715 bp u
prvoj PCR reakciji upotrijebliene su prednja pocCetnica CRYPTO F 5'-
AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCAT-3' i straznja pocletnica CRYPTO R 5'-
GAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3'.
Kao predlozak za drugu PCR reakciju upotrijebljen je proizvod prve reakcije upotrebom
prednje pocCetnice BAB F 5'-CCCTTCATCGGTGGTAACTT-3'i straznje poCetnice BAB
R 5-GTGGCCACCACTCCCGTGCC-3' (Beck i sur., 2009). U prvoj je reakciji koristeno
2 ul izdvojene DNA, a u drugoj reakciji 5 yl PCR proizvoda prve reakcije. O¢ekivana
veliCina umnoZenog proizvoda iznosi oko 560 parova baza, ovisno o rodu parazita.
Reakcija se sastojala od inicijalne denaturacije u trajanju od pet minuta, nakon €ega je
uslijedilo 35 ciklusa, kako slijedi:

1. denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 45 s,

2. prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 65°C tijekom 60 s,

3. produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 90 s.
Nakon posljednjeg ciklusa, produljenje je provedeno pri temperaturi od 72°C tijekom
sedam minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.
Za drugu, ugnijezdenu reakciju koristeno je 45 uyl mjeSavine i 5 yl PCR proizvoda iz

prve reakcije, koji je sluZio kao predlozak za drugu PCR reakciju. MjeSavina je
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pripremljena na isti nacin kao i u prvoj reakciji, samo su upotrijebljene pocetnice BAB
F i BAB R (tablica 14.) i manja koliCina vode (tablica 15.).

Tablica 14. PocCetnice koriStene u prvoj PCR reakciji te ugnijezdenoj PCR reakciji.

IME SMJER REDOSLIJED NUKLEOTIDA MJESTO VELICINA
POCETNICE | VEZANJA U POCETNICI VEZANJA | ODSJECKA
POCETNICE POCETNICE
CRYPTO F prednja AACCTGGTTGATCCTGCCA 1-27 1728

GTAGTCAT
CRYPTO R straznja | GAATGATCCTTCCGCAGGTT | 1728-1701
CACCTAC
BAB F prednja CCCTTCATCGGTGGTAACTT 558-577 559
BABR straznja GTGGCCACCACTCCCGTGC | 1068-1087
C

Zbog sigurnosti i za kontrolu moguce kontaminacije upotijebljene su dvije negativne i

jedna pozitivha kontrola. Prva negativha kontrola bila je 5 pl predloSka negativne

kontrole iz prve reakcije, a drugu negativnu kontrolu 5 pl vode. Za pozitivhu kontrolu

koriSteno je 5 pl pozitivne kontrole iz prve reakcije. Reakcija se sastojala od inicijalne

denaturacije tijekom dvije minute, nakon Cega je uslijedilo 35 ciklusa, kako slijedi:

1. denaturacija pri 94°C tijekom 30 s,

2. prihvacanje pocCetnica pri temperaturi od 50°C tijekom 45 s,

3. produljenje reakcije pri temperaturi od 72°C tijekom 60°C.

Nakon posljednjeg ciklusa, produljenje je provedeno pri 72°C tijekom sedam minuta, a

reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.
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Tablica 15. Koli€ine koriStenih reagensa proizvodaca Promega Corp., Wisconsin,

Madison, Sjedinjene Americke Drzave.

REAGENS KOLICINA ZA 1. KOLICINA ZA 2.
REAKCIJU (uL) REAKCIJU (uL)

Voda slobodna od nukleaza 29,5 26,5
GoTag® Green Flexi 10 10
redukcijski pufer
25 mM magnezijev(ll)-klorid 4 4
dNTP Mix (10 pmol) 1 1
Prednje specificne pocetnice 1 1
(20 pmol)
Straznje specificne 1 1

pocetnice (10 pmol)

GoTag® Flexi Hot Start DNA 0,25 0,25
Polymerase (5 U/ul)
DNA predlozak 2 5

PCR metodom iz izdvojenog DNA umnozen je odsjeCak 18S rRNA gena koiji je koristen
za odredivanje nukleotidnog slijeda. UspjeSnost umnozavanja provjerena je
kapilarnom elektroforezom QIAExcel (Qiagen, Venlo, Nizozemska). Uspjedno
umnozZeni uzorci proci§éeni su pomoc¢u ExoSAP-IT® (USB® Products Affymetrix Inc.,
Ohio, Sjedinjene Americke Drzave), prema uputama proizvodaca.

Nukleotidni slijedovi DNA odredivani su sa svrhom genskog razlikovanja babezija.
Odredivivanje nukleotidnog slijeda obavljeno je pomoc¢u ABI PRISM® BigDye™ i
GeneAmp® PCR 2400 sustava prekidanja, proizvodaca Applied Biosystems (Foster
City, Kalifornija, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) i setom pocetnica. KoriStene su prednja
pocetnica BAB F 5'-CCCTTCATCGGTGGTAACTT-3' i straznja pocCetnica BAB R 5'-
GTGGCCACCACTCCCGTGCC-3" u koncentraciji od 10 pl/ml. Uzorci su
sekvencionirani u tvrtki Macrogen Inc. u oba smjera.

Rezultati odredivanja nukleotidnih slijedova obradeni su pomoc¢u radunalnog programa
Lasergene® (DNASTAR Inc., Madison, Winsconsin, Sjedinjene Americke Drzave) s

pripadajué¢im potprogramima SeqMan™ i EditSeq™. Dobiveni nukleotidni slijedovi
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poravnani su racunalnim potprogramom SegMan™ i usporedeni s poznatim

slijedovima u banci gena (Basic Local Aligment Search Tool, BLAST®).

4.4.4. KOMPLETNA KRVNA SLIKA

Kompletna krvna slik dobivena je uporabom automatskog hematoloskog brojaCa ABX
Micros® 60, proizvodaca Horiba Diagnostics, Montpellier, Francuska. KoriSteni su
originalni reagensi proizvodaca. Diferencijalna krvna slika dobivena je brojenjem udjela
segmentiranih i nesegmentiranih granulocita, eozinofilnih i bazofilnih granulocita,
monocita i limfocita na 100 leukocita u preparatima krvnog razmaza. Dijagnoza
anemije je postavljena ukoliko je vrijednost hematokrita (HCT) bila manja od 37%.
Nadalje, anemicCni psi su, obzirom na vrijednost hematokrita podijeljeni na blago
anemicne pse (HCT 30-37%), umjereno anemicne pse (HCT 20-29%), jako anemicne
pse (HCT 13-19%) i izrazito anemine pse (HCT <13%) (Weiss i Twedten, 2004).
Trombocitopenija je definirana ukupnim brojem trombocita manjim od 200x10%/1, a psi
su prema stupnju trombocitopenije podijeljeni na blago (100-142x10%/1), umjereno (50-
99x109/1), jako (25-49x10°%1) i izrazito trombocitopeni¢ne pse (<25x10°/1) (Furlanello i
sur., 2005).

4.4.5. BIOKEMIJSKI POKAZATELJI

Biokemijski pokazatelji odredeni su standardnim metodama na biokemijskom
analizatoru Olympus AU600, proizvodac¢a Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg,
Njemacka. KoriSteni su originalni reagensi proizvodaca. U svakom uzorku seruma
odredeni su slijedeCi pokazatelji: urea, kreatinin, albumini, ukupni proteini, glukoza,
ukupni bilirubin, ALT, AST, ALP, CPK, amilaza, lipaza, kolesterol i trigliceridi. Rasponi

referentnih vrijednosti za pojedine pokazatelje navedeni su u tablici 16.

Tablica 16. Raspon referentnih vrijednosti istrazivanih laboratorijskih pokazatelja

Laboratorija Klinike za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

POKAZATELJ MJERNA JEDINICA REFERENTNI RASPON
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Eritrociti x10%2/| 5,5-8,5
HCT % 37-55
Leukociti x109/ 6-17
Nesegmentirani leukociti % 0-1
Segmentirani leukociti % 60-77
Limfociti % 12-33
Monociti % 3-10
Trombociti x109/ 200-700
Urea mmol/| 3,3-8,3
Kreatinin pmol/l 40-140
Albumini g/l 26-33
Ukupni proteini g/l 55-75
Ukupni bilirubin pmol/I -8,6
Glukoza mmol/| 3,6-5,5
AST U/L -82
ALT U/L -88
ALP U/L 20-156
CPK U/L -160
Amilaza U/L -1600
Lipaza U/L 13-200
Kolesterol mmol/| 3,5-7,1
Trigliceridi mmol/L 0,2-1,3

4.4.6. POTVRDIVANJE DIJAGNOZE AKUTNOG PANKREATITISA

Uzroci seruma pasa sa poviSenim vrijednostima pankreasnih enzima dodatno su
testirani Canine SNAP® cPL™ testom (IDEXX Laboratories Inc.) kojim se ELISA
metodom dokazuje poviSena koncentracija psee pankreasne lipaze u uzrocima
seruma. Test je proveden koristeCi se originalnim reagensima i prema uputama
proizvodaCa. Zamrznuti uzorci seruma su prije provodenja pretrage odmrznuti i

recentrifugirani.

4.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA
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Statisticka obrada obavljena je programom Stata® 10 (Stat Corp., SAD). Povezanost
pojave serpozitivhosti prema anaplazmama s individualnim ¢&imbenicima (spol,
pasmina) te s pojavom komplikacija babezioze provjerena je hi-kvadrat i Fisherovim
egzaktnim testom. Utjecaj individualnih ¢imbenika na pojavu komplikacija utvrden je
logistiCkom regresijom. Vrijednosti individualnih ¢imbenika, krvne slike i biokemijskih
pokazatelja u Zivotinja usporedene su medusobno izmedu seropozitivnih Zivotinja i
seronegativnih Zivotinja. Za usporedbu su koristeni t test i neparametrijski Mann
Whitneyev U test, ovisno o razdiobi vrijednosti pojedine varijable. Razliku izmedu
uoCenih ucestalosti po pasminama pasa i skupinama pasmina pasa (velike i male
pasmine) testirali smo hi-kvadrat testom. StatistiCki zna€ajnim smatrane su vrijednosti
p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. OSNOVNI PRIKAZ CJELOVITE SKUPINE ISTRAZIVANIH PASA

Postujuci kriterije navedene u materijalima i metodama, u istrazivanje je bilo ukljuceno
ukupno 127 pasa oboljelih od babezioze.

Svi su istrazivani psi zaprimljeni na Kliniku za unutarnje bolesti Veterinarskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu u razdoblju od 01. 01. 2009. do 31. 12. 2012. godine s razli¢itim
klinickim znakovima (slika 3.). Svim istrazivanim psima u razmazu periferne krvi
pronadena je protozoa B. canis. Nadalje, u svim je pretrazenim uzorcima krvi pasa
dokazan je specifican odsjeCak veli€ine 560 parova baza. Usporedbom dobivenih
sekvenci sa dostupnim sekvencijama u bazi gena (GenBank®) u svim umnoZenim
uzorcima potvrdena je vrsta B. canis. U 50% pasa oboljelih od babezioze pronaden je
krpelj (prilikom klinickog pregleda ili od strane vlasnika).

Od 127 pasa uklju€enih u istrazivanje, 19 pasa (15%) bilo je seropozitivho na vrstu A.
phagocytophilum (slika 1.), dok ih je 108 (85%) bilo seronegativno. Niti jedan pas nije
bio seropozitivan na vrste E. canis, B. burgdorferi, L. infantum, te u niti jednog psa nije
dokazan antigen vrste D. immitis. Kod niti jednog psa seropozitivnog na vrstu A.
phagocytophilum PCR metodom nije dokazana DNA specifi¢na za rod Anaplasma, kao
niti za vrstu A. phagocytophilum.

Zastupljenost pojedinih pasmina pasa prikazana je u tablici 18.
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Slika 1. Seroloski status istrazivane skupine pasa.

SEROLOSKI STATUS

m Seropozitivni na A. phagocytophilum m Seronegativne Zzivotinje

5.2. ZASTUPLJENOST SPOLOVA U SKUPINI ISTRAZIVANIH PASA

U istrazivanoj populaciji pasa dominirali su muzjaci (63%:37%). Rezultati su prikazani

na slici 1. U skupini seropozitivnih te seronegativnih pasa takoder su dominirali muZjaci

(slika 2. i slika 3.)
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Slika 2. Zastupljenost spolova u ukupnoj populaciji pasa zaprimljenih na Kliniku za
unutarnje bolesti u razdoblju od 01. 01. 2009. do 31. 12. 2012. godine.

ZASTUPLJENOST SPOLOVA U
UKUPNOJ POPULACIJI

® Muzjaci ®Zenke

Slika 3. Zastupljenost spolova u skupini istrazivanih pasa.

ZASTUPLJENOST SPOLOVA

B MuZjaci ®Zenke
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Slika 4. Zastupljenost spolova u skupini istrazivanih, seronegativnih, pasa.

ZASTUPLJENOST SPOLOVA
SERONEG.

® MuZjaci mZenke

Slika 5. Zastupljenost spolova u skupini istrazivanih, seropozitivnih, pasa.

ZASTUPLJENOST SPOLOVA
SEROPOZ.

®MuzZjaci ®Zenke
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Tablica 17. Odnos izmedu seroloSkog statusa i spola u istraZivanoj skupini pasa

temeljem hi-kvadrat testa (statisticki znacCajnim se smatra p<0,05). N = seroloski

negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

SEROLOSKI STATUS HI-KVADRAT
TEST
N P
SPOL MuzZjaci 62,9% 63,1% p=0,99
Zenke 36,1% 36,9%
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Tablica 18. Zastupljenost pasmina u skupini istraZivanih pasa.

PASMINA BROJA POSTOTAK (%) POSTOTAK (%) U UKUPNOJ
PACIJENATA POPULACIJI PASA PRIMLJENIH U
RAZDOBLJU OD 2009. DO 2012.
Krizani psi 47 36,5 26
Njemacki ov&ar 18 14,2 4,6
Zlatni retriver 8 6,3 3,7
Labrador retriver 7 55 5,8
Rotvajler 6 4,7 2,2
Sibirski haski 3 2,4 0,8
Skotski ové&ar dugodlaki 3 2,4 0,5
Aljaski malamut 3 2,4 0,7
Hrvatski ov€ar 2 1,6 0,6
Pekinski psi¢ 2 1,6 4,1
Malteski psi¢ 2 1,6 4,9
Mops 2 1,6 1,7
Brijarski ov&arski pas 2 1,6 0,08
Irski crveni seter 2 1,6 0,6
Njemacki pti¢ar 2 1,6 0,6
Brak jazav&ar 2 1,6 0,02
Epanjel breton 1 0,8 0,2
Americki stafordski 1 0,8 1,6
terijer
Sarplaninac 1 0,8 0,3
Bordoska doga 1 0,8 0,02
Pudl 1 0,8 3,8
Flandrijski govedarski 1 0,8 0,08
pas
Samojed 1 0,8 0,7
Ameri¢ki koker Spanijel 1 0,8 0,1
Engleski koker Spanijel 1 0,8 2
Belgijski ovcar 1 0,8 1.3
Gubic¢ar patuljasti 1 0,8 0,7
Gubicar srednji 1 0,8 0,2
Rodezijski goni¢ 1 0,8 0,4
Njemacki lovni terijer 1 0,8 0,3
Doberman 1 0,8 0,8
Dalmatinski pas 1 0,8 0,6
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Tablica 19. Zastupljenost pasmina u ukupnoj populaciji pasa (deset najzastupljenijih

pasmina).
PASMINA POSTOTAK (%)
Labrador retriver 5,8
Malteski psi¢ 4,9
Njemacki ov€ar 4,6
Pekinski psi¢ 4,1
Pudl 3,8
Zlatni retriver 3,7
Zapadno$kotski bijeli terijer 2,6
Rotvajler 2,2
Mops 1,7
Americki stafordski terijer 1,6
Krizani psi 26

Tablica 20. Zastupljenost pasmina u populaciji seropozitivnih pasa.

PASMINA POSTOTAK (%)

Njemacki ov€ar 26,3
Americki stafordski terijer 5.3
Hrvatski ovéar 5,3
Pekinski psic¢ 53
Sarplaninac 5,3
Zlatni retriver 5,3
Labrador retriver 53
Rodezijski gonic 5,3
Njemacki pti¢ar bodljikave dlake 5,3
Njemacki lovni terijer 5,3
Aljaski malamut 5,3
Krizani psi 21
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Slika 6. Zastupljenost pasa obzirom na veli€inu.

ZASTUPLJENOST OVISNO O VELICINI

mVELIKI PSI mMALI PSI
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Slika 7. Zastupljenost pasa obzirom na veli€inu u skupini seronegativnih pasa

VELICINA SERONEGATIVNI

mVELIKI PSI mMALI PSI

Slika 8. Zastupljenost pasa obzirom na veli€inu skupini seropozitivnih pasa.

VELICINA SEROPOZITIVNI

mVELIKI PSI mMALI PSI

U populaciji pasa oboljelih od babezioze prisutna je pretjerana zastupljenost velikih
pasmina i premala zastupljenost malih pasmina pasa u odnosu na njihove udjele u
cjelokupnoj istrazivanoj populaciji (p<0,05). Nema statisticki znacCajne razlike u

zastupljenosti pasmina obzirom na veli¢inu u odnosu na serolo$ki status (p>0,05).
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5.3. DOBNA STRUKTURA SKUPINE ISTRAZIVANIH PASA

U skupini istrazivanih pasa najzastupljenija je bila kategorija pasa starosti od jedne do
pet godina (50.4%). Druga po zastupljenosti bila je kategorija starosti od pet do deset
godina (30,7%), zatim kategorija starosti do jedne godine starosti (10,2%) i kategorija
starosti viSe od deset godina (8,7%). U skupini seronegativnih pasa najzastupljenija je
bila kategorija pasa starosti od jedne do pet godina (50,4%), dok je u skupini
seropozitivnih pasa bila najzastupljenija kategorija pasa starosti od pet do deset godina
(47,7%).

*

Slika 9. Dob obzirom na seroloski status u istraZivanoj skupini pasa. * oznacCava
statisti¢ki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloski pozitivnih i seroloSki negativnih
pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje: pravokutnik — 25%
i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije — minimalna i
maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N = serolosKki

negativni psi; P = serolo$ki pozitivni psi.

DOB (MJESECI)

0 == I
N P

SEROLOSKI STATUS
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Slika 10. Histogram frekvencije dobi u seroloski negativnih pasa oboljelih od babezioze

(dob je izrazena u mjesecima).

~n
o

0 40 50 60 70 80 90

DOB U MJESECIMA

FREKVENCIJA

Slika 11. Histogram frekvencije dobi u seroloSki pozitivnih pasa oboljelih od babezioze

(dob je izrazena u mjesecima).
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5.4. ANAMNESTICKI PODATCI, KLINICKI ZNAKOVI, LABORATORIJSKI
POKAZATELJI | OBLIK BABEZIOZE

NajceSce su anamnestiCke prituzbe vlasnika u pasa oboljelih od babezioze bile
odbijanje hrane (inapetencija) i apatija (nujnost). Navednim su prituzbama slijedile:
tamna boja mokrace, otezano kretanje, povracanje i proljev (slika 12.). Promjene u
trijasu (tjelesna temperatura, frekvencija disanja i bild) prikazane su na slikama 14. do
19. Podjela skupine istrazivanih pasa obzirom na oblik prikazana je na slikama 20 do
22.

5.4.1. ANAMNESTICKI PODATCI, KLINICKI ZNAKOVI | OBLIK
BABEZIOZE

Slika 12. UcCestalost anamnesti¢kih prituzbi (znakova bolesti) u skupine istraZivanih

pasa.

ANAMNESTICKI PODATCI (ZNAKOVI BOLESTI)

E [napetenca ®Apatija = Tamniurin ®OteZano kretanje mPovraéanje = Proljev

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

0% -
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Slika 13. UcCestalost anamnestickih prituzbi (znakova bolesti) ovisno o seroloSkom

statusu istrazivanih pasa.

m Seropozitivni psi @ Seronegativni psi

100

Inapetenca

Apatija Tamni urin Otezano Povraéanje
kretanje

Proljev

Slika 14. Vrijednosti tjelesne temperature u skupini istrazivanih pasa.

TJELESNA TEMPERATURA

m<38.0°C m38.0-39.0°C =>39.0°C
2,4%
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Slika 15. Vrijednosti tjelesne temperature u skupini istrazivanih, seronegativnih, pasa.

TJELESNA TEMPERATURA SERONEG.

m<38.0°C m38.0-39.0°C ®=>39.0°C
1,8%

Slika 16. Vrijednosti tjelesne temperature u skupini istraZivanih, seropozitivnih, pasa.

TJELESNA TEMPERATURA SEROPOZ.

m<38.0°C m38.0-39.0°C ®=>39.0°C
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Slika 17. Tjelesna temperatura obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini pasa.
* oznaCava statistiCki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

serolo$ki negativni psi; P = seroloSki pozitivni psi.
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Slika 18. Frekvencija disanja obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

serolo$ki negativni psi; P = seroloSki pozitivni psi.
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Slika 19. Frekvencija bila obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloSki pozitivni psi.
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Slika 20. Podjela skupine istrazivanih pasa obzirom na oblik babezioze.

OBLIK BABEZIOZE

m Nekomplicirana = Komplicirana

Slika 21. Oblik babezioze u seroloski negativnih pasa.

OBLIK BABEZIOZE SERONEG.

m Nekomplicirana = Komplicirana
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Slika 22. Oblik babezioze u seroloski pozitivnih pasa.

OBLIK BABEZIOZE SEROPOZ.

m Nekomplicirana m Komplicirana

Slika 23. Udio komplikacija u istraZivanoj skupini pasa oboljelih od babezioze
(MODS=sindrom viSestrukog zatajivanja organa; AKl=akutna ozljeda bubrega;
ARhb=akutna rabdomioliza; AHF=akutno zatajivanje jetre; IMHA=Iimunosno-
posredovana hemoliticka anemija; AP=akutni pankreatitis; ARDS=akutni respiratorni

distresni sindrom; DIK=diseminirana intravaskularna koagulacija).

EMODS ®AKI mARhb mAHF mIMHA ®mAP =mARDS ®mDIK
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Slika 24. Udio komplikacija u istrazivanoj skupini pasa oboljelih od babezioze koji su
seronegativni (MODS=sindrom viSestrukog zatajivanja organa; AKl=akutna ozljeda
bubrega; ARhb=akutna rabdomioliza; AHF=akutno zatajivanje jetre; IMHA=Iimunosno-
posredovana hemoliticka anemija; AP=akutni pankreatitis; ARDS=akutni respiratorni

distresni sindrom; DIK=diseminirana intravaskularna koagulacija).

mAKlI mARhb ®mAHF ®mIMHA mAP mARDS =DIK

0% 0%

Slika 25. Udio komplikacija u istrazivanoj skupini pasa oboljelih od babezioze koji su
seropozitivni (AKI=akutna ozljeda bubrega; ARhb=akutna rabdomioliza; AHF=akutno

zatajivanje jetre; IMHA=imunosno-posredovana hemoliticka anemija; AP=akutni
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pankreatitis; ARDS=akutni respiratorni distresni sindrom; DIK=diseminirana

intravaskularna koagulacija).

EMODS ®AKI mARhb mAHF mIMHA ®mAP =mARDS ®mDIK

25,0

20,0 -
15,0 -
10,0 -
5,0 -

0,00 0,0% 0,0%

0,0 -

Tablica 21. Odnos izmedu seroloSkog statusa i oblika babezioze u istrazivanoj skupini
pasa temeljem hi-kvadrat testa (statisticki zna¢ajnim se smatra p<0,05). N = seroloski

negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

SEROLOSKI STATUS HI-KVADRAT
N p TEST
Nekomplicirana 76,9% 27,9%
p<0,05
Komplicirana 23,1% 63,1%

Tablica 22. Odnos izmedu seroloskog statusa i pojavnosti komplikacija u istraZivanoj
skupini pasa temeljem hi-kvadrat testa (statistiCki znacajnim se smatra p<0,05).
(AKlI=akutna ozljeda bubrega; ARhb=akutna rabdomioliza; AHF=akutno zatajivanje
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jetre; IMHA=imunosno-posredovana hemoliticka anemija; AP=akutni pankreatitis;

ARDS=akutni

koagulacija) N = seroloSki negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

respiratorni

distresni sindrom; DIK=diseminirana

intravaskularna

. HI-KVADRAT
SEROLOSKI STATUS
TEST
N P
Da 9,2% 21%
AKI p<0,05
Ne 90,8% 79%
Da 9,2% 35,7%
ARhb p<0,05
Ne 90,8% 64,3%
Da 6,5% 15,8%
AHF p=0,16
Ne 93,5% 84.,2%
Da 4,6% 21%
IMHA p<0,05
Ne 95,4% 79%
Da 0,9% 0%
ARDS p=0,67
Ne 99,1% 100%
Da 0% 5,3%
DIK p<0,05
Ne 100% 94.,7%
Da 3,7% 0%
AP p=0,39
Ne 96,3% 100%

Tablica 23. Odnos izmedu seroloskog statusa i pojavnosti MODS-a u istrazivanoj

skupini pasa temeljem hi-kvadrat testa (statistiCki zna€ajnim se smatra p<0,05). N =

seroloski negativni psi; P = seroloSki pozitivni psi.

SEROLOSKI STATUS

HI-KVADRAT
TEST
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MODS pozitivni 7,4% 21%

p<0,05
MODS negativni 92,6% 79%

Tablica 24. Utjecaj individualnih ¢imbenika na pojavu komplikacija utvrden logistickom
regresijom (statistiCki zna¢ajnim se smatra p<0,05). SE = standardna pogreska; 95%

Cl = 95% interval pouzdanosti.

Cimbenik Odnos SE p 95% Cl
vjerojatnosti
Spol 1.32 0.578 | 0.529 0.56 - 3.11
Dob 1.01 0.00 <0,05 1.00-1.02
Pasmina 0.75 0.34 0.530 0.31-1.83
Seropozitivhost 4.81 2.62 <0,05 1.66 - 13.97
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5.4.2. ISTRAZIVANI POKAZATELJI OBZIROM NA SEROLOSKI STATUS

PASA
Slika 26. Broj eritrocita obzirom na seroloSki status u istraZivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu serolo$ki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloSki pozitivni psi.
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Slika 27. Vrijednost hematokrita obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 28.Koncentracija hemoglobina obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 29. Broj leukocita obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa.
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 30. Relativni broj segmentiranih i nesegmentiranih neutrofilnih leukocita obzirom
na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa. * oznac¢ava statistiCki znacajnu razliku
(p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-
Whitney U testa. Stupici prikazuju aritmetiCke sredine. N = seroloski negativni psi; P =
seroloski pozitivni psi; SEG = segmentirani neutrofilni leukocitiy NSEG *

nesegmentirani neutrofilni leukociti.
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Slika 31. Relativni broj limfocita obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa.
* oznaCava statistiCki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 32. Relativni broj monocita obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

[ - ]

BROJ MONOCITA (%)

T T
N P

SEROLOSKI STATUS

106



Slika 33. Broj trombocita obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 34. Koncentracija ureje obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 35. Koncentracija kreatinina obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 36. Koncentracija ukupnih proteina obzirom na seroloski status u istrazivanoj

*

skupini pasa. * oznaCava statistiCki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloski
pozitivnih i seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti
dijagram prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan;
horizontalne linije — minimalna i maksimalna vrijednost; to¢ke — vrijednosti koje

odstupaju od ostalih. N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 37. Koncentracija albumina obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 38. Koncentracija glukoze obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini pasa.
* oznaCava statistiCki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 39. Aktivhost AST obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini pasa.
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 40. Aktivhost ALT obzirom na serolo3ki status u istraZivanoj skupini pasa.
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 41. Aktivhost ALP obzirom na seroloSki status u istraZivanoj skupini pasa.
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 42. Koncentracija ukupnog bilirubina obzirom na seroloski status u istraZivanoj

*

skupini pasa. * oznaCava statistiCki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloski
pozitivnih i seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti
dijagram prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan;
horizontalne linije — minimalna i maksimalna vrijednost; to¢ke — vrijednosti koje

odstupaju od ostalih. N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 43. Aktivhost CPK obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini pasa. *
oznacCava statistiCki znaCajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 44. Aktivnost amilaze (AMY) obzirom na serolo$ki status u istrazivanoj skupini
pasa. * oznaCava statisticki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i
seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram
prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne
linije — minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih.

N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 45. Aktivnost lipaze (LIP) obzirom na seroloski status u istrazivanoj skupini pasa.
* oznaCava statistiCki zna€ajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloSki pozitivnih i seroloski
negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti dijagram prikazuje:
pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan; horizontalne linije —
minimalna i maksimalna vrijednost; toCke — vrijednosti koje odstupaju od ostalih. N =

seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 46. Koncentracija kolesterola (CHOL) obzirom na serolo$ki status u istraZivanoj
skupini pasa. * oznaCava statistiCki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloski
pozitivnih i seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti
dijagram prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan;
horizontalne linije — minimalna i maksimalna vrijednost; to¢ke — vrijednosti koje

odstupaju od ostalih. N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

CHOL (mmol/L)

T T
N P

SEROLOSKI STATUS

120



Slika 47. Koncentracija triglicerida (TRIG) obzirom na seroloski status u istrazivanoj
skupini pasa. * oznaCava statistiCki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu seroloski
pozitivnih i seroloSki negativnih pasa temeljem Mann-Whitney U testa. Kutijasti
dijagram prikazuje: pravokutnik — 25% i 75% kvartil; crta po pravokutniku — medijan;
horizontalne linije — minimalna i maksimalna vrijednost; to¢ke — vrijednosti koje

odstupaju od ostalih. N = seroloski negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.
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Slika 48. Ishod u pasa oboljelih od babezioze.

ISHOD BABEZIOZE

m Prezivjeli mUginuli

Tablica 25. Odnos izmedu oblika babezioze i ishoda babezioze u istrazivanoj skupini

pasa temeljem hi-kvadrat testa (statisticki znaCajnim se smatra p<0,05). N

nekomplicirana babezioza; K = komplicirana babezioza.

OBLIK BABEZIOZE HI-KVADRAT
NK K TEST
Prezivjeli 100% 79,4%
p<0,05
Uginuli 0% 21,6%
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Tablica 26. Odnos izmedu razvoja MODS-a i ishoda babezioze u istraZzivanoj skupini

pasa temeljem hi-kvadrat testa (statisticki zna¢ajnim se smatra p<0,05).

MODS HI-KVADRAT
MODS + MODS - TEST
Prezivjeli 50% 98,3%
p<0,05
Uginuli 50% 1,7%

Tablica 27. Odnos izmedu seroloskog statusa i ishoda babezioze u istrazivanoj skupini

pasa temeljem hi-kvadrat testa (statistiCki znacajnim se smatra p<0,05). N = serolosKki

negativni psi; P = seroloski pozitivni psi.

SEROLOSKI STATUS

HI-KVADRAT
N P TEST
Prezivjeli 94.5% 89,5%
p=0,4
Uginuli 5,5% 10,5%
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6. RASPRAVA

6.1. EPIZOOTIOLOSKI PODATCI

U ovo istraZivanje uklju€eno je 127 pasa oboljelih od babezioze. Skupinu pasa oboljelih
od babezioze Cinilo je 63% muzjaka i 37% Zenki. Vrlo sli¢ne rezultate u kojima u pasa
oboljelih od babezioze prevladavaju muZjaci zabiljeZili su MATHE i sur. (2006) u
Madarskoj. Navedena struktura spola istrazivane populacije (dominacija muzjaka)
slicna je strukturi spola u ukupnoj populaciji pasa primljenih na Kliniku za unutarnje
bolesti u istrazivanom razdoblju (61,4% muzZjaka). To je najvjerojatnije zbog sklonosti
vlasnika nabavi muZzjaka. Neki autori pretpostavljali su da je izloZenost krpeljima kao i
bolestima koje prenose bila ve¢a u muzjaka jer su oni skloniji lutanju, pa time i provode
vise vremena u prirodi (BRKLJACIC, 2012). Medutim, gotovo jednaka struktura spola
u ukupnoj populaciji i populaciji pasa oboljelih od babezioze u istom razdoblju (slike 2.
i 3.) govori u prilog prije navedenom. Obzirom da nikakva razlika nije zabiljeZzena u
strukturi spola ovisno o seroloSkom statusu istraZivanih pasa (slike 4. i 5, tablica 17.)
te da je struktura spola slicna strukturi spola ukupne populacije, takoder se moze

zakljuciti da to preslikava strukturu spola ukupne populacije pasa u Hrvatskoj.

Gledajuéi pasminsku zastupljenost u istrazivanoj skupini pasa oboljelih od babezioze
(tablica 18.), najveci udio pasa pripadao je krizanim psima (36,5%), dok su Cistokrvne
pasmine zajedno Cinile 63,5% pasa. Od Cistokrvnih pasmina pasa najzastupljenije su
pasmine bile: njemacki ov€ar (14,2%), zlatni retriver (6,3%), labrador retriver (5,5%) i
rotvajler (4,7%).

Nadalje, pasminska struktura istrazivane skupine pasa, odnosno zastupljenost
pojedinih pasmina donekle je posljedica popularnosti pojedinih pasmina medu
vlasnicima, $to se vidi po tome da prve Cetiri Cistokrvne pasmine pasa u istraZivanoj
populaciji pasa pripadaju medu deset najzastupljenijin pasmina pasa zaprimljenih na
Kliniku za unutarnje bolesti u istrazivanom razdoblju (tablice 18. i 19.). Medutim
prisutna je statistiCki znaCajna manja pojavnost malteskih i pekinskih psic¢a u skupini
pasa oboljelih od babezioze u usporedbi sa ukupnom populacijom te znacajno veca

pojavnost pasmina njemacki ovc€ar, zlatni retriver, rotvajler, sibirski haski, Skotski

124



ovcar, aljaski malamut, epanjel breton, brak jazavCar, njemacki pticar i irski seter u
skupini pasa oboljelih od babezioze (tablica 18.). Analizom navedenih podataka
uoCava se da je prisutna pretjerana zastupljenost pasa velikin pasmina koji provode
viSe vremena u prirodi i znacajno manja zastupljenost malih pasmina pasa u skupini
pasa oboljelih od babezioze (primjerice, malteski i pekinski psi¢). Zapravo su velike
pasmine pasa Cinile 86,2% ukupne populacije u istrazivanoj skupini (slika 6.). Sli¢ni
podatci veC su zabiljeZeni i u drugim istrazivanjima gdje su takoder velike pasmine
pasa Ginile 86,9% Cdistokrvne populacije pasa oboljelih od babezioze (BRKLJACIC,
2012). To se mozZe objasniti stilom Zzivota, odnosno nadinom drzanja velikih pasmina
pasa, buduéi da vec¢e pasmine pasa borave viSe vani i provode dulje vrijeme u
aktivnostima u prirodi, €ime su i viSe izloZeni krpeljima i bolestima koje oni prenose.
Na sliCan naCin moZe se objasniti i statistiCki znaCajna manja pojavnost bolesti
prenosivih ¢lankonoscima u malih pasmina pasa, koji znatno manje vremena provode
u prirodi. Sli€na se distribucija u kojoj prevladavaju velike pasmine pasa uoCava i u
seropozitivnih pasa (slika 8.). Kao Sto je ve¢ napomenuto prisutna je znacajno veca
pojavnost njemackih ovCara u skupini pasa oboljelih od babezioze. Pretjerana
zastupljenost njemackih ov€ara (26,3%) joS$ je izrazitija u skupini seropozitivnih pasa
(tablica 20.). Sliéni podatci zabiliezeni su u drugim istrazivanjima
erlihioze/anaplazmoze u pasa (HARRUS i sur., 1997; BIRKENHEUER, 2009). To se
pripisuje pasminskim razlikama u jacini stani¢nog i/ili humoralnog imunosnog odgovora
(NYINDO i sur., 1980).

Sto se tite dobne strukture istraZivane skupine pasa vidljiva je statisti¢ki znacajna
razlika s obzirom na seroloski status (slika 9.). Iz histograma je vidljivo da je veca
frekvencija pojave babezioze u pasa u mladoj Zivotnoj dobi sa najve¢om frekvencijom
u dobi od 10 do 20 mjeseci starosti, dok je veca frekvencija pojave seropozitivhosti na
A. phagocytophilum u srednjoj do starijoj dobi, sa najve¢om frekvencijom od 80 do 100
mjeseci starosti (slike 10. i 11.). Sliéni rezultati su zabiljezeni u gotovo svim
istraZzivanjima seroprevalencije A. phagocytophilum (EGENWALL i sur., 2000; KOHN
i sur.,, 2011). Samo u istrazivanju JENSEN i sur. (2007) nije zabiljezen porast
seropozitivnosti s porastom dobi pasa. Porast seropozitivnosti s porastom dobi je
oCekivana pojava obzirom da se broj kontakata sa ¢lankonoScima povecava s dobi, pa
je i vjerojatnost kontakta sa zarazenim krpeljom vecéa kroz duze vremensko razdoblje.

Kako je granulocitotropiCna anaplazmoza pasa samoograniCavajué¢a bolest, veéina
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infekcija prolazi nezapazeno i ne dijagnosticira se u tijeku aktivne bolesti te je zbog

toga veci postotak seropozitivhosti u starijih zivotinja oCekivan nalaz.

6.2. ANAMNESTICKI PODATCI | KLINICKI ZNAKOVI BABEZIOZE

U anamnestickim podatcima i klinicCkim znakovima nije bilo gotovo nikakve razlike
izmedu seropozitivnih i seronegativnin pasa oboljelih od babezioze. NajCeSci
anamnesti¢ki podatci i kliniCki znakovi slicni su rezultatima svih dosad objavljenih
istrazivanja babezioze pasa, te ukljuCuju inapetencu, apatiju, tamni urin, otezano
kretanje, povraéanje i proljev (slike 12. i 13.) (MATIJATKO i sur., 2007; BRKLJACIC i
sur., 2010; CRNOGAJ i sur., 2010; MATIJATKO i sur., 2010). Kako psi u istraZivanoj
populaciji nisu bolovali od granulocitotropiCne anaplazmoze, razumljivo je da su
dominirali klini¢ki znakovi babezioze. Babezioza je klini¢ki znatno ozbiljnija bolest od
granulocitotropiCne anaplazmoze koja je uglavhom asimptomatskog tijeka i
samoograniCavajuéa, a kako se klini¢ki znakovi babezioze naglo pojavljuju i vrlo su

izrazeni, oCekivano je da se oni ne razlikuju obzirom na seroloski status pasa.

Tjelesna temperatura je bila praéena u vecini klinickih istrazivanja babezioze u pasa.
Smatra se da je poviSena tjelesna temperatura jedan od kardinalnih simptoma
babezioze u pasa (ABDULLAHI i sur., 1990; JACOBSON i CLARK, 1994; LOBETTI,
1998; JACOBSON i sur., 2000). Rjede se, medutim, u istrazivanjima babezioze
spominje subnormalna tjelesna temperatura (BUTTON, 1979; JACOBSON i CLARK,
1994). Snizavanje tjelesne temperature je rezultat prejake aktivacije medijatora upale
I predstavlja rezultat popusStanja kompenzatornin mehanizama, a korekcija
hipovolemije i hipotenzije kod hipotermi¢nih pacijenata sa SIRS-om rezultira vru¢icom
(NYSTROM, 1998). Upravo zato je prognoza kod hipotermiénih pacijenata
nepovoljnija, jer je znak dekompenzirane faze SIRS-a. IstraZivanjima MATIJATKO
(2003), MATIJATKO i sur. (2009) i MATIJATKO i sur. (2010) utvrdeno je da niza
tielesna temperatura korelira sa nepovoljnim ishodom babezioze u pasa. U ovom
istraZzivanju utvrdeno je da je u skupini seronegativnih pasa 1,8% bilo hipotermicno,
dok je u skupini seropozitivnih pasa 5,3% bilo hipotermi¢no (slike 15. i 16.). Takoder,
u skupini serpozitivnih pasa €ak je 63,1% pasa imalo normalnu tjelesnu temperaturu

(u odnosu na 6,5% pasa u skupini seronegativnih pasa). PoviSenu tjelesnu
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temperaturu tipicnu za babeziozu imalo je 91,7% seronegativnih i samo 31,6%
seropozitivnih pasa. UzevSi u obzir ove Cinjenice jasno je da je utvrdena statisticki
znacajno niza temperatura u seropozitivnih pasa (slika 17.). Kao $to je veC na viSe
mjesta napomenuto povisena tjelesna temperatura (vruéica) je sastavni dio SIRS-a,
No, pod utjecajem suviska citokina endotel krvnih Zila postaje propustan i omogucava
prijelaz elemenata krvi u tkiva, Sto moze rezultirati hipovolemijom i hipotenzijom koje
mogu dovesti do hipotermije (BAUMAN i GAULDIE, 1994; NYSTROM, 1998). Kod
pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum oboljelih od babezioze utvrdena je
znacajno visa serumska koncentracija ¢imbenika sli€nog keratinocit kemoatraktantu
(engl. keratinocyte chemoattractant like factor, KC-like) i IL-8. PoviSena koncentracija
IL-8 pronadena je i u serumu konja eksperimenalno inficiranih vrstom A.
phagocytophilum (KIM i sur., 2001). AKKOYUNLU i sur. (2001) smatraju da IL-8 ima
kljuénu ulogu u patogenezi humane granulocitotropi¢ne anaplazmoze. IL-8 pripada
kemokinima, izlu€uju ga monociti, a njegovo lucenje potice IFNy. Njegovu sintezu
inhibiraju glukokortikoidi. KC-like pripada kemokinima, a proizvode ga keratinociti,
monociti i makrofagi potaknuti djelovanjem TNFa te endotelne stanice potaknute
djelovanjem trombina (FRINK i sur., 2007). Oba citokina su sastavni dio upalnog
odgovora. Za razrijeSavanje upale vazan je pravodoban, uravnotezen i odgovarajuci
upalni odgovor koji je rezultat istodobnog razvoja SIRS-a i sindroma kompenzacijskog
protuupalnog odgovora (CARS). Tjelesna temperatura je sastavni dio SIRS-a i hjena
uloga je u osnovi obrambena. Preslab razvoj SIRS-a (s normalnom tjelesnom
temperaturom), kao i prejak razvoj SIRS-a (sa subnormalnom tjelesnom
temperaturom) ne rezultiraju kontrolom bolesti ve¢ se nastavlja perpetuiranje upalnog
odgovora dok on ne prijede u MODS i uzrokuje trajno oste¢enje organa (MATIJATKO
i sur., 2012). PoviSena koncentracija citokina utvrdena u pasa oboljelih od babezioze
koji su seropozitivhi na vrstu A. phagocytophilum (MAYER, 2012) te njihova niza
tielesna temperatura utvrdena u ovom istrazivanju ukazuju nam upravo na moguc

razvoj neprimjerenog upalnog odgovora.

Povecéane frekvencije bila i disanja su Cesti pratitelji babezioze pasa. One su sastavni
dio SIRS-a i uvrStene su u pokazatelje za utvrdivanje prisutstva SIRS-a. Na njihovo
poviSenje takoder utjeCe i anemija koja je takoder Cesta pojava u babeziozi pasa. U
ovom istrazivanju nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u frekvenciji bila i disanja
ovisno o seroloSskom statusu istrazivane skupine pasa (slike 18. i 19.). Navedeni

podatci su oCekivani, obzirom da su psi bolovali od babezioze, odnosno da su bili
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seropozitivni na A. phagocytophilum i nisu bolovali od granulocitotropi¢ne

anaplazmoze.

6.3. OBLIK | KOMPLIKACIJE BABEZIOZE

Od komplikacija babezioze najceSce su bile prisutne: sindrom viSestrukog zatajivanja
organa, akutna ozljeda bubrega, akutna rabdomioliza i imunosno-posredovana
hemoliticka anemija Sto je sukladno rezultatima i drugih istraZivanja babezioze u
Hrvatskoj (MATIJATKO i sur., 2003; KIS, 2007; MATIJATKO i sur., 2010; BRKLJACIC,
2012) i svijetu (WELZL i sur., 2001; MATHE i sur., 2006) (slika 23.). Komplicirani oblik
babezioze pojavio se u ukupno 29% pasa u istrazivanoj populaciji (slika 20.), odnosno
u 23,1% seronegativnih i 63,1% seropozitivnih pasa. Utvrdena je statistiCki znacajna
razlika u pojavnosti kompliciranog oblika babezioze u seropozitivnih u odnosu na
seronegativne pse (tablica 21.). Isto tako utvrdena je statistiCki znacCajna veca
pojavnost sindroma viSestrukog zatajivanja organa, akutne ozljede bubrega, akutne
rabdomiolize, imunosno-posredovane hemoliticke anemije i diseminirane
intravaskularne koagulacije u seropozitivnih pasa (tablica 22.). Ve¢ je utvrdeno da
seropozitivni psi razvijaju jacCi upalni odgovor sa ¢eS¢om pojavnoScu kompliciranog
oblika babezioze. Kod seropozitivnih pasa znacajno je viSa serumska koncentracija
KC-like i IL-8 (MAYER, 2012). IL-8 se smatra glavnim medijatorom odgovornim za rano
reperfuzijsko oStecenje tkiva (SEKIDO i sur., 1993), na koje je osobito osjetljivo tkivo
bubrega (BONE i sur., 1992; BAGSHAW i BELLOMO, 2006; ALDRICH, 2007). U
stanju sepse visoke koncentracije IL-8 koreliraju sa stupnjem laktacidemije, razvojem
diseminirane intravaskularne koagulacije, hipoksije i mortaliteta (DAMAS i sur., 1997).
KC-like poti€¢e migraciju i aktivaciju neutrofila, ima znacajnu ulogu u poticanju razvoja
SIRS-a (FRINK i sur., 2007) i njegova povisena koncentracija je rani pokazatel
ishemijskog ostecenja bubrega (MOLLS i sur., 2006). Njegova poviSena koncentracija
je utvrdena u urinu pasa sa akutnom ozljedom bubrega izazvanom primjenom
cisplatine (MCDUFFIE i sur., 2010). Dakle, ¢eS¢a pojava akutne ozljede bubrega u
seropozitivnih pasa mogla bi biti posljedica povisene koncentracije KC-like. Medutim,
prisutna je i statisticka znaCajna vecéa pojavnost akutne rabdomiolize u seropozitivnih

pasa. Opisana je pojava zatajivanja bubrega posljedi¢no rabdomiolizi u pasa oboljelih
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od babezioze, ljudi oboljelih od malarije i konja od anaplazmoze (JACOBSON i
LOBETTI, 1996; HILTON i sur., 2008). | u ovom istraZivanju veéina pasa koja je imala
rabdomiolizu imala je istovremeno i akutnu ozljedu bubrega. Patogeneza zatajivanja
bubrega posljedi€no rabdomiolizi je joS uvijek nerazjaSnjena, no smatra se da
proupalni citokini kao i duSikov oksid imaju vaznu ulogu u nastaku zatajivanja bubrega
(JACOBSON i LOBETTI, 1996). Kao sto je vec i prije navedeno, pojava rabdomiolize
opisana je i u babeziozi i granulocitotropi¢noj anaplazmozi. Pojavnost akutne
rabdomiolize je statistiCki zna¢ajno veéa u seropozitivnih pasa. lako nastanak same
rabdomiolize u jedinki oboljelih od granulocitotropi¢ne anaplazmoze nije objasnjen, te
neki autori pretpostavljaju da poviSenje koncentracije citokina koji sudjeluju u
stanichom imunosnom odgovoru i aktivacija makrofaga dovode do razvoja iste, a
povec¢ane koncentracije citokina (ukljuCujuéi IFNy i IL-8) su opisane u infekciji
uzrokovanoj vrstom A. phagocytophilum (KIM i sur., 2001; DUMLER i sur., 2007,
RIKIHISA, 2010; RIKIHISA, 2011). Takoder se neadekvatnim upalnim odgovorom sa
poviSenom koncentracijom citokina, posebice IL-8, moze objasniti i statistiCki znacajna
veca pojavnost diseminirane intravaskularne koagulacije u seropozitvnih pasa, jer u
stanju sepse visoke koncentracije IL-8 koreliraju s razvojem diseminirane
intravaskularne koagulacije (DAMAS i sur., 1997). Imunosno-posredovana hemolitiCka
anemija dobro je poznata komplikacija babezioze u pasa (LOBETTI, 1998;
MATIJATKO i sur., 1998; MATIJATKO, 2003). Isto tako, njezin je razvoj utvrden i u
pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum (u 12% pasa) (MAZEPA i sur., 2010).
Radi se o sekundarnoj imunosno-posredovanoj hemolitiCkoj anemiji kod koje se
stvaraju antitijela specificna za strani antigen (pr. uzro€nika infekcije ili lijek) koji se
nalazi na povrsini eritrocita (MATIJATKO i sur., 1998). Protutijela IgG razreda
opsoniziraju dio membrane eritrocita koji je antigenski promijenjen, zbog C¢ega se
stvaraju sferociti koji su kuglastog oblika (umjesto normalnog bikonkavnog oblika) i kao
takvi ne mogu proci kroz sinusoide slezene, gdje bivaju i unisteni (FRANK i sur., 1977).
U goveda inficiranih vrstom A. marginale dokazana je tvorba autohemaglutinina i
opsonina koji su usmjereni protiv antigena smjestenih unutar membrane eritrocita
(RISTIC i sur., 1972). Kako je osnova razvoja imunosno-posredovane hemolitiCke
anemije kontakt sa antigenom sa posljedichom promjenom antigenog sastava
membrane eritrocita, za oCekivati je da kontakt sa dva razliCita antigena za koje je
dokazano da uzrokuju promjenu u membrani eritrocita sa sobom nosi i vecu

vjerojatnost razvoja imunosno-posredovane hemolitiCke anemije. Stoga je nalaz
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statistiCki znaCajno vece pojavnosti imunosno-posredovane hemolitiCcke anemije u

pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum razumljiv.

Razvoj MODS-a je statistiCki znacajno €eS¢i u seropozitivnih nego u seronegativnih
Zivotinja (tablica 23.). Utvrdena je povezanost poviSene koncentracije IL-8 sa razvojem
MODS-a, pa se njegova poviSena koncentracija moze smatrati prognostickim
pokazateljem nepovoljnog ishoda (HAMANO i sur., 1998). U ovom istrazivanju je
utvrdeno da je vjerojatnost pojave komplikacija 4,81 puta vec¢a u seropozitivnih nego u
seronegativnih zivotinja. Takoder vjerojatnost pojave komplikacija povecava se i sa
porastom dobi (tablica 24.). Vazno je napomenuti da je SIRS iznimno kompleksna
pojava i da u njegovom razvoju sudjeluje mnostvo upalnih i protuupalnih medijatora
koji su svi u sloZenom meduodnosu, a da je njihova medusobna ravnotezZa od iznimne
vaznosti za ishod upale te da poremecaj te ravnoteze dovodi do pojave viSestrukih
komplikacija tako da je komplikacije nemoguce promatrati kao pojedinacne dogadaje i
pronaci samo jedan jedinstveni uzrok za njih. Dakle, razvoj komplikacija je potaknut
mnostvom Cimbenika i nije joS uvijek u potpunosti razjasnjen, te ako dode do pojave
komplikacije najvjerojatnije ¢e se razviti nekoliko njih, Sto se potvrdilo i u ovom

istraZivanju gdje je MODS naj¢eS¢a komplikacija.

6.4. LABORATORIJSKI POKAZATELJI

U ovom istrazivanju zabiljeZena su odstupanja od referentnih vrijednosti u brojnim

hematoloskim i biokemijskim pokazateljima.

Od hematoloskih pokazatelja zabiljeZzeni su pacijenti sa anemijom, snizenim
hematokritom i hemoglobinom $to je zabiljeZzeno i u brojnim drugim istrazivanjima
babezioze u pasa (JACOBSON i CLARK, 1994; LOBETTI, 1998; REYERS i sur., 1998;
NEL i sur., 2004; MATIJATKO i sur., 2007; CRNOGAJ i sur., 2010). Ocekivano, nije
zabilieZzena statisticki znaCajna razlika u navedenim pokazateljima izmedu
seropozitivnih i seronegativnih pasa (slike 26., 27. i 28.) . Takoder je u jednog dijela
pasa zabiljezena leukopenija Sto je isto tako ve¢ dobro poznata odlika babezioze u
pasa (BUCKNER i EWING, 1984; MATIJATKO i sur., 2007; BRKLJACIC, 2012), bez

statistiCki znaCajne razlike izmedu seropozitivnih i seronegativnih pasa oboljelih od
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babezioze (slika 29.). U diferencijalnoj krvnoj slici zabiljeZzen je statisti¢ki znacajno vedi
udio nesegmentiranih neutrofilnih leukocita i monocita u seropozitivnih pasa oboljelih
od babezioze (slike 30. i 32.). Poznato je da porast broja leukocita u tkivima Cesto ne
prati porast ukupnog broja leukocita u perifernoj krvi. Naime, imunokompetentni
leukociti Cesto migriraju u tkiva, a gube se i ekstravazacijom i posljedicnom
hipovolemijom, §to rezultira leukopenijom (NYSTROM, 1998.). Zbog toga je Cesto
upravo porast nezrelih oblika neutrofilnih leukocita u perifernoj cirkulaciji (skretanje u
lijevo) jedini znak aktivacije leukocita. Monociti su prve i klju€ne stanice koje zapoc€inju
aktivaciju upalnog odgovora stani¢ne imunosti. Njihovom aktivacijom nastaju
makrofagi i tkivni histiociti koji zapocinju lu€iti upalne medijatore (primjerice, IFNy, IL-
1, IL-8, TNFa) (NYSTROM, 1998). Veé je vise puta spomenuta povisena koncentracija
IL-8 u pasa oboljelih od babezioze koji su istovremeno bili seropozitivni na vrstu A.
phagocytophilum, Sto se izravho moze povezati sa povecanim brojem monocita u
seropozitivnih pasa. Trombocitopenija je najuCestaliji laboratorijski pokazatelj koji prati
babeziozu u pasa (KETTNER i sur., 2003; MATIJATKO i sur., 2007) , $to se i potvrdilo
i u ovom istrazivanju. StatistiCki znacCajne razlike u broju trombocita izmedu
seropozitivnih i seronegativnih pasa nije bilo (slika 33.). Trombocitopenija je Cest nalaz
kod pasa oboljelih od granulocitotropi¢ne anaplazmoze (KOHN i sur., 2008), kao i kod
pasa seropozitivnih na vrstu A. phagpcytophilum (JENSEN i sur., 2007; KOHN i sur.,
2011). Medutim, babezioza dovodi do trombocitopenije u gotovo svih zivotinja, pr.
100% pasa (MATIJATKO i sur., 2007), 98% pasa (KIS, 2007), 99% (KETTNER i sur.,
2003) i 99% u ovom istrazivanju, dok je kod pasa seropozitivnin na vrstu A.
phagocytophilum trombocitopenija ustanovljena u 13% pasa (KOHN i sur., 2011). Veé
je iz navedenog jasno da je trombocitopenija jedan od kardinalnih znakova babezioze
koji se javlja kod gotovo svih pasa oboljelih od babezioze. Ukoliko navedenom
pridodamo &injenicu da je srednja vrijednost, odnosno medijan broja trombocita znatno
nizi kod babezioze, primjerice 19, odnosno 31 (KIS, 2007); 30 kod seronegativnih,
odnosno 35 kod seropozitivnih u ovom istrazivanju, u usporedbi sa medijanom
trombocita kod pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum koji ne boluju od
babezioze (193) (KOHN i sur., 2011) jasno je da babezioza izaziva znacajniju
trombocitopeniju. S obzirom da su u ovom istraZivanju svi psi oboljeli od babezioze i
da je kod babezioze izraZenija trombocitopenija, manje izrazena trombocitopenija kod
seropozitivnih pasa prolazi nezamjeceno, pa i nema statisticki znacajne razlike izmedu

seronegativnih i seropozitivnih pasa.
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Kod dijela pasa u istrazivanoj skupini zabiliezena su odstupanja od referentnih
vrijednosti za sve istraZivane biokemijske pokazatelje (slike 34. do 47.) Sto je u skladu
sa dosada provedenim istrazivanjima babezioze u pasa (LOBETTI, 1998;
JACOBSON, 2004; MATHE i sur., 2006; MATIJATKO i sur., 2009). Naime, akutna
ozljeda bubrega, akutna rabdomioliza, akutni pankreatitis, akutno zatajenje jetre prate
i odgovaraju¢e promjene u biokemijskim pokazateljima. StatistiCki znaCajno viSa
aktivnost CPK i AST zabiljeZzena je u pasa seropozitivnih na A. phagocytophilum.
rabdomiolize. Kako je rabdomioliza statisticki znaCajno ¢eSc¢a u seropozitivnih pasa u
odnosu na seronegativne pse, porast aktivnhosti CPK je logi¢an. AST je prisutan u
razliCitim tkivima, no njegova je koncentracija visoka u stanicama skeletnog i sréanog
aktivnosti ALT i CPK. U sluajevima kada porast AST prati i porast ALT (enzima
specificnog za jetru), radi se prvenstveno o ostecenju jetre. Medutim, ukoliko porast
AST prati i porast aktivhosti CPK, tada se porast aktivhost AST mozZe pripisati
oStecenju skeletnog ili sr€éanog mis¢ja (STOCKHAM i SCOTT, 2008). Obzirom da u
ovom istrazivanju nije zabiljeZzena razlika u aktivhosti ALT izmedu seropozitivnih i
seronegativnih Zivotinja oboljelih od babezioze, a zabiljezen je statistiCki znacajan
usporedni porast aktivnosti CPK kao i statistiCki znaajna veéa pojavnost akutne
rabdomiolize u seropozitivnih zivotinja, moze se zakljuCiti da se porast aktivnosti AST

Sy

rabdomiolize.

6.5. ISHOD BABEZIOZE

U ovom istrazivanju zabiljeZen je mortalitet od 6,3% (slika 48.). To je sli€no rezultatu
koji je u istraZivanju babezioze u pasa u Hrvatskoj polugila BRKLJACIC (2012) (5,5%),
ali je znatno nizi od ostalih istraZivanja babezioze u Hrvatskoj (11-29%) (KIS, 2007 ;
MATIJATKO i sur., 2009.; CRNOGAJ i sur., 2010.; MATIJATKO i sur., 2010;
CRNOGAJ, 2012.; MAYER, 2012.). Mortalitet u navedenim istrazivanjima je znatno
sli¢niji mortalitetu zabiljezenom kod babezioze uzrokovane vrstom B. rossi, koji se
javlja u juznoj Africi i iznosi 10 do 15% (VAN ZYL, 1995.; COLLET, 2000.; NEL i sur.,
2004). Analizom istrazivanja provedenih na podrucju Europe vidi se da je raspon
smrtnosti vrlo Sirok i varira od 1,5% do 20%, odnosno 29% u Madarskoj i Hrvatskoj
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(MARTINOD i sur., 1986; MATHE i sur., 2006; MATIJATKO i sur., 2012.; MAYER,
2012). Upravo je zato objavljeno da se na podru¢ju Europe pojavljuju najmanje dva
kliniCki razliCita oblika bolesti: prvi, blagi koji nije praéen viSestrukim zatajivanjem
organa i drugi, teZzeg oblika kod kojeg je upravno najucestalija komplikacija pojava
sindroma viSestrukog zatajivanja organa, kojeg najceSce prati nepovoljni ishod
(MATIJATKO i sur., 2012).

Ishod babezioze statistiCki je znaCajno nepovoljniji kod pasa koji su razvili komplicirani
oblik babezioze (tablica 25.) $to je samo po sebi razumljivo. Ipak, ishod babezioze nije
statisticki znacajno razliiti kod seropozitivnih u odnosu na seronegativne pse (tablica
27.). Medutim, kako je razvoj kompliciranog oblika babezioze (4.81 puta veca
vjerojatnost za razvoj komplikacija) i MODS-a statistiCki znatno vjerojatniji u
seropozitivnih pasa (tablice 23. i 24.), a razvoj kompliciranog oblika babezioze i MODS-
a ima statistiCki znatno nepovoljniju prognozu, sama seropozitivnost na A.
phagocytophilum predstavlja ¢imbenik rizika koji bi trebalo imati na umu kod pasa

oboljelih od babezioze.

6.6. SEROPOZITIVNOST U PASA OBOLJELIH OD BABEZIOZE

U pasa se u Europi seroprevalencija na vrstu A. phagocytophilum kre¢e od 7,5 do
56,5%. Tako se u Njemackoj seroprevalencija kre¢e od 6,3% do 50,1%, u ltaliji od
8,8% do 33%, Svedskoj od 17,7% do 20,7% i Spanjolskoj 11,5% do 15,6%. U Poljskoj
seroprevalencija iznosi 1%, Portugalu 55%, Austriji 56,5% i Ujedinjenom kraljevstvu
0,8% (KOHN i sur., 2011). Medutim, seropozitivhost ne znaci da se radi o zZivotinjama
oboljelim od granulocitotropi€¢ne anaplazmoze. Primjerice, u istraZivanjima provedenim
u Njemackoj utvrdeno je da od 43,2% seropozitivnih pasa, 6,3% pasa je bolovalo od
granulocitotropicne anaplazmoze (infekcija je potvrdena PCR dijagnostikom)
(JENSEN i sur., 2007), odnosno od 43,3% seropozitivnih pasa 5,7% je bolovalo od

granulocitotropi¢ne anaplazmoze (KOHN i sur, 2011).

Vec¢ je u nekim istrazivanjima babezioze u Hrvatskoj ispitivana seroprevalencija na
vrstu A. phagocytophilum (BRKLJACIC, 2012; MAYER, 2012), ali do sada nije
istrazivan njezin utjecaj na klinicku sliku, oblik, tijek i ishod babezioze u pasa. Valja jos

istaknuti da su u navedenim istrazivanjima koriStene manje skupine zZivotinja, pa su i
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rezultati u potpunoj suprotnosti. Naime, u istrazivanju BRKLJACIC (2012) utvrdena je
seroprevalencija od 0%, dok je u istrazivanju MAYER (2012) iznosila 16%. Medutim,
u istrazivanju MAYER (2012) nije proveden PCR, pa nije poznato koliko se pasa u
trenutku uzorkovanja nalazilo u aktivnoj infekciji. Zato je teSko tumaditi statisticki
znacajno nizi hematokrit, broj eritrocita i relativan broj limfocita u seropozitivnih pasa
koji je u istrazivanju utvrden. Treba istaknuti da su svi seropozitivni psi u navednom

istrazivanju pripadali skupini pasa oboljelih od kompliciranog oblika babezioze.

U ovom istrazivanju utvrdeno je 15% pasa seropozitivnih na A. phagocytophilum, dok
niti jedan pas nije bio seropozitivan na E. canis, B. burgdorferi, L. infantum, niti na
antigen vrste D. immitis. Kako je PCR metodom dijagnostike utvrdeno da niti jedan pas
nije bolovao od granulocitotropiCne anaplazmoze, preporudljivo je nalaz
seropozitivnost upotpuniti PCR pretragom, kako bi se utvrdilo prisutstvo bolesti. U
Hrvatskoj je do sada potvrdeno prisutstvo vrsta L. infantum (ZIVICNJAK i sur., 2005),
D. immitis (HOLLER i sur., 2010) i B. burgdorferi (TURK i sur., 2000). Izostanak
seropozitivnosti na vrste L. infantum i D. immitis vrlo se lako moze objasniti ¢injenicom
da su zivotinje u ovom istrazivanju bile sa podrucja Zagreba i okolice, a L. infantum je
dokazana u podruju srednje i juzne Dalmacije (ZIVICNJAK i sur., 2005), dok je D.
immitis prisutna prvenstveno u Istri (HOLLER i sur., 2010). Sto se ti¢e prisutstva B.
burgdorferi ona je dokazana na podrucju Zagreba, medutim njezina seroprevalencija
je bila 5% Sto je relativno nisko i zbog toga je moguce da u istrazivanoj populaciji pasa
nismo dokazali niti jedan slu€aj seropozitivnosti na B. burgdorferi. Seropozitivhost na
vrstu E. canis je dokazana u Hrvatskoj, no njezina seroprevalencija je vrlo niska i iznosi
0,4% (RELJA BECK, osobna komunikacija).

U nekoliko istraZivanja je dokazano da seropozitivnost na A. phagocytophilum ne
izaziva kliniCke znakove niti ima razlike u hematoloSskim pokazateljima izmedu
seropozitivnih i seronegativnih pasa (COUTO i sur., 2010; KOHN i sur., 2011). Niti
istovremena seropozitivnost na viSe prije spomenutih uzro¢nika (A. phagocytophilum,
E. canis, B. burgdorferi, L. infantum) nema klinickog znacaja. Upravo zato je sugerirano
da je provodenje seroloSke pretrage na navedene uzronike vaZznije u smislu
utvrdivanja epidemioloSke situacije, dok klini€arima ne pruza znacajnije podatke
(COUTO i sur., 2010). Medutim, istovremena seropozitivnost na viSe uzro¢nika, od
kojih je jedan babezija, a drugi jedan od prije navedenih, pokazuje stvarni klinicki

znacaj. Ve¢ su CARDOSO i sur. (2010) primjetili znacajno viSu stopu mortaliteta u
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pasa oboljelih od babezioze koji su bili koinficirani s vrstama E. canis uz L.infantum
i/ili E. canis i/ili H. canis (22%), u odnosu na pse oboljele samo od babezioze bez
koinfekcije (9%). Ipak, treba istaknuti da se ovdje radilo o bolesnim, a ne seropozitivhim

psima jer je koinfekcija dokazana PCR metodom dijagnostike.

Upravo je glavni cilj ovog istrazivanja bio ispitati seropozitivnost na druge
ClankonosScima prenosive uzroCnike u pasa oboljelih od babezioze, odnos
seropozitivnosti i aktivne bolesti, te njihov utjecaj na kliniCku sliku, oblik, tijek i ishod

babezioze.

Utvrdili smo da postoje znaCajne razlike izmedu seropozitivnih i seronegativnih pasa

kako slijedi:

o statistiCki znacCajno velu vjerojatnost seropozitivnosti na vrstu A.
phagocytophilum u velikih pasmina pasa, posebice njemackih ov€ara

o statistiCki zna€ajno niZu tjelesnu temperaturu u pasa seropozitivnih na vrstu A.
phagocytophilum

o statistiCki znaCajno viSu dob u pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum

e statistiCki znacajno viSi udio monocita i nesegmentiranih neutrofilnih leukocita u
pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum

o statistiCki znaCajno viSu aktivnost AST i CPK u pasa seropozitivnih na vrstu A.
phagocytophilum

o statisticki znaCajno vecéu vjerojatnost razvoja komplikacija, posebice sindroma
viSestrukog zatajivanja organa, akutne ozljede bubrega, akutne rabdomiolize,
imunosno-posredovane hemoliticke anemije i diseminirane intravaskularne

koagulacije

Iz svega navedenog je vidljivo da seropozitivnost na vrstu A. phagocytophilum
znacajno utjeCe na oblik babezioze. Imunopatologija granulocitotropi¢ne anaplazmoze
je jos uvijek u velikoj mjeri nepoznata. Ipak, dokazano je da u njoj znacajno sudjeluju
neutrofilni leukociti i monociti te njihovi medijatori upalnog odgovora. Upravo zato nas
ne iznenaduje statistiCki znaCajna razlika u udjelu monocita i nesegmentiranih
neutrofilnih leukocita. Dokazano je da dolazi do statistiCki znaCajnog povecanja
ekspresije mMRNA IFNy i serumskih IFNy proteina kod infekcije A. phagocytophilum u
miSeva. Medutim, A. phagocytophilum sprijeCava pravilno signaliziranje IFNy koje je
kljuéno za obranu od infekcije. Vrsta A. phagocytophilum potie sekreciju IL-8 u
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neutrofilima dodatno stimuliranim od strane prete¢a mononuklearnih stanica (limfocita
i monocita) (RIKIHISA, 2010). Upravo je povec¢ana koncentracija IL-8 utvrdena u pasa
seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum oboljelih od babezioze u odnosu na
seronegativne pse oboljele od babezioze (MAYER, 2012). Iz dosada navedenog moze
se sa prilicnom sigurnos¢u zakljuciti da monociti i IL-8 igraju vaznu ulogu u razvoju

teZeg oblika babezioze u pasa seropozitivnih na vrstu A. phagocytophilum.

Veca vjerojatnost razvoja komplikacija (4,81x), osobito statisticki znaCajno veca
vjerojatnost razvoja sindroma viSestrukog zatajivanja organa u pasa seropozitivnih na
vrstu A. phagocytophilum koja sa sobom nosi i vrlo visoku stopu mortaliteta u pasa
oboljelih od babezioze (KIS, 2007; MATIJATKO i sur., 2009; MATIJATKO i sur., 2010)
trebala bi biti poticaj kliniCarima da pse oboljele od babezioze rutinski pretraze i na
ostale bolesti prenosive ¢lankonoScima, jer bi na taj naCin u slu€ajevima pozitivhog
nalaza mogli odmah zapoceti intenzivniju terapiju i upozoriti vilasnika na nepovoljniju
prognozu ishoda babezioze. Osobito vazno je pretraziti pse velikih pasmina, sa
naglaskom na njemacke ovcare, koji su se u ovom i drugim istraZivanjima pokazali
osobito prijemcljivima na vrstu A. phagocytophilum. Iz drugih je istrazivanja vidljivo da
i ostali uzro€nici prenosivi ¢lankonoscima nepovoljno utjeCu na ishod babezioze, ali
kako su u ovom istrazivanju svi psi bili negativni na vrste E. canis, B. burgdorferi, L.

infantum i D. immitis, ne mozZzemo navedene rezultate potvrditi ovim istrazivanjem.
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7. ZAKLJUCCI

1. Babezioza pasa je multisistemska bolest karakterizirana sustavnim upalnim
odgovorom organizma.

2. UzroCnik babezioze u svih pasa bila je vrsta Babesia canis.

3. Vrsta Anaplasma phagocytophilum je prisutna u Hrvatskoj.

4. Nalaz seropozitivnosti na vrstu Anaplasma phagocytophilum ne znaéi da
Zivotinja boluje od granulocitotropi¢ne anaplazmoze.

5. Dijagnoza granulocitotropi¢ne anaplazmoze se potvrduje lancanom reakcijom
polimerazom.

6. lzostanak pozitivhog nalaza seroloSke pretrage na vrste Ehrlichia canis, Borrelia
burgdorferi, Leishmania infantum i Dirofilaria immitis ne isklju€uje prisutstvo
navednih uzroCnika na podrucju Zagreba i okolice, ali su oni rjedi od vrste
Anaplasma phagocytophilum.

7. Seropozitivnost na vrstu Anaplasma phagocytophilum javlja se u 15% pasa
oboljelih od babezioze.

8. Postoji statistiCki znacajno vecéa pojavnost seropozitivnosti na vrstu Anaplasma
phagocytophilum u velikih pasmina pasa oboljelih od babezioze.

9. StatistiCki je znacajno veca zastuplijenost njemackih ov€ara medu psima
oboljelim od babezioze i ujedno seropozitivnim na vrstu Anaplasma
phagocytophilum.

10.Najveca frekvencija seropozitivnih pasa oboljelih od babezioze je u dobi od 80
do 100 mjeseci starosti.

11.Psi oboljeli od babezioze statisticki su znacajno mladi od pasa oboljelih od
babezioze koji su istovremeno seropozitivni na vrstu Anaplasma
phagocytophilum.

12.Nije utvrdena spolna predispozicija za seropozitivnost na vrstu Anaplasma
phagocytophilum.

13.Babezioza pasa se javlja u jednostavnom i kompliciranom obliku.

14.Seropozitivnost na vrstu Anaplasma phagocytophilum utjeCe na oblik

babezioze.
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15.Nema razlike u anamnestiCkim podatcima i vecine kardinalnih klinickih znakova
babezioze (frekvencija bila, frekvencija disanja, tamni urin, inapetenca, apatija,
otezano kretanje) izmedu seropozitivnih i seronegativnih pasa.

16. StatistiCki je znaCajno niza tjelesna temperatura u pasa koji su seropozitivni na
vrstu Anaplasma phagocytophilum.

17.Postoji statistiCki znacajno veci udio nesegmentiranih neutrofilnih leukocita i
monocita, te znacajno viSa aktivnost kreatin kinaze i aspartat aminotransferaze
u pasa oboljelih od babezioze koji su seropozitivni na vrstu Anaplasma
phagocytophilum.

18.Povisena aktivhost aspartat aminotransferaze paralelno sa povisenom
aktivnoScu kreatin kinaze ukazuje da je poviSena aktivnost aspartat

19.Postoji statisticki zna¢ajna (4,81 puta) veca vjerojatnost za razvoj komplikacija
babezioze u pasa koji su seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

20. Statisticki je znacajno veéa pojavnost akutne ozljede bubrega u pasa koji su
seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

21. Statisti¢ki je znacajno veca pojavnost akutne rabdomiolize u pasa koji su
seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

22.Statisticki je znacajno veca pojavnost imunosno-posredovane hemolitiCke
anemije u pasa koji su seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

23. Statisticki je znaCajno veca pojavnost diseminirane intravaskularne koagulacije
u pasa koji su seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

24 Statisticki je znacajno veéa pojavnost sindroma viSestrukog zatajivanja organa
u pasa koji su seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

25.Nema statisticki znacCajne razlike u ishodu babezioze u pasa koji su
seropozitivni na vrstu Anaplasma phagocytophilum.

26.Na ishod statistiCki znacajno utje€e razvoj kompliciranog oblika babezioze.

27.Na ishod statistiCki znacajno utjeCe prisutstvo sindroma viSestrukog zatajivanja
organa.

28.Kako je razvoj kompliciranog oblika babezioze i razvoj viSestrukog zatajivanja
organa statistiCki znacajno vjerojatniji u u pasa koji su seropozitivni na vrstu
Anaplasma phagocytophilum, a kako oni utjeCu na ishod, trebalo bi pse oboljele

od babezioze rutinski pretraZivati i na ostale bolesti prenosive ¢lankonoscima,
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jer bi na taj naCin u slu€ajevima pozitivnog nalaza mogli postaviti oprezniju
prognozu.

29.Pse velikih pasmina koji boluju od babezioze, posebice njemacke ovcare, zbog
njihove vecCe pojavnosti u skupini seropozitivnih pasa, iznimno je vazno

pretraZiti i na bolesti prenosive ¢lankono$cima.
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