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Epizootiolosko-epidemioloski znacaj zlatnog Sakala (Canis aureus) u

odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza na teritoriji Republike

Srbije

Rezime

Istrazivanjem sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije, po prvi put u
Srbiji, analiziran je epizootiolosko-epidemioloski znacaj Sakala (Canis aureus)
kao potencijalnih rezervoara za uzro¢nike zoonoza koje se prenose vektorima.
Molekularnim metodama (qPCR, konvencionalni PCR, RFLP, sekvenciranje) u
slezinama S$akala i krpeljima sakupljenim sa Sakala, dokazivano je prisustvo
vektorima prenosivih patogena iz rodova: Babesia spp., Rickettsia spp.,
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Leishmania spp., i

vrsta u okviru Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksa i Coxiella burneti.

Ukupno je analizirano 216 Sakala poreklom sa 10 lokaliteta Sirom teritorije
Republike Srbije. Na prisustvo patogena ispitano je i 118 sakupljenih krpelja
koji su pripadali jednoj od tri vrste: Ixodes ricinus (54,2%), Dermacentor reticulatus

(39,8%) i Haemaphysalis concinna (5,9%).

Molekularnim metodama u slezinama Sakala potvrdeno je prisustvo DNK
Babesia canis sa prevalencijom od 4,2% (9/216), Anaplasma phagocytophilum
(0,9%, 2/216) i Leishmania spp. (6,9%, 15/216). U krpeljima sakupljenim sa



Sakala potvrdeno je prisustvo DNK dve vrste Babesia (Babesia canis, Babesia
microti), Anaplasma phagocytophilum i tri vrste Borrelia burgdorferi s.1. kompleksa

(Borrelia garinii, Borrelia lusitaniae, Borrelia valaisiana).

Rezultati dobijeni u sklopu ove doktorske disertacije ukazuju na potencijalnu
ulogu Sakala kao domacina rezervoara za Babeisa canis, glavnog uzroc¢nika
babezioze pasa u Evropi, za A. phagocytophilum, zna¢ajnog patogena sa aspekta
humane i veterinarske medicine a skrenuta je paZnja na Sakale kao poterncijalne
rezervoare uzro¢nika lajSmanioze u nasoj zemlji. Utvrdeno prisustvo patogena
u krpeljima sakupljenim sa Sakala (Babesia microti, Borrelia garinii, Borrelia
lusitaniae, Borrelia valaisiana i Anaplasma marginale), ukazuje na potrebu i za
aktivnim epizootiolosko-epidemioloskim nadzorom oboljenja koja navedeni

patogeni izazivaju.

Kljuéne reci: Vektorima prenosivi patogeni, Canis aureus, Babesia spp.,
Anaplasma spp., Leishmania spp., Borrelia burgdorferi sensu lato, PCR, Srbija

Naucna oblast: Veterinarska medicina

UZza naucna oblast: Epizootiologija, zarazne bolesti zivotinja i bolesti pcela i

sviloprelja

UDK broj: 619:616.993:549.742



Epizootiological-epidemiological importance of the golden jackal
(Canis aureus) in the maintenance of vector-borne zoonoses in the
territory of the Republic of Serbia

Summary

The research conducted within this PhD dissertation analyzed the
epizootiological and epidemiological role of the golden jackals (Canis aureus) as
potential reservoirs for zoonotic vector-borne pathogens, for the first time in
Serbia.

Jackal spleens and collected ticks were tested by molecular methods (qPCR,
conventional PCR, RFLP, sequencing) for the presence of vector-borne
pathogens from the genera: Babesia spp., Rickettsia spp., Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Leishmania spp., and species from

Borrelia burgdorferi sensu lato complex and Coxiella burneti.

A total of 216 jackals originating from 10 localities throughout the territory of
the Republic of Serbia were analyzed. Beside that, 118 ticks collected from
jackals were also tested. The collected ticks belonged to one of three species:
Ixodes ricinus (54,2%), Dermacentor reticulatus (39,8%) i Haemaphysalis concinna
(5,9%).

The presence of DNA of Babesia canis with the prevalence of 4.2% (9/216),
Anaplasma phagocytophilum (0.9%, 2/216) and Leishmania spp. (6.9%, 15/216)
was confirmed by molecular methods in the spleen of the tested jackals. In ticks
collected from jackals, the presence of DNA from two Babesia spp. (Babesia canis,
Babesia microti), Anaplasma phagocytophilum and three species from the Borrelia

burgdorferi s.1. complex (Borrelia garinii, Borrelia lusitaniae, Borrelia valaisiana) was



confirmed.

The results obtained in this PhD dissertation, point to the potential role of the
jackal as the reservoir host for the Babesia canis, which is the main causative
agent of canine babesiosis in Europe, for A. phagocytophilum, recognized as
important pathogen from the standpoint of human and veterinary medicine,
and the results also point to the jackals as the potential reservoirs of the
causative agent of leishmaniasis in our country. The confirmed presence of
pathogens in ticks collected from the jackals in our study (Babesia microti,
Borrelia spp. and Anaplasma marginale) indicates the need for active
epizootiological and epidemiological monitoring of diseases caused by these

pathogens.
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1. UVOD

Vektorima prenosive bolesti zoonoznog karaktera poslednjih decenija sa razlogom, sve
vise zaokupljaju interesovanje naucne javnosti. Patogeni koji se prenose vektorima
ugrozavaju zdravlje ljudi i Zivotinja Sirom sveta a bolesti koje izazivaju dovode i do
velikih ekonomskih gubitaka. Zbog globalnih klimatskih promena areali vrsta koje mogu
da posluze kao vektori (krpelji, peS¢ane musSice, komarci,..) infektivnim agensima sa
zoonoznim potencijalom se iz godine u godinu Sire, te se tako pojedine vektorima
prenosive bolesti danas javljaju u regionima sveta u kojima do sada nisu bile registrovane
ili se javljaju ucestalije na prostorima gde su se pojavljivale sporadi¢no. Sa druge strane,
promene u dinamici populacija pojedinih vrsta ki¢menjaka koje predstavljaju potencijalne
rezervoare, namecu potrebu za konstantnim epizootioloskim nadzorom u cilju prevencije
rizika po zdravlje ljudi i zivotinja.

Koncept ,jedno zdravlje”(eng. One Health), koji je definisan kao globalna strategija sa
interdisciplinarnim pristupom u reSavanju zdravstvenih problema, prepoznaje
povezanost ljudi, zivotinja i Zivotne sredine, te naglasava znacaj istrazivanja divljih
kanida sa aspketa javnog zdravlja. Ovaj koncept je od strane stru¢ne javnosti prepoznat
kao strategija za 21. vek u reSavanju zdravstvenih problema ljudi i zivotinja.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je epizootiolosko-epidemioloski znacaj
zlatnog Sakala (Canis aureus) u odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza na teritoriji
Republike Srbije. Populacija zlatnog Sakala je dozivela vrlo dinami¢ne promene u
poslednjih sedamdeset godina na ovim prostorima. Posle drugog svetskog rata brojnost
jedinki je smanjena skoro do istrebljenja jer je verovatno stradao kao kolateralna Steta
usled planskog trovanja vukova. Vremenom su se gustina populacije i areal postepeno
povecavali, sa kulminacijom poslednjih godina. Iako autohtona vrsta sisara koja intezivno

uvecava brojnost i rasprostranjenje, do sada nisu vrSena istraZzivanja o ulozi Sakala u



epizootiologiji vektorima prenosivih patogena u naSoj zemlji. Epizootiolosko-
epidemioloski znacaj zlatnog Sakala u ovoj doktorskoj disertaciji sagledan je kroz
istrazivanje prisustva i odredivanje prevalencija vrsta vektorima prenosivih patogena iz
rodova: Babesia spp., Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp.,
Bartonella spp., Leishmania spp., te vrsta u okviru Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksa
i kroz detekciju prisustva Coxiella burneti u tkivu slezine ispitivanih Sakala a dodatno i
kroz testiranje krpelja sakupljenih sa Sakala na prisustvo prethodno nabrojanih
zoonoznih patogena. Iako su patogeni iz pomenutih rodova uzrocnici veoma znacajnih
zoonoza, prava epizootiolosko-epidemioloska situacija u nasoj zemlji nije do kraja
istrazena.

Sa aspekta javnog zdravlja, krpelji predstavljaju izuzetno znacajne vektore zoonoznih
patogena. Zlatni Sakali predstavljaju dobre domacine za vise vrsta krpelja koji su prisutni
na teritoriji nase zemlje. Iste vrste krpelja se mogu naci kao paraziti drugih divljih kanida
(vuk, lisica) a takode parazitiraju i na psima. Potvrdeno je i prisustvo najvaznije
antropofilne vrsta krpelja kod nas Ixodes ricinus na odstreljenim Sakalima sa teritorije
Republike Srbije sto epizootiolosko-epidemioloskim istrazivanjima ove vrste daje dodatni
znacaj.

Pored patogena ¢iji su vektori krpelji, Sakali predstavljaju potencijalne rezervoare i za
uzrocnike drugih vektorima prenosivih bolesti. Lajsmanioza je bila endemic¢na bolest u
juznim krajevima nase zemlji a smatra se da je iskorenjena pre vise od cetrdeset godina.
Za odrzavanje uzroc¢nika lajSmanioze potrebno je prisustvo rezervoara (inficirani psi ili
druge domace i divlje zivotinje) i vektora- pes¢anih musica (flebotomina). Poslednjih
godina, pored importovanih slucajeva, postoje indicije da se autohtona lajsmanioza
ponovo vratila na Sta ukazuje detekcija uzroc¢nika ove bolesti u peS¢anim musSicama na
teritoriji Vojvodine i opisani slucajevi pasa obolelih od lajSmanioze za koje se veruje da
nikada nisu napustali teritoriju nase zemlje. Poznato je da divlje Zivotinje, a medu njima i
divlje kanide, igraju znacajnu ulogu u odrZavanju lajSmanioze u endemskim podrucijima.
Utvrdivanje prisustva Leishmania spp., u Sakalima predstavlja prvi korak u poznavanju

uloge ove vrste u epizootiologiji uzroc¢nika lajSmanioze u nasoj zemlji.



Detekcija i identifikacija prethodno pomenutih vektorima prenosivih zoonoznih patogena
u Sakalima, te prilog poznavanju vrsta krpelja koje parazitiraju na zlatnim Sakalima i
detekcija patogena koje u sebi nose, predstavlja znacajan doprinos u rasvetljavanju uloge

Sakala u odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza na teritoriji Republike Srbije.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Epizootiolosko-epidemioloske determinante sa stanoviSta zoonoza prenosSenih

vektorima

Epidemiologija i epizootiologija (veterinarska epidemiologija) su nau¢ne discipline koje
se bave proucavanjem svih faktora koji su u vezi sa oboljenjima u populaciji ljudi
odnosno Zivotinja, tj. bave se izu¢avanjem zakonitosti pod kojim dolazi do pojave bolesti,
te prate njeno kretanje i odrzavanje u prijem¢ivim populacijama. Epidemiologija i
epozootiologija oboljenja ¢iji se uzroc¢nici prenose vektorima je kompleksne prirode zbog
¢injenice da je u nastanak ovih bolesti ukljuc¢eno vise fakotora medu kojima su najvazniji
priroda samog mikroorganizma, vektori, domacini i faktori spoljasnje sredine (Valci¢,
1998). U ciklusima transmisije, vektorima prenosivi patogeni, cirkulisu izmedu vektora i
primarnih domacdina, te je sa epizootiolosko-epidemioloskog aspekta od velikog znacaja
poznavanje uloge razlic¢itih vrsta domacina i vektora u enzootskim ciklusima zoonoznih
patogena na odredenoj teritoriji (Aguirre, 2009; Otranto et al., 2015a,b). Poslednjih
decenija evidentno je povecdanje incidencije i prevalencije pojedinih zoonoza u cijem
prenos$enju vaznu ulogu imaju vektori (naj¢eS¢ehematofagni insekti i druge artropode).
To se sa jedne strane moZze objasniti dinami¢nim promenama u populacijama Zivotinja
koje su prepoznate kao potencijalni vektori i rezervoari uzro¢nika ovih oboljenja. Sa
druge strane, izmenjeni faktori spoljasnje sredine omogucavaju Sirenje areala vektora
¢ime se ostvaruje mogucnost za pojavljivanje pojedinih vektorima prenosive zoonoza u
regionima gde se ranije nisu javljale(Dantas-Torres, 2015; Negev et al., 2015). Zbog svega
navedenog a u cilju zastite zdravlja ljudi i Zivotinja postoji stalna potreba za
epizootiolosko-epidemioloskim istrazivanjima potencijalnih rezervoara i vektora

zoonoznih patogena (Schmidt et al., 2013).



2.1.1 Sakali i njihov epizootiologko-epidemiologki znacaj
2.1.1.1 Osobenosti zlatnog sakala (Canis aureus)

U okviru reda Carnivora (od lat. carne = meso i vorare = zderati) nalazi se preko 280 vrsta
placentarnih sisara, uglavnom predatora. Familija Canidae je medu najstarijim danasnjim
predstavnicima karnivora. Smatra se da njihovi predstavnici datiraju jo$ iz perioda
kasnog Eocena. Ovoj familiji pripada oko 36 vrsta svrstanih u pet rodova (Sillero-Zubiri
et al., 2004, Van Gelder, 1978). KarakteriSe ih specifi¢cha grada zubnog aparata koja se
ogleda prisustvom , zuba razdirac¢a” (Slika 1.). Naime, poslednji premolar u gornjoj i prvi
molar u donjoj vilici su modifikovani, snaZnije grade, prilagodeni efikasnom secenju i

kidanju koZe, tetiva i misic¢a plena.

Slika 1. Lobanja Sakala sa naznakom na zube razdirace ( zubna formula familije: 13/3, C
1/1,PM 4/4, M 2/3), (Prema: (Moehlman & Hayssen, 2018))

Postoje tri vrste Sakala: zlatni Sakal (Canis aureus), najkrupniji i najreprezentativniji

predstavnik, zatim crnoledi (Canis mesomelas) i prugasti Sakal (Canis adustus) (Slika 2.),



koji su prisutni samo na Africkom kontinentu za razliku od zlatnog $akala ¢ija distribucija

pored Afrike obuhvata Aziju i Evropu (Koepfli et al., 2015).

Slika 2. Tri vrste Sakala, a- Canis aureus, b- Canis mesomelas, c- Canis adustus (preuzeto sa:
https.//www.zoochat.com/community/media/european-golden-jackal-canis-aureus-
moreoticus.129866/, https.//commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2405505,

https.//retrieverman.files.wordpress.com/2017/04/lupullela-adustus.jpg ?w=500

Zlatni Sakal (Canis aureus) je divlja kanida srednje veli¢ine tela, poznat i kao obi¢ni ili
azijski Sakal, evroazijski zlatni $akal ili crveni vuk (Koepfli et al., 2015; Sillero-Zubiri et al.,
2004; Toth et al., 2009). Ime vrste poti¢e od karakeristicnog krzna u kome po bokovima
dominiraju zlatno-zute nijanse, koje u razli¢itim periodima godine poprimaju svetlije ili
tamnije tonove. Autohtona je vrsta u nasoj zemlji ali manje istraZzivana u odnosu na druge
autohtone predstavnike familije Canidae (vuk, lisica) koji zive u Srbiji. Rezultati
filogenetskih analiza potvrduju da se zlatni $akal pre oko 3-4 miliona godina odvojio od
klade kojoj pripadaju vuk, pas i kojot (Lindblad-Toh et al., 2005). Taksonomska
karakterisitika Sakala su spojena dva srednja jastuceta na Sapi, Sto joj daje specifican
izgled i zbog ¢ega ostavljaju karakeristi¢an trag na mekoj podlozi. Veli¢inom tela $akal je
izmedu lisice i vuka. Visina do grebena kod $akala je od 45-50 cm, u lisica do 40 cm dok je
kod vuka kao najkrupnijeg predstavnika divljih kanida u nasoj zemlji, visina grebena od
70-80 cm (Sillero-Zubiri et al., 2004). Po rezultatima studija u nasoj zemlji prose¢na tezina
muzjaka Sakala je 12,1 + 0,2 kg, a zenki 10,9 + 0,3 kg (Cirovic’ et al., 2006). Sakal je vrlo
prilagodljiva vrsta po pitanju izbora stanista. Njegov Sirok areal rasprostranjenja

objasnjava se ¢injenicom da opstaje u velikom broju razli¢itih kopnenih bioma (tropske
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Sume, polupustinje, mesSovite Sume umerenog pojasa) sa izuzetkom predela sa
ekstremnom pustinjskom klimom i oblasti obraslih gustom Sumom (Giannatos, 2004). Na
Evropskom kontinentu skloniste u kojima izgraduju jazbine najc¢e$ce nalazi u stanistima
su gustom vegetacijom poput Suma sa dobro razvijenim podrastom, poplavnim Sumama,
ili gibljacima i &ikarama u niZim predelima (Sillero-Zubiri et al., 2004). Sakali su
monogamni, a par najcece ostaje tokom c¢itavog zivota zajedno (od 6 do 8 godina). U
odgoj podmlatka ukljuc¢eni su i muzjak i Zenka koji zajedno love i brane teritoriju koju
oznacavaju urinom i fecesom. Druge zivotinje na svoje prisustvo upozoravaju
karakteristicnom vokalizacijom. Ponekad u zajednici i do godinu dana ostaju mladi iz
prethodnog okota koji pomaZzu roditeljima u odgajanju mladunaca (Moehlman, 1987).
Socijalna organizacija nije stroga i zavisi od koli¢ine dostupne hrane te zbog toga broj
¢lanova grupe varira. U Izraelu je opisana grupa sa cak preko dvadeset ¢lanova
(Macdonald, 1979). Broj sakala koji lovi zajedno nije strogo definisan i u korelaciji je sa
koli¢inom i tipom dostupne hrane. Grupni lov upraznjavaju u slucaju krupnijeg plena,
dok u sezonoma sa velikim gustinama sitnih glodara postaju induvidualni lovci (Lanszki
et al., 2006). Sakali se pare jednom godignje. Graviditet traje dva meseca (60-63 dana) a
prema podacima iz literature u Evropi, na svet dolazi izmedu 2 i 10 mladunaca
(Giannatos, 2004; Vassilev & Genov, 2002). Zenka koti tence pod zemljom u plitkim
jazbinama. Mladi dostizu polnu zrelost sa 11 meseci. Akivni period Sakali zapocinju sa
prvim sumrakom i koji traje tokom citave no¢i Tokom dana su uglavnom neaktivni i

vedinu vremena provode odmarajuci se skriveni u gustoj vegetaciji (Giannatos, 2004).

Zbog lako dostupne hrane koju nalaze u blizini naselja, Sakali ¢esto Zive u neposrednoj
blizini ljudi. Na primer u Gr¢koj, Giannatos (2004) belezi prose¢nu udaljenost pojedninih
grupa Sakala od naselja od 2,6 km, dok je u okolini grada Beograda telemetrijsko pracenje
reproduktivne grupe pokazalo da je prose¢na udaljenost Sakala od ivice urbane zone
iznosila svega 1 km (Cirovi¢ et al., 2018). Po nacinu ishrane 3akali su omnivori, vrlo
prilagodljivi razli¢itim izvorima dostupne hrane na teritoriji koju naseljavaju. 1z tog

razloga sastav ishrane uveliko varira sezonski i u odnosu na dostupnost razlic¢itih izvora
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hrane (glodari, ptice, divlji papkari, voce, povrée, klani¢ni otpad i uginule domace
Zivotinje na divljim deponijama) (Lanszki & Heltai, 2002; Penezi¢ & Cirovié, 2015;
Stoyanov, 2012). Rezultati istraZivanja ishrane Sakala u nasoj zemlji potvrduju da je Sakal
generalist i da koristi Sirok dijapazon hraniva. U Srbiji $akali ne love ¢esto jer u velikoj
meri koriste antropogne izvore hrane. To najées¢e podrazumeva klani¢ni otpad poreklom
od domacih Zivotinja prvenstveno papkara i Zzivine, koji se nesavesno odlaze na
neuredenim deponijama. Hrana ovog porekla dominira u najnepovoljnijem, zimskom
periodu godine. Time 8akal opravdava svoj status sanitarca u prirodi ¢ineci time znacajne
ekosistemske usluge ljudima. Procena materijalne koristi koju Sakali donose samo
uklanjanjem otpada zivotinjskog porekla a ona iznosi 66,8 miliona dinara na godisnjem
nivou (Cirovi¢ et al., 2016). U ishrani su prisutni i sitni sisari medu kojima dominiraju
voluharice a ishrana ovim tipom hrane je dominantna tokom leta. Uklanjajudi velike
koli¢ine sitnih glodara sa poljoprivrednog zemljista Sakali smanjuju nivo Steta na
ratarskim kulturama (Cirovi¢ et al., 2016; Penezic & Cirovi¢, 2015). Istrazivanja ishrane
Sakala sprovedena u Srbiji ukazuju da Sakal ne uti¢e znacajnije na smanjene brojnosti
gajene divljaci. Kao i u sluc¢aju domacih Zivotinja, gajena divljac¢ je uglavhom zastupljena
u ishrani u obliku klani¢nog otpada, unutrasnjih organa i creva (rede koze) koji se odmah

nakon odstrela odstranjuju i ostavljaju direktno u lovitu(Penezi¢ & Cirovié, 2015).

Sakali su najverovatnije kolonizovali Evropu u ranom holocenu preko Male Azije (Zachos
et al., 2009) ali sve do XX veka njihova brojnost je bila mala a areal ograni¢en na
primorska podrudja Mediterana i Crnog mora. Dinami¢ne promene areala Sakala u
Evropi vezuju se za XX vek. Prva polovina XX veka bila je u znaku opadanja brojnosti
populacije zbog sprovodenja akcija planskog trovanja vukova koje su bile posebno
intezivne posebno posle II svetskog rata (Arnold et al., 2012). Tokom druge polovine XX
veka, sve prezivele populacije Sakala naglo povecavaju svoju brojnost i rasprostranjenje te
se ovakav trend opravdano posmatra kao ekspanzija (Trouwborst et al., 2015).
Ilustrativan je primer iz Bugarske koji pokazuje da se areal Sakala u toj zemlji za 23

godine (od 1962 do 1985god.) uvecao cak 33 puta (Krystufek et al, 1997) a broj
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odstreljenih Sakala od 40 jedniki za celu 1940. godinu popeo na skoro 30000 u danasnje
vreme (Stoyanov, 2012). Sli¢ni trendovi su zabeleZeni u ¢itavoj jugoistocnoj Evropi (Slika
3.), a tokom poslednje dve decenije $akali su stigli do Svajcarske, Nemacke, Poljske i

Baltika (Krofel et al., 2017; Rutkowski et al., 2015).

Slika 3. Distribucija zlatnog Sakala u jugoisto¢noj Evropi 1950. godine i danas (prema:
Krofel et al., 2017).

Postoji vise razli¢itih misljenja o razlozima za naglo Sirenje Sakala u Evropi. Kao razlozi
navode se drustveno-ekoloske prilike nastale usled klimatskih promena (Fabbri et al.,
2014), zatim ratna de$avanja pocetkom XX veka (balkanski ratovi) (Téth et al., 2009b), te
izmene zakona o lovstvu (Salek et al, 2014). Odsustvo ili male brojnosti krupnih
predatora bi mogao biti takode jedno od obijasnjena trenutnog Sirenja Sakala na
evropskom tlu. Naime Krofel i saradnici (2017) navode da je istrebljenje vukova kao
vrsnih predatora omogucdilo ekspanziju $akala, posebno na podrudju zapadne Evrope.
Pored toga, oportunisticki nacin ishrane i velike koli¢ine lako dostupne antropogene

hrane su izuzetno znadajni faktori koji su pogodovali ekspanziji akala u Evropi (Cirovi¢
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et al., 2016; Giannatos, 2004; Lanszki et al., 2006; Penezi¢ & Cirovié, 2015; Rotem et al.,
2011).

Promene areala Sakala u nasoj zemlji se podudaraju sa dinami¢nim promenama u ostalim
zemljama Evrope tokom XX veka. Zbog planskih akcija trovanja trovanja vuka Sakal je
gotovo nesta na prostoru Srbije. Preziveo je smo na izolovanim lokalitetima centralnog
Srema i isto¢ne Srbije.. Potom je usledio period stagnacije, da bi povecanje brojnosti i
rekolonizacija stanista pocela osamdesetih godina XX veka a od 2000. godine poprimila
razmere ekspanzije (Cirovi¢ et al., 2008b; Milenkovi¢ & Paunovi¢, 2003). Procenjuje se da
populacija Sakala u Srbiji danas broji preko 20 000 jedniki sa distribucijom na preko 70%
teritorije zemlje i tendencijom daljeg $irenja (Cirovi¢ et al., 2018). Najveca brojnost sakala
je zabeleZena u Negotinskoj Krajini, Pomoravlju, Donjem Podunavlju i Sremu. U Srbiji je
Sakal lovna vrsta koja se moze loviti tokom ¢itave godine. Status u drugim zemljama

Evrope, prikazan je na slici 4.

Slika 4. Status Sakala u Evropi: crvena boja- zemlje u kojima je 8akal potpuno zasti¢ena
vrsta, narandzasta boja- zavisno od regiona, osnovni rezim, zuta boja- bez statusa,
nezasti¢ena vrsta, zelena boja- zemlje u kojima je Sakal lovna vrsta (prema Trouwborst et
al.,, 2015).
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2.1.1.2 Epizootiolosko-epidemioloski znacaj sakala

Divlje kanide su prepoznate kao domacini rezervoari za veci broja infektivnih agenasa te
predstavljaju dobre ,sentinel” vrste za pracenje vektorima prenosivih bolesti u
ekosistemu (Aguirre, 2009). Uprkos povecanju brojnosti populacije i aktuelnom Sirenju
areala zlatnog Sakala u zemljama jugoistocne Evrope, kao i tendenciji da dolazi u
neposrednu blizinu naselja, samo nekoliko studija do sada se bavilo istraZzivanjima o
ulozi ove vrste u odrzavanju i Sirenju uzro¢nika zoonoza. Studije koje se bave ulogom i
znacajem Sakala u Sirenju zoonoza bile su uglavnom fokusirane na endoparazite (Széll et
al., 2013; Cirovic¢ et al., 2015; Lalogevic et al., 2016; Mitkova et al., 2017). Zbog prethodno
pomenutih ¢injenica kao i sa epizootiolosko-epidemioloskog aspekta postoji jasna
potreba za ovim tipom istrazivanja. Za sve patogene obuhvacene ovom studijom (Babesia
spp., Borrelia burgdorferi s.1. kompleksa, Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp.,
Francisella spp., Bartonella spp., i Coxiellaburneti i Leishmania spp.) $akali prestavljaju dobre
potencijalne domacine rezervoare. Stoga je rasvetljavanje njihovog epizootiolosko-

epidemioloskog znacaja sa aspekta humane i veterinarske medicine jedan od prioriteta

2.1.2 Krpelji i njihov epizootiolosko-epidemioloski znacaj
2.1.2.1 Opste karakteristike krpelja

Krpelji su obligatni hematofagni ektoparaziti svih klasa ki¢menjaka osim riba. Zbog svoje
Siroke rasprostranjenosti, raznovrsnosti i velikog potencijala za prenosenje i odrZavanje
vecdeg broja uzroc¢nika oboljenja ljudi i Zivotinja imaju globalni znacaj. Specifi¢na biologija
uslovila je da su krpelji prvi po broju vrsta patogena (uzro¢nike babezioze, borelioze,
anaplazmoze, erlihioze, krpeljskog encefalitisa...) koje prenose u odnosu na sve ostale
artropode koje se hrane krvlju a drugi, odmah posle komaraca u svetu po vaznosti

vektora patogenih mikroorganizama uopste (Dantas-Torres et al., 2012; Jongejan &
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Uilenberg, 2004). Fauna krpelja do danas broji preko 900 opisanih vrsta (Guglielmone et
al., 2014). Po taksonomskoj klasifikaciji krpelji pripadaju razdelu Arthropoda, podtipu
Chelicerata, klasi Arachnida, potklasi Acarina, nadredu Parasitiformes, redu Ixodida,
superfamiliji Ixodoidea i svrstani su u tri familije: Ixodidae, Argasidae i Nuttallielliade.
Osnovna taksonomska karakteristika krpelja iz familije Ixodidae je postojanje hitinoznog
lednog stita- scutum, zbog ¢ega se oznacavaju i kao tvrdi krpelji. Krpelji familije Ixodide
su svrstani u dve grupe: prositrata, kojoj pripadaju krpelji roda Ixodes i grupa metastriata sa
preostalih 13 rodova: Amblyomma, Anomalohimalaya, Bothriocroton, Cosmiomma,
Cornupalpatum, Compluriscutula, Dermacentor, —Haemaphysalis, Hyalomma, Margaropus,
Nosomma, Rhipicentor i Rhipicephalus (Guglielmone, 2010). Veéina vrsta ove familije ima
egzofilni nacin Zivota i trodomacinski Zivotni ciklus. MuZijaci ili uzimaju manje koli¢ine

krvnog obroka ili se uopste ne hrane krvlju (rod Ixodes).

Krpelji svrstani u familiju Argasidae zbog nepostojanja lednog stita oznacavaju se i kao
meki krpelji. U familiji Nuttallielliade nalazi se samo jedna vrsta Nuttalliella namaqua koja

ima karakteristike krpelja familije Ixodidae i familije Argasidae.

Sto se tice fiziologkih i anatomskih karakteristika krpelja, postoji vise specifi¢nosti koje su
u skladu sa parazitskim nacinom Zzivota. Ovo se prvenstveno ogleda u gradi usnog
aparata (kapitulum) koji je prilagoden bodenju i sisanju krvi kao i posebnoj gradi
digestivnog trakta. Kapitulum se sastoji iz baze kapituluma, parnih palpi na kojima se
nalaze senzorne strukture, parnih helicera i hipostome koje zajedno ¢ine rostrum
(Sonenshine & Roe, 2014). Strukture rostruma sluze krpelju za probijanje koze domacina i
pri¢vrééivanje na mestu uboda. Dodatnu stabilnost i uspesno uzimanje krvnog obroka
krpelju pruzaju komponente pljuvacke koje brzo o¢vrsnu i stvaraju tzv. cementni cep.
Pored proteina koji ucestvuju u formiranju cementnog ¢epa i druge veoma raznovrsne
bioaktivne komponente pljuvacke krpelja imaju znacajne uloge prilikom uzimanja
krvnog obroka. Jedna od uloga pljuvacnih Zlezda krpelja je koncentrisanje sadrzaja
hranljivih materija krvnog obroka salivacijom kojom se u organizam domacina vraca i do

70% te¢nog sadrzaja. Ovim se moZe objasniti Zzasto veliki broja patogenih
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mikroorganizama kojima su krpelji vektori i rezervoari upravo u pljuva¢nim zlezdama
obavljaju zavréne faze razvica i putem pljuvacke inficiraju domacina (Binnington &

Kemp, 1980).

2.1.2.2  Zivotni ciklus krpelja

Poznavanje Zzivotnog ciklusa odredenih vrsta krpelja je prvi korak ka razumevanju i
rasvetljavanju njihove uloge u epizootiologiji i epidemiologiji patogenih uzro¢nika kojima
su vektori i rezervoari. Najve¢i znacaj u Sirenju i odrZavanju uzroc¢nika oboljenja u
humanoj i veterinarskoj medicini imaju krpelji iz familije Ixodidae zbog toga $to tvrdi
krpelji duzi vremenski period ostaju zakaceni na domacinu hrane¢i se krvlju i ¢injenice
da se kod veceg broja vrsta svaki od razvojnih stadijuma hrani na drugom domacinu
(Milutinovi¢ i sar., 2012). Razvojni satadijumi krpelja tokom razvic¢a su: larva, nimfa i
adult. Sa odredenim izuzecima (npr. muzjaci roda Ixodes), svi navedeni stadijumi se
hrane krvlju domacina (Sonenshine & Roe, 2014). U zavisnosti od toga da li se svi
razvojni stadijumi hrane na istom domacinu ili se pojedini stadijumi hrane na razli¢itim
domacinima, razlikujemo jednodomacinske, dvodomacinske, trodomacinske i krpelje sa
visedomacinskim Zzivotnim ciklusom (Milutinovi¢ i sar., 2012). Broj razli¢itih domacina
koje ista vrsta krpelja moZe da parazitira je u korelaciji sa epizootiolosko-epidemioloskim
znacajem jer se time povecava i mogucnost za transmisiju veceg broja razli¢itih patogena
kako medu razli¢itim Zzivotinjskim vrstama, tako i sa zivotinja na ljude (Jongejan &
Uilenberg, 2004). U Evropi, najsiru distribuciju ima iksodidna vrsta krpelja I. ricinus za
koju se vezuje trodomacinski zivotni ciklus koji u regionima sa umerenom klimom traje
oko tri godine (Slika 5.). Larve i nimfe ove vrste obi¢no parazitiraju na gusterima i sitnim
glodarima, dok adulti za domacine biraju krupnije domace i divlje sisare i ptice. Larve se
hrane na domacdinu od dva do tri dana, a nimfe od ¢etiri do Sesta dana (Milutinovi¢ i sar.,
2012). MuZzjaci ove vrste najces¢e ne uzimaju krvni obrok, i otpocinjanje spermatogeneze
nije uslovljeno prethodnim hranjenjem, kao kod nekih drugih vrsta krpelja (Sonenshine &

Roe, 2014). Parenje je moguce za vreme slobodnoZiveceg perioda razvoja ali i na samom
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domacinu. Zenke mogu da se pare i sa nekoliko muZjaka pre samog krvnog obroka koji je
neophodan za pocetak oogeneze. Period hranjenja Zenki na domacinu traje od sedam do
devet dana, zatim se otkace sa koZe domacina, poloze oko 2000 jaja na tlu i potom uginu

(Milutinovi¢ i sar., 2012).

Slika 5. Razvojni ciklus Ixodes ricinus (prema: https:/ /www.tick.kit.edu/english/94.php,
autor: Dr Nina Littwin) 1- Zenka po uzimanju krvnog obroka polaZe jaja na tlu, 2- larve
izlezene iz jaja traze prvog domacina, 3- Kada zavrse sa uzimanjem krvnog obroka
nasisane larve napustaju prvog domacina ina tlu se presvlace u nimfe. 4- slobodnozivece
nimfe zatim traze drugog domacina, 5- Nakon kompletiranja krvnog obroka na drugom
domacinu, nasisane nimfe se na tlu presvlace u adulte, 6- Muzjaci i Zenke sada traze
tre¢eg domacina na kome se pare (paranje je moguce i van domacina) a Zenke uzimaju i
krvni obrok ¢ime se ciklus zatvara. 7- Infestacija ljudi krpeljima vrste Ixodes ricinus
moguca je svim razvojnim stadijumima (larve, nimfe, adulti).

Duzina trajanja embrionalnog razvica znacajno varira i u direktnoj je vezi sa klimatskim

faktorima sredine u kojoj su poleZena jaja te zbog postojanja fenomena dijapauze
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(odlaganje procesa razvic¢a), moZe da traje do 400 dana. U povoljnim uslovima sredine

embrionalno razvice je skra¢eno na 25 dana (Milutinovi¢ i sar., 2012).

2.1.2.3 Epizootiolosko-epidemioloski znacaj krpelja

Krpelji predstavljaju vazne vektore bakterijskih, protozoarnih i virusnih patogena, te
posmatrano sa epizootiolosko-epidemioloskog aspekta predstavljaju sponu izmedu
patogena koji kruze u populaciji divljih, domadih Zivotinja i ljudi. Jongejan i Uilenberg
(2004) ukazuju da oko 10% do danas opisanih vrsta krpelja predstavljaju rezervoare i
vektore uzro¢nika zaraznih bolesti ljudi i Zivotinja. Takode, poznato je vise od 30 vrsta
krpelja koji parazitiraju na ljudima. Krpelji kao hematofagni ektoparaziti Zivotinja i ljudi
relativno dugo ostaju na svojim domacinima te tako svojim direktnim uticajem mogu da
dovedu do mehanic¢kih lezija koZe (ponekad pracenih sekundarnim infekcijama) i
anemije, a usled ubrizgavanja toksi¢nih komponenti pljuvacke u krvotok domacdina do
intoksikacije i najvaznijeg fenomena koji tom prilikom moze da se javi: krpeljske paralize
(eng. ,tick paralysis”) (Milutinovi¢ i sar., 2012). Nemaju sve vrste krpelja potencijal da
izazovu paralizu, ta¢nije za manje od osam procenata svih do sada opisanih krpelja (oko
900 vrsta) je dokazano da mogu izazvati paralizu domacina na kojima se hrane, dok
manje od jedan posto svih krpelja izaziva paralize od znacaja sa aspekta humane i

veterinarske medicine (Pienaar et al., 2018).

Pored direktnog Stetnog delovanja, krpelji imaju daleko veéi znacaj kao vektori i
rezervoari patogenih mikroorganizama (virusa, bakterija, rikecija, protozoa) koji su
uzrocnici oboljenja ljudi i Zivotinja a medu kojima je i veliki broj zoonoza (Jongejan &
Uilenberg, 2004). Nacin transmisije infektivnog agensa vektorima moze biti mehanicki ili
bioloski. Mehanic¢ko prenosenje podrazumeva da se patogen u vektoru ne multiplifikuje
niti obavlja neku od svojih faza razvoja. Za krpelje je svojstveno da su oni u najve¢em

broju slucajeva bioloski vektori patogenima koje prenose pri ¢emu infektivni agens moze
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a i ne mora da se multiplifikuje u vektoru ali svakako prolazi kroz odredene bioloske
transformacije. Vrsta krpelja koja je oznacena kao vektor odredenog infektivnhog agensa
mora da bude u mogucnosti da prilikom uzimanja krvnog obroka na inficiranom
domacinu unese datog patogena a potom da istog patogena odrzi kroz jedan ili vise
razvojnih stadijuma i kona¢no prenese infektivni agens drugom domacdinu prilikom
uzimanja krvnog obroka (de la Fuente, 2008). Ciklus kruZenja patogena na relaciji vektor-
domacin se prekida u slucajevima kada se prenosenje izvrsi na tzv. ,slucajne” domacine
(Covek i neke Zivotinje) i vektor koji se hrani na takvim domacinima ne moze vise krvlju
da unese infektivnhog agensa kojim su sluc¢ajni domacini inficirani (Milutinovi¢ i sar.,

2012).

Veci broj uzro¢nika zoonoza koje prenose krpelji izazivaju prirodno Zarisne infekcije koje
se karakterisu endemskim pojavljivanjem i sezonskim karakterom. Izuc¢avanje enzootskih
transmisionih ciklusa koje se ogleda u poznavanju primarnih Zarista, identifikaciji
infektivnih agensa, njihovih artropodnih vektora i domacina rezervoara, od krucijalnog je
znacaja u epizootiologiji i epidemiologiji oboljenja ¢iji se uzroc¢nici prenose vektorima
(Val¢i¢, 1998). Incidencija oboljenja ¢iji se uzrocnici prenose krpeljima se poslednjih
decenija povecava na svetskom nivou. Jedan od glavnih razloga za ovakav trend su
globalne klimatske promene koje uslovljavaju i Sirenje areala vektora (Estrada-Pefia et al.,
2012; Gray et al.,, 2009). Nasa zemlja je endemsko podrucje za vedi broj oboljenja cije
uzrocnike prenose krpelji (babezioza, lajmska bolest, humana granulocitna anaplazmoza,
tularemija, Q groznica, rikecioze i dr.) (Milutinovi¢ i sar., 2012). Autohtoni slucajevi ovih
bolesti se kontinuirano ili periodi¢no registruju, ali se smatra da je stvarna epidemioloska
i epizootioloska situacija potcenjena. Iz svega navedenog proizilazi potreba za daljim
epizootiolosko epidemioloskim studijama koje se bave izucavanjem enzootskih ciklusa

zoonoznih patogena u ¢ijem prenosenju ucestvuju krpelji.
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2.1.3 Flebotomine i njihov epizootiolosko-epidemioloski znacaj

2.1.3.1 Opste karakteristike flebotomina

Flebotomine, poznate i pod nazivom pes¢ane musice, su sitne hematofagne artropode
veli¢ine od 2-3 mm. Svrstane su u red Diptera, podred Nematocera, familiju Psychodidae
i podfamiliju Phlebotominae a do sada je opisano vise od 800 vrsta. Jo§ uvek postoje
odredene kontroverze i nejasnoce u pogledu taksonomske klasifikacije ovih artropoda. Po
najsire prihvacenoj klasifikaciji medu danasnjim taksonomima u Evropi, sve opisane
vrste svrastavaju se u jedan od tri roda: Phlebotomus, Sergentomyia i Chinius (Maroli et al.,
2013). Za pescane musice Novog sveta, vecina entomologa i dalje koristi taksonomsku
klasifikaciju Lewis-a i saradnika iz 1977. godine po kojoj su prepoznat tri roda: Lutzomyia,
Brumptomyia i Warileya (Lewis et al., 1977; Young & Duncan, 1994). Naziv ,pes$¢ane
musice” poti¢e od blede, pesku sli¢ne boje ovih insekata, mada boja tela varira medu
razli¢itim vrstama od skoro crne pa do sasvim svetle, skoro belicaste boje. Za razliku od
drugih vrsta Diptera za vreme mirovanja imaju karakteristi¢no postavljena krila pod
uglom od 45° u odnosu na abdomen, njihov let je nec¢ujan, generalno su losi letaci te

retko prelaze vise od jednog kilometra od mesta izleganja.

Flebotomine kao i krpelji, tokom svog razvoja prolaze potpunu metamorfozu kroz tri
razvojna stadijuma: larva (Cetiri faze), lutka i adult. Nezreli razvojni stadijumi za razliku
od komaraca ne zahtevaju stajacu vodu kako bi kompletirali svoj razvoj ali su im
potrebna relativno vlazna i topla stanista (Claborn, 2010; Maroli et al., 2013). Flebotomine
su Siroko rasprostranjene i njihovo prisustvo beleZi se u toplim klimatskim zonama Azije,
Afrike, Australije, juzne Evrope i Amerike (Killick-Kendrick, 1999). Maksimalna aktivnost
flebotomina u zemljama mediteranskog regiona je u toplom periodu godine, od juna do
oktobra (Alten et al., 2016). Istrazivanje sprovedeno u Maroku svedoci da je maksimalna
aktivnost vrste Phlebotomus papatasi na temperaturi od 32-36 °C sa pikom aktivnosti

tokom vlaznih meseci (maj i novembar), dok je smanjena aktivnost uocena na nizim (od
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11-20 °C) i visim (od 37-40 °C) temperaturama od optimalne (Boussaa et al., 2005).
Najveci broj vrsta je aktivan na otvorenom prostoru u periodu od sumraka do svitanja.,
Odreden broj vrsta je u potrazi za domacdinima je aktivan i tokom dana kao i u

zatvorenim prostorima.

2.1.3.2  Epizootiolosko-epidemioloski znacaj flebotomina

Flebotomine su prepoznate kao znacajni vektori patogenih mikroorganizama vaznih sa
aspekta humane i veterinarske medicine. Najvaznija je njihova uloga kao vektora
uzrocnika lajSmanioze Sirom sveta. Pored toga, poznata je njihova uloga u transmisiji
drugih patogena kao $to su Bartonella spp. a imaju znacajnu ulogu u prenoSenju veceg
broja virusnh patogena iz rodova: Phlebovirus (familija Bunyaviridae), Vesiculovirus
(familija Rhabdoviridae) i roda Orbivirus (familija Reoviridae) koji cirkuliSu izmedu
flemotomina i domacina i u zemljama Mediterana. Na tlu Evrope virusi od posebnog
medicinskog znacaja koje prenose flebotomine su Toskana virus, Sicilijanski virus i
papatacijeva groznica- Napuljski virus (Alkan et al., 2013; Depaquit et al., 2010). Prva
pojava virusne groznice koju prenose flebotomine zabeleZena je u Srbiji jos 1947. godine
(Karakasevi¢, 1947), a papatacijeva groznica javljala se i tokom narednih godina u formi
epidemija manjeg ili veceg intenziteta (Guelmino & Jevti¢, 1955; Simi¢, 1951). Napuljski
virus iz flebotomine Phlebotomus pertfiliewi izolovan je prvi put 1982. godine u mestu
Dobri¢ u jugoistocnoj Srbiji (Gligic et al., 1982). S obzirom na globalne klimatske promene
i Sirenje areala vektora, evidentno je da ¢e oboljenja koja prenose pes¢ane musice dobiti
poseban znacaj u mnogim zemljama Evrope. Bolesti ¢ije uzro¢nike prenose flebotomine
mogu se ocekivati sa vecom prevalencijom u regionima gde su se do sada javljale
endemski a takode, pojava ovih oboljenja moguca je i u zemljama gde do sada njihovo
prisustvo nije bilo potvrdeno. U nasoj zemlji dokazano je prisustvo vise vrsta flebotomina

(P. papatasi, P. perfiliewi, P. tobbi, P. neglectus, P. simici, P. sergenti i P. balcanicus, P. mascittii)
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a za vedinu njih je potvrden epizootilosko-epdiemioloski znacaj (Vaselek et al., 2017;

Zivkovié, 1967).

2.1.4 Epizootiolosko-epidemioloski aspekti babezioze, lajmske bolesti i anaplazmoze

Zajednicka odlika ovih zoonoza jeste da su krpelji glavni vektori njihovih uzroé¢nika.
Pored toga, krpelji su prepoznati i kao glavni rezervoari uzro¢nika babezioze jer se u

iksodidnim krpeljima obavlja seksualna faza razmnoZavanja Babesia spp.

2.1.4.1 Babezioza

Babezioza je $iroko rasprostranjena parazitska bolest domacih, divljih sisara i ¢oveka, a
posmatrano sa ekonomskog aspekta i stanovista humane i veterinarske medicine spada u
red izuzetno znacajnih parazitoza. Uzroc¢nici oboljenja su krpeljima prenosive
hemoprotozoe iz roda Babesia. Zvanic¢an opis uzro¢nika usledio je krajem 19. veka, kada
rumunski lekar Viktor Babe$ primecuje nepoznate mikroorganizme u eritrocitima goveda
sa simptomima hemoglobinurije (Uilenberg, 2006). Smith i Kilborne 1893. godine u SAD
opisuju uzro¢nika teksaske groznice i daju mu naziv Pyrosoma bigeminum, a takode
dokazuju da se uzro¢nik prenosi krpeljima, ¢ime po prvi put potvrduju ulogu artropoda
kao vektora parazitskih protozoa (Smith & Kilborne, 1893). Iste godine, prethodno
identifikovani mikroorganizmi ¢e biti svrstani u rod Babesia (Starcovici, 1893). Nedugo
zatim, 1895. godine, po prvi put opisana je infekcija pasa u Italiji sa protozoama roda
Babesia, a uzro¢nik oznacen kao Babesia canis (Piana & Galli-Valerio, 1895), dok Koch 1904.
godine opisuje prisustvo B. caballi u eritrocitima konja (Schnittger et al., 2012). Vrste roda
Babesia, kao i blisko povezani rod Theileria, pripadaju redu Piroplasmida unutar razdela
Apicomplexa. Na osnovu kruskolikog oblika parazita koji se umnoZzavaju u eritrocitima

domacina, rodovi Babesia i Theileria se zajednickim imenom oznacavaju kao piroplazme
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(Irwin, 2009). Takode se pokazalo da je nacin prenoSenja i postojanje ili odsustvo Sizonata
znacajan fenotipski karakter za razlikovanje Babesia sensu stricto (s.s.) od Theileria
(Uilenberg, 2006). Za Babesia s.s. je karakteristicno odsustvo Sizonata i postojanje
transovarijalne transmisije, dok je za parazite iz roda Theileria svojstveno prisustvo
Sizonata i postojanje samo transstadijalnog prenosenja (Schnittger et al., 2012). Klasi¢na
taksonomija prepoznaje postojanje i tree grupe piroplazmi koja je oznacena kao Babesia
sensu lato (s.l.) kojoj pripadaju sve piroplazme koje se ne mogu nedvosmisleno svrstati
kao Babesia s.s. ili Theileria vrste. Na osnovu veli¢ine piroplazme se mogu svrstati u dve
grupe: tajlerije i ,male” babezije (B. bovis, B. gibsoni, B. microti,.. (<2,5-5 um)) i ,velike”
babezije (Babesia canis, B. bigemina, Babesia caballi,.. (> 1-2,5 um)). Indetifikacija vrsta po
ovom kriterijjumu moZze biti otezana zbog razvojnih promena oblika i veli¢ine parazita u
eritrocitima kao i zbog prisutnog pleomorfizma istog parazita prilikom inficiranja
razli¢itth domacina ki¢menjaka (Homer et al., 2000). Ipak postoje izuzeci u odnosu na
navedene kriterijjume zbog cega se taksonomska Kklasifikacija zasnovana na ovim
kriterijumima mora uzeti sa rezervom (npr. B. gibsoni i B. divergens su male veli¢ine a
pripadaju sensu stricto grupi babezija). Karakteristike kao $to su specifiénost u odnosu na
izbor domacina beski¢menjaka i ki¢menjaka su znacajni sa aspekta epizootiolosko-
epidemioloskih studija dok imaju ograni¢enu vrednost u pogledu odredivanja vrste
parazita. Iako je jedna vrsta krpelja obi¢no glavni vektor odredene vrste Babesia ili
Theileria, prenosni kapacitet se obi¢no prosiruje na celi rod a ponekad i na vise rodova
krpelja (Uilenberg, 2006). Takode, opisani su slucajevi da ista vrsta krpelja prenosi dve ili
vise razli¢itih vrsta piroplazmi, npr. Hyalomma a. anatolicum moze preneti Babesia sp.
Xinjinang, T. annulata i T. lestoquardi (Guan et al., 2009; Mehlhorn et al., 1994). Jedan
domacin ki¢menjak moze takode biti inficiran sa viSe razli¢itih vrsta piroplazmi te ni
specificnost u odnosu na izbor domacina ki¢menjaka nije pouzdan taksonomski
kriterijum. Neke vrste babezija imaju vise domacina (npr. B. microti) i dokazan je veci broj
rezervoara i akcidentalnih infekcija za pojedine vrste $to se objasnjava polifagijom krpelja
kao vektora (Criado et al., 2006). Ilustrativan je primer za krpelje vrste I. ricinus koji

mogu da se hrane na preko 300 vrsta ki¢cmenjaka (Honig et al., 2017).
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Pouzdana identifikacija i klasifikacija parazita zasnovana na tradicionalnim metodama
posebno je problemati¢na kod domacina divljih ki¢menjaka, jer opis vrste nije dovoljan za
njihovu ta¢nu identifikaciju (Penzhorn, 2006). Ovo je postalo evidentno upotrebom
molekularnih metoda kada je potvrdeno postojanje vise vrsta parazita u istom domacinu
koje cesto nije moguce razlikovati mikroskopskim pregledom (Jinnai et al., 2010;
Oosthuizen et al., 2009). Pre ere molekularnih metoda bilo je opisano oko 111 vrsta Babesia
i oko 39 vrsta Theileria. Ova tradicionalna taksonomska klasifikacija zasnivala se gotovo u
potpunosti na bioloskim i morfoloskim karakteristikama (Schnittger et al.,, 2012).
Molekularna taksonomija piroplazmi zasniva se na varijabilnosti 185 rRNK gena sa
ciliem da se na osnovu tog molekularnog markera determinisu vrste, identifikuju
simultane infekcije domacina sa viSe vrsta piroplazmi i da se da evolutivni okvir za

taksonomsku klasifikaciju i uporednu analizu razli¢itih vrsta (Lack et al., 2012).

Za babezije je svojstven indirektan razvojni ciklus prisutan i kod ostalih parazitskih
protozoa. Ixodidni krpelji predstavljaju prave domacine dok su prelazni domacini razne
vrste ki¢menjaka. Razvojni ciklus se sastoji iz tri sukcesivne faze: 1. Merogonije,
aseksualne deobe u domacinima ki¢menjacima, 2. Gametogonije, seksualne reprodukcije
koju karakteriSe formiranje i fuzionisanje gameta u epitelnim celijama creva iksodidnih
krpelja i 3. Sporogonije, aseksualne deobe u pljuva¢nim zlezdama krpelja pri ¢emu
dolazi do formranja sporozoita koji po sazrevanju predstavljaju infektivi oblik za
domacine ki¢menjake u ¢iji krvotok dospevaju sa pljuvackom krpelja prilikom uzimanja

krvnog obroka (Jalovecka et al., 2018).

Sve do danas poznate vrste babezija prenose pljuvackom artropodni vektori, t.
odgovarajuce vrste krpelja tokom hranjenja na domacdinu ki¢menjaku. Sporozoiti
dospevsi tom prilikom u krvotok direktno inficiraju eritrocite domacina. Sporozoiti se u
eritrocitima razvijaju u trofozoite. Deljenjem parazita formiraju se dve a ponekad cetiri
¢erke celije (merozoiti) koje zatim nakon eritrolize napadaju nove eritrocite. Ovo je i
osnova patogeneze babezioze sa posledicnim nagomilavanjem toksi¢nih materija,

anoksijom, i degenerativnim promenama epitela manjih krvnih sudova. Dalje
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umnoZzavanje parazita nastavlja se do momenta u kome imuni sistem domacina
onemogudi dalju multiplifikaciju ili progresivho umnoZavanje dovede do smrti domacina

(Jalovecka et al., 2018).

Babesia spp. ne formiraju pigmentne depozite u parazitiranim eritrocitima c¢ime se
razlikuju od vrsta iz drugih rodova protozoa kao Sto su Plasmodium i Haemoproteus.
Izgleda da babezije metabolisu hemoglobin u dovoljnoj meri te ne dolazi do formiranja
rezidualnih nakupina. Takode, Zivotni ciklus i kod domacina ki¢menjaka i u krpeljima
zbog izostanka formiranja pigmenta je karakteristika po kojoj mogu da se razlikuju od

drugih hemoprotozoa (Uilenberg, 2006).

Krpelji se inficiraju ingestijom krvi domacina u kojoj postoje infektivne forme parazita za
krpelje- gametociti. U epitelnim ¢elijama creva od gametocita se formiraju muski i Zenski
gameti. Zatim dolazi do spajanja mikrogameta sa makrogametima pri ¢emu se formiraju
pokretni zigoti koji se umnoZzavaju a potom dospevaju do raznih unutrasnjih organa
krpelja uklju¢ujué¢i i ovarijume. Na ovaj nacin dolazi do infekcije tkiva jajnika a
posledi¢no i jaja ¢ime se paraziti prenose na sledec¢u generaciju krpelja (transovarijalna
transmisija). Obi¢no Zenke krpelja bivaju inficirane na ovaj nacin a sporogonija se odvija
u pljuva¢nim zlezdama larvi, nimfi i/ili adulta sledece generacije. Kada se krpelj zakaci
za kozu novog domacdina dolazi do sazrevanja sporozoita koji sa pljuvackom krpelja
dospevaju u krvotok domacina. U slucaju B. canis sazrevanje sporozoita u krpeljima D.
reticulatus traje 2-3 dana (Schein et al.,, 1979). Transstadijalna transmisija omogucuje
pojedinim vrstama babezija da mogu perzistirati kroz nekoliko generacija krpelja bez
nove infekcije (Mehlhorn & Schein, 1984). Kompletan razvojni ciklus Babesia spp.

prikazan je na slici 6.
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Slika 6. Razvojni ciklus Babesia spp. Sporozoit babezija (Sz) dospevaju u krvotok domacina
ki¢menjaka sa pljuvackom inficiranog krpelja prilikom uzimanja krvnog obroka. Nakon ulaska u
eritrocite sporozoiti se diferenciraju u trofozoite (T), koji se dalje dele aseksualnom deobom
(merogonija) pri ¢emu nastaju dva a ponekad cetiri merozoita (M). Nakon eritrolize oslobodeni
merozoiti inficiraju nove eritrocite ¢ime se nastavlja ciklus replikacije u domacinu. Neki merozoiti
prestaju da se dele i transformiSu se u gamonte ili pregametocite (G). Gametogonija i sporogonija
de odvijaju u krpeljima. Prilikom uzimanja krvnog obroka na inficiranom domacinu krpelji unose
gamonte koji se u epitelnim celijama creva diferenciraju u gamete, poznate i kao cilijarna tela
(Strahlenkorper (Sk)), koji se medusobno spajaju formirajuci diploidne zigote (Z, gametogonija).
Zigoti prolaze kroz mejozu $to rezultira nastankom pokretnih haploidnih kineta koji se
umnozavaju aseksualnom deobom (sporogonija) i dospevaju u hemolimfu krpelja kojom bivaju
diseminovani po unutrasnjim organima uklju¢ujudi i pljuvacne zlezde (Sg) u kojima nastavljaju
da se dele. U tkivima unutrasnjih organa se odvija zavrsni ciklus diferencijacije i multiplifikacije
pri ¢emu se kineti transformi$u u sporozoite koji ¢e inficirati domacina ki¢menjaka posto se
krpelji presvuku u naredni razvojni stadijum npr. larve u nimfe ili nimfe u adulte (transstadijalni
prenos Ts) Prema: (Schnittger et al., 2012)
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Babezioza je danas oboljenje od najveceg znacaja kod pasa a njen epizootioloski znacaj
prepoznat je u zemljama Sirom sveta (Solano-Gallego et al., 2016). Babezioza pasa se
dovodi u vezu sa viSe vrsta u okviru roda Babesia, koje se tradicionalno na osnovu
morfoloskih karakteristika dele na ,velike babezije” (2.5-5.0 pm) kojima pripadaju B.
canis, B. rosii, B. vogeli, i ,male babezije” (1.0-2.5 pm) sa predstavnicima: B. gibsoni, B.
conradae, B. microti-like (Bili¢ et al.,, 2018). Velikim babezijama pripada i jo§ uvek
neimenovana Babesia sp. (Coco), srodna sa B. bigemina, koja je potvrdena kod pasa
obolelih od babezioze u SAD (Birkenheuer et al., 2004). Za malu piroplazmu, Babesia
microti-like ne postoji validan opis u skladu sa medunarodnim kodeksom za zoolosku
nomenklaturu (Harris, 2016) zbog ¢ega u nauc¢noj literaturi postoji viSe sinonima za ovu
vrstu: poznata je pod nazivima: Theileria annae, Babesia ”"Spanish dog isolate”, Babesia
annae, Babesia cf. microti, i pod poslednje predloZenim nazivom: Babesia vulpes sp. nov.
(Baneth et al., 2015). Blisko je povezana sa B. microti, parazitom malih glodara, a prvi put
je otkrivena kao uzro¢nik babezioze pasa u Spaniji (Garcia, 2006; Mir6 et al., 2015).
Skorasnji nalaz B. caballi kod psa obolelog od babezioze u Hrvatskoj navode na zakljuc¢ak
da i neke druge piroplazme mogu biti odgovorne za nastanak bolesti osim do sada
opisanih vrsta (Beck et al., 2009). Sve do sada poznate vrste babezija prenose krpelji i u
slucaju babezioze pasa postoji bliska veza izmedu razli¢itih vrsta babezija i odredenih
vrsta krpelja. Pojava bolesti je korelaciji sa sezonskom aktivnoséu krpelja te se najveci broj
oboleli pasa javlja tokom proleca i jeseni. Poslednjih decenija primetne su znacajne
promene u dinamici Sirenja babezioze pasa u Evropi sto se dovodi u vezu sa globalnim
klimatskim promenama, antropogenim uticajem na zivotnu sredinu, Sirenjem areala i
povecavanjem broja jedinki u populacijama divljih Zivotinja te Sirenjem areala vektora
divljim pticama i Zivotinjama (Solano-Gallego et al., 2016). Godisnji sezonski obrazac
pojave babezioze u skladu je sa lokalnim klimatskim faktorima, a relativno blago i vlazno
vreme tokom proleca i jeseni pogoduje razvoju i odrzavanju krpelja a time i pojavi
bolesti. Tokom suvih leta babezioza se retko javlja za razliku od kisnih leta i blagih zima
(Leschnik et al., 2008). Geografska distribucija Babesia spp. je jako varijabilna u razli¢itim

delovima Evrope i direktno zavisi od prisustva kompetentnih vrsta krpelja kao vektora i

27



prijem¢ivih domacdina ki¢menjaka, Sto pored uticaja drugih faktora objasnjava i velike
varijacije u prijavljenim prevalencijama infekcije sa razli¢itim Babesia spp. kod pasa u
razli¢itim zemljama Evrope (Matijatko et al., 2012). Pojava babezioze pasa je u korelaciji
sa njihovim nadinom Zivota te tako Zivotinje koje imaju veéu mogucnost da dodu u
kontakt sa vektorima krpeljima imaju vece S8anse da obole od babezioze (npr. lovacki psi
znatno ¢esce oboljevaju od pasa kuénih ljubimaca) (Adaszek et al., 2011; Imre et al., 2013).
Najceséi uzro¢nik babezioze pasa u Evropi je B. canis, a njeno prisustvo u mnogim
evropskim zemljama u vezi je se Sirokom geografsku distribucijom D. reticulatus glavnog
vektora ove piroplazme, dok se babezioza pasa izazvana ovim uzro¢nikom van
Evropskog kontinenta javlja sporadi¢no (Foldvari et al.,, 2016; Matijatko et al., 2012).
Visoka prilagodljivost ove vrste poslednjih decenija dovela je do Sirenja i pojave D.
retuculatus u mnogim zemljama i regionima Evrope. Krpelje vrste D. reticulatus idealnim
vektorima ¢ini nekoliko karakteristika od kojih su najvaznije visoka stopa fertiliteta,
prilagodljivost razli¢itim uslovima staniSta i mogucnost parazitiranja na velikom broju
domacina. Oplodena Zenka D. reticulatus polaze i do 7.200 jaja (Simo et al., 2004).
Sposobnost prezivljavanja u razli¢itim uslovima sredine se moZe ilustrovati ¢injenicama
da pod vodom koja sadrzi ostatke organskih materija prezive i do 30 dana a u hladnim i
¢istim vodama cak vise od 100 dana (Honzakova, 1970), bez uzimanja krvnog obroka
opstaju i cetiri godine, dok su laboratorijska ispitivanja pokazala da na temperature od -
10 °C prezive i 150 dana. Dokazana je aktivnost ove vrste tokom zime u mnogim
klimatskim zonama na temperaturama koje zaustavljaju aktivnost krpelja vrste 1. ricinus
(Foldvari et al., 2016). D. reticulatus parazitira na preko 60 vrsta sisara. Larve i nimfe su
endofilne i hrane se predominantno na malim divljim glodarima, a adulti na razli¢itim
domacdim (psi, konji, magarci, goveda, bivoli, ovce, koze, svinje) i divljim zivotinjama
(jeleni, divlje svinje, lisice, zlatni Sakali, vukovi, jezevi, kuni¢i i zecevi) (Foldvari et al.,
2016). Ljudi takode mogu biti povremeni domacini za adulte D. reticulatus Sto sa
epidemioloskog aspekta predstavlja rizik za prenoSenje odredenih patogenih uzro¢nika
kojima su ovi krpelji vekotori i rezervoari (Estrada-Pefia & Jongejan, 1999). Adultni

stadijumi su najaktivniji zimi, uz povecanu aktivhost od oktobra do marta ako
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temperature nisu suvise niske. Preferiraju stanista kao $to su vlaZzne meSovite Sume, rubni
delovi staza koji prolaze kroz otvorene terene ili pasnjaci u blizini Suma (Karbowiak,
2014). Kod adultnih krpelja D. reticulatus sakupljenih sa vegetacije, molekularnim
metodama su detektovane razlicite prevalencije B. canis: od 0 % u Nemackoj i Belorusiji
(Reye et al., 2013; Schreiber et al., 2014), 0.7 % u isto¢noj Poljskoj, 1.64 % u Holandiji
(Jongejan et al., 2015), 2.3 % u jugo-zapadnoj Slovackoj (Kubelova et al., 2011), 3.41 % u
Ukrajini (Karbowiak et al., 2014), 4.18 % u Poljskoj (Mierzejewska et al., 2015), pa do 14.7
% u isto¢noj Slovackoj (Kubelova et al., 2011) i 14.8 % u juznoj Poljskoj (Mierzejewska et
al.,, 2015). Seroprevalencija na B. canis koda pasa u Evropi takode pokazuje Sirok
dijapazon. U Italiji registrovana je seroprevalencija od 0,8% do 17% (Trotz-William &
Trees, 2003), 5.7% u Madarskoj (Hornok et al., 2006), 7.3% i 13% u Albaniji (Hamel et al.,
2009), 14,1% u Francuskoj (Cabannes et al., 2002), 19.8% u zapadnoj Rumuniji (Imre et al.,
2013), u Hrvatskoj 20.0% (Mrljak et al., 2017) a u Srbiji 26.17% i 51.4 % (Kovacevi¢
Filipovi¢ et al., 2018; Potkonjak et al., 2015a). Najveca do sada zabeleZena seroprevalencija
kod pasa na antigene B. canis zabeleZena je u regionu centralne Italije i kretala se od 52-
57% (Cassini et al., 2009). Takode, u viSe razli¢itih zemalja je vrSena detekcija prisustva B.
canis molekularnim metodama a prevalencije su se kretale od 2.3% u Italiji (Cassini et al.,
2009), , 4.6% u Sloveniji (Duha et al., 2004), 13.5 % u Srbiji (Kovacevi¢ Filipovi¢ et al.,
2018), 25.3% u Poljskoj (Welc-Faleciak et al., 2009), 44.8% u Rumuniji (Hamel et al., 2012).
U istrazivanju sprovedenom u Hrvatskoj DNK B. canis detektovana je kod 2.4% pasa koji
nisu imali simptome karakterisiéne za babeziozu, dok je od 96 pasa sa simptomima
bebezioze njih 96.3% bilo pozitivno na prisustvo DNK B. canis (Beck et al., 2009). Medu
klinicki obolelim psima u Srbiji testiranim na prisustvo DNK Babesia spp. takode je

dominantno potvrdeno prisustvo B. canis (58/60, 96.7%) (Davitkov et al., 2015).

B. vogeli je druga po epizootioloskom znacaju piroplazma kod pasa u Evropi. Infekcija
pasa sa B. vogeli moze biti subklini¢ka ali takode su opisani slucajevi obolelih pasa sa
teSkom klinickom slikom (Baneth, 2018). RaSirena je u celom svetu (Irwin, 2009) a

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (kompleks srodnih vrsta koje je tesko ili nemoguce
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razlikovati na osnovu morfoloskih karakteristika) su prepoznati kao vektori (Dantas-
Torres & Otranto, 2015). Prisustvo B. vogeli potvrdeno je u Aziji (Inokuma et al., 2004),
Turskoj (Gtilanber et al., 2006), Africi (Bouattour, 2008; Matjila et al., 2004), Severnoj i
Juznoj Americi (Birkenheuer et al., 2003; Maria et al., 2005) i Australiji (Jefferies et al.,
2003a). U Evropi, prisustvo DNK B. vogeli dokazano je u Spaniji (Criado-Fornelio et al.,
2007), Portugalu (Cardoso et al., 2008), Francuskoj (Criado-Fornelio et al., 2009), Sloveniji
(Duha et al., 2004), Srbiji (Gabrielli et al., 2015), Albaniji (Hamel et al., 2009), Hrvatskoj
(Beck et al., 2009), centralnoj i juznoj Italiji (Solano-Gallego et al., 2008). Prevalencija se
kretala od 0.01% u Spaniji, 0.2% u Hrvatskoj, 0.7% u u Francuskoj, 1.3% u Sloveniji, 1.9%
u Srbiji do 16,3% u Italiji. R. sanguineus s.l. je prisutan u podrucju Mediterana, pogoduje
mu klima sa prose¢nim vis§im temperaturama u odnosu na D. reticulatus ali i endofilni
na¢in zivota omogucava mu prisustvo u hladnijim regionima centralne Evrope.
Prisutnost krpelja R. sanguineus s.l. kod pasa u hladnijim regionima moZe se objasniti
uvozom krpeljima infestiranih pasa sa podrucija Mediterana (Solano-Gallego et al., 2016).
Jos uvek ne postoje kompletni podaci o arealu R. sanguineus s.1. kompleksa jer ne postoji
konsenzus oko morfoloskih kriterijjuma za pouzdanu identifikaciju a moguénost da ovi
krpelji prezivljavaju u zatvorenim prostorijama dodatno komplikuje odredivanje
rasprostranjenja u prirodi (Gray et al., 2013; Nava et al., 2015). Medutim, poznato je da je
donji temperaturni limiti 14 °C a gornji 35 °C, te ispod i iznad navedenih grani¢nih
vrednosti razvoj R. sanguineus prestaje i krpelji ulaze u hibernaciju (Gray et al., 2013). B.
rossi, velika babezija, jedna od najpatogeniji vrsta roda Babesia i nije od epizootioloskog
znacaja u Evropi. Endemski se javlja u Severnoj Africi dok je njeno prisustvo potvrdeno i

u Isto¢noj Africi (Matjila et al., 2004; Oyamada et al., 2005).

B. gibsoni je sa epizootioloskog aspekta najvaznija mala babezija kao uzro¢nik babezioze
pasa u svetu. Klini¢ki sluc¢ajevi pasa obolelih od babezioze izazvane ovim uzro¢nikom u
Evropi zabeleZeni su u Spaniji (Criado-Fornelio et al., 2003), Nemackoj (Hartelt et al.,
2007), Italiji (Trotta et al., 2009), Hrvatskoj (Beck et al., 2009), i Srbiji (Davitkov et al., 2015)

a klinicki slucajevi opisani su i u ostalim delovima sveta: Australiji, Aziji, SAD i Brazilu
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(Jefferies et al., 2003; Trapp et al., 2006; Zahler et al., 2000). Vektori B. gibsoni nisu
dokazani. Krpelji kompleksa R. sanguineus su verovatno glavni vektori za B. gibsoni u
Evropi, dok su Haemaphysalis longicornis i H. bispinosa oznaceni kao glavni potencijalni
vektori B. gibsoni u Aziji (Baneth, 2018; Iwakami et al., 2014; Solano-Gallego et al., 2016).
Pored prenosenja krpeljima za B. gibsoni je dokazana vertikalna transmisija sa majke na
plod i mogucénost direktne infekcije posredstvom inficirane krvi tokom borbe pasa ili
transfuzijom (Birkenheuer et al., 2005). Prisustvo B. microti-like kod pasa u Evropi
potvrdeno je u nekoliko zemalja: Portugalu (Simdes et al., 2011), Spaniji (Camacho et al.,
2001), Francuskoj (René-Martellet et al., 2015b), Hrvatskoj (Beck et al., 2009), Srbiji
(Gabrielli et al., 2015) i Svedskoj (Falkené et al., 2013). Epidemiologke studije ukazuju da
su Ixodes hexagonus, I. canisuga, 1. ricinus i D. reticulatus kandidati vektori za B. microti-like
(Najm et al., 2014). Detalji Zivotnog ciklusa B. microti-like su u velikoj meri i dalje
nepoznati. B. conradae je mala babezija do sada potvrdena jedino u SAD. Filogenetske
analizesekvenci 185 rRNK i ITS-2 gena, pokazale su njenu vecu srodnost sa
piroplazmama izolovanim iz divljih Zivotinja i ljudi u zapadnoj Americi nego sa B. gibsoni
(Kjemtrup et al., 2006; Kjemtrup & Conrad, 2006). Pretpostavlja se da su vektori ove
babezije krpelji R. sanguineus kompleksa (Bili¢ et al., 2018).

Divlje kanide i domaci psi su ¢esto inficirani sa istim vrstama babezija i posmatrano sa
evolutivnog stanovista data je hipoteza po kojoj se ovi protozojski patogeni prenose sa
divljih na domace kanide koje su medusobno srodne (Penzhorn, 2011). Zbog toga je
verovatno da razlic¢ite Babesia spp. cirkuli$u izmedu domacih i divljih kanida koje zive na
istom geografskom podrucju (Margalit Levi et al., 2018). Povecavanjem interakcija
izmedu domacih i divljih Zivotinja postoji realan rizik za pojavu infektivnih agenasa koji
cirkuli$u u silvati¢nom ciklusu u populaciji domacih zivotinja pa tako i pojavu babezioze
pasa izazvane Babesia spp. za koje su divlje kanide rezervoari (Aguirre, 2016; Brickner,
2000; Otranto et al., 2015a). Nacin na koji B. canis cirkuliSe u prirodi jo$ uvek je dobrim
delom nepoznat jer nisu poznate divlje Zivotinje rezervoari. Studije o ulozi divljih kanida

u epizootiologiji razli¢itih vektorima prenosivih bolesti su poslednjih godina intezivirane

31



mada je jo$ uvek dosta nepoznanica o njihovoj tacnoj ulozi kao vektora i rezervoara u
Sirenju i odrZavanju vektorima prenosivih bolesti. Iz svega navedenog jasno je da postoji
potrebna za daljim epizootiolosko-epidemioloskim istrazivanjima o ulozi divljih kanida

u ciklusima vektorima prenosivih zoonoza a time i babezioze.

Babezioza kao emergentna zoonoza, poslednjih godina postaje predmet interesovanja
nauc¢nika Sirom sveta. Infekcija ljudi najcesée usledi posredstvom vektora, iksodidnih
krpelja a veoma retko i transplacentarno, perinatalno ili putem transfuzije zaraZene krvi
(Kjemtrup & Conrad, 2000). Infekcija ¢oveka babezijama moze dovesti do veoma
ozbiljnog oboljenja pracdenog sa simptomima poviSene telesne temperature, anemijom,
hiperbilirubinurijom, hemoglobinurijom i eventualnim otkazivanjem rada unutrasnjih
organa (Homer et al., 2000). Babezioza ¢oveka prvi put je potvrdena u Evropi kada je
opisana fatalna bolest 33 godine starog muskarca u bivsoj Jugoslaviji u Zagrebu (Skrabalo
& Deanovié, 1957). Mikroskopskim pregledom krvi i kostane srzi uocene su forme koje su
odgovarale B. divergens. Od tada se babezioza posmatra kao ne tako cesta ali potencijalno
zivotno opasna zoonoza. Od prvog nalaza do danas u Evropi je opisano oko 50 slucajeva
oboljenja ljudi izazvano babezijama (Hildebrandt et al., 2013). Dve su vrste najcesci
uzrocnici babezioze coveka: B. divergens u Evropi, koja primarno izaziva babeziozu
goveda a glavni vektor je I. ricinus i B. microti, vrsta povezana sa glodarima, koja je glavni
uzroc¢nik humane babezioze u Severnoj Americi dok je glavni vektor I. scapularis (Hunfeld
et al., 2008). Pored ova dva dobro poznata uzro¢nika, nekoliko drugih vrsta babezija je
dovedeno u vezu sa babeziozom c¢oveka: B. duncani, izolat CA1-CA4 (SAD), B. venatorum
(Babesia sp. EU1) (Austrija, Italija, Nemacka), B. divergens-like (SAD, Portugal, Kanarska
Ostrva), KO1 izolat (Koreja), (Gray et al., 2010; Hildebrandt et al., 2013). Najveci znacaj sa
aspekta javnog zdravlja i dalje ima babezioza ljudi u Severnoj Americi izazvana sa B.

microti (Westblade et al., 2017).

Upotreba molekularnih metoda u epizootiolosko-epidemioloskim studijama omogucila je
ta¢nu identifikaciju vrste uzro¢nika babezioze Zivotinja i ljudi $to ranije zbog morfoloskih

sli¢nosti medu razli¢itim vrstama babezija mikroskopskim pergledom nije bilo moguce.
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Molekularne metode ukazale su na manju specifi¢nost Babesia spp., u pogledu izbora
vrste domacina nego $to se ranije mislilo. Ova saznanja ukazuju na mogucénost pojave do
sada neidentifikovanih vrsta babezija kao uzro¢nika babezioze coveka ali i drugih
zivotinja (Hildebrandt et al., 2013). VaZno je napomenuti da su mnoge ¢injenice koje se
odnose na epidemiologiju i patogenezu uzro¢nika babezioze ljudi nepoznate ili
nedovoljno razjasnjene. Vrlo je verovatno da je prava epidemiolo$ka situacija potcenjena
zbog jo$s uvek nedovoljnog nivoa svesti o ovoj zoonozi i nedostatka adekvatnih
mikrobioloskih metoda za detekciju ovih patogena. Pored toga, sve veci broja putovanja
ljudi u podrudja gde se babezioza endemski javlja i stalno povecanje broja
imunokompromitovanih ljudi, ukazuje na to da ¢e ucestalost humane babezoze u Evropi

nastaviti da raste (Hildebrandt et al., 2013).

2.1.4.2 Lajmska bolest

Lajmska bolest je prirodnoZarisna, vektorska zoonoza koju izazivaju spirohete iz Borrelia
burgdorferi s.1. kompleksa. To su gram-negativne pokretne bakterije spiralnog oblika, ¢ija
je duzina od 10 do 30 pm a pre¢nik od 0,2 do 0,5 pm (Mannelli et al., 2012). Za prenoSenje
i odrzavanje uzroc¢nika u prirodi odgovorni su iksodidni krpelji koji imaju ulogu vektora,
i rezervoara. Bolest kod ljudi ima kosmopolitski karakter i prisutna je u regionima sveta
sa umerenom klimom koja pogoduje razvoju vrsta krpelja koji igraju glavnu ulogu u
transmisiji borelija (Pavlovi¢, 2006). Prve zapise o pojavi crvenila koje se Siri na kozi
pacijenata koje je dovedeno u vezu sa ubodom krpelja dao je svedski dermatolog Afzelius
(Afzelius, 1921). Poseban klinicki entitet, lajmska bolest postaje 1977. godine posle
epidemije juvenilnog reumatoidnog artritisa kod dece u SAD, drzavi Konektikat, gradu
Lajmu (Steere et al., 1975). Danas je lajmska bolest najces¢e oboljenje ljudi u svetu koje se
prenosi krpeljima i bolest je sa najvecom incidencijom medu svim vektorima prenosivim
oboljenjima ¢oveka u wumerenom klimatskom pojasu (Stanek & Strle, 2018).

Patognomonic¢ni nalaz za lajmsku bolest je pojava crvenila koze ovalnog oblika koje se Siri
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(Erythema migrans, EM) i ujedno je najces¢i simptom prvog stadijuma oboljenja tj. rane
lokalizovane infekcije. Ukoliko usledi hematogena i/ili limfogena diseminacija borelija po
unutrasnjim organima (do nekoliko meseci od infekcije) dolazi do pojave znakova bolesti
drugog stadijuma (simptomi sli¢ni gripu i patologije u zavisnosti od zahvadenog organa).
Ukoliko se odrzi perzistentna infekcija, bolest prelazi u hroni¢an tok (tre¢i stadijum) i
zahvata zglobove i nervno tkivo sa mogudim trajnim osteenjem zahvacenih organskih
sistema (Stanek & Strle, 2018). Postoje dve glavne grupe u okviru roda Borrelia: grupa
borelija u koju su svrstane vrste uzrocnici povratnih groznica (eng. Relapsing Fever) i
grupa vrsta povezanih sa lajmskom bolesti (eng. Lyme borreliosis), tj. kompleks vrsta

Borrelia burgdorferi s.1.

Borrelin spp. koje pripadaju prvoj grupi se najcesce prenose krpeljima iz familije
Argasidae ali i nekim iksodidnim krpeljima. Vrste borelije koje pripadaju drugoj grupi
karakteriSe isklju¢ivo prenosenje posredstvom nekoliko vrsta iz roda Ixodes (Estrada-pefia
et al., 2018). Nisu sve vrste u okviru Borrelia burgdorferi s kompleksa podjednako
znacajne sa epidemioloskog aspekta. U okviru ovog kompleksa opisano je najmanje 21
vrsta borelija koje su zastupljene Sirom sveta (Steere et al., 2016). Do sada potvrdeni
uzrocnici lajmske bolesti kod ljudi u Evropi su: B. afzelii (primarno degenerativna
ostecenja koze), B. garinii (neuroloske manifestacije), B. bavariensis i B. burgdorferi sensu
stricto (artritis). Vrste B. spielmanii, B. bissetii, B. valaisiana i B. lusitaniae, identifikovane su
kao patogeni samo u pojedina¢nim slucajevima (Stanek et al., 2012; Stupica et al., 2015).
Najcesc¢i uzrocnik lajmske bolesti kod ljudi u Severnoj Americi je B. burgdorferi s.s. Kao
uzrocnici u pojedina¢nim slucajevima detektovane su i B. bissetti, B. americana i B.
andersonii (Clark et al., 2013) i nedavno identifikovana B. mayonii (Pritt et al., 2016).
Najveci broj prijavljenih slucajeva kod pacijenata u SAD i Evropi je u junu i julu,
mesecima kada je aktivnost nimfi krpelja roda Ixodes najveca (Steere et al., 2016).
Incidencija slucajeva lajmske bolesti u Evropi i Aziji varira u $irokom rasponu, od niske i
zanemarljive u Velikoj Britaniji, Turskoj i Japanu do preko 80 slucajeva na 100 000

stanovnika u Holandiji, Belgiji, Austriji, Sloveniji, Finskoj Estoniji i Litvaniji (Fiulop &
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Poggensee, 2008; Schauman et al., 1989; Sykes & Makiello, 2017). I pored evidentnog
prisustva oboljenja, postoji malo podataka o zastupljenosti lajmske bolesti u Aziji. U
Severnoj Americi, preko 90% posto prijavljenih slucajeva je poreklom iz severoistocnog,
srednjeg-Atlantskog i severnog-centralnog regiona (Kugeler et al., 2015). U Republici
Srbiji prosecna incidencija lajmske bolesti u periodu od 2012. godine do 2016. godine
iznosila je 9,9/100.000 stanovnika i bolest je sa najvec¢om incidencijom medu svim
vektorima prenosivm bolestima koje se javljaju u nasoj zemlji. (Izvestaj Instituta za javno

zdravlje Srbije ,, Dr Milan Jovanovié Batut” za 2016. godinu).

Kada su u pitanju domace Zivotinje, lajmska bolesti je prepoznata kao poseban klinicki
entitet kod pasa i konja, dok moguénost pojave oboljenja kod drugih domacih zivotinja
nije do kraja razjasnjena (Divers et al., 2018; Littman et al., 2018). Klini¢ki sindromi koji se
naj¢ed¢e dovode u vezu sa lajmskom bolesti pasa su poliartritis i glomerulopatija
(Littman et al., 2006), dok konji pokazuju znakove oboljenja centralnog nervnog sistema
(neuroborelioza), uveitis i nastanak kutanog pseudolimfoma (Divers et al., 2018).
Znacajno je napomenuti da je lajmska bolest kao poseban klinicki entitet prepoznata kod
pasa u SAD, dok kao takva nije potvrdena kod prirodno inficiranih pasa u Evropi
(Thalhammer et al., 2010). lako macke mogu biti seropozitine na borelije, do sada nije
poznato da li je moguc nastanak bolesti (Littman et al., 2018). Domacim a posebno divljim
zivotinjama se ve¢i znacaj pridaje kao potencijalnim rezervoarima za uzro¢nike lajmske
bolesti jer sprovedena seroloska istrazivanja pokazuju izlozenost pojedinih vrsta zivotinja

borelijama a odsustvo bilo kakvih klini¢kih simptoma (Sala & Faveri, 2016).

Iksodidni krpelji prilikom uzimanja krvnog obroka na inficiranom domacinu rezervoaru
unose i borelije koje ostaju vezane za zid epitelnih celija srednjeg creva krpelja do
hranjena sledec¢eg razvojnog stadijuma na domacinu ki¢menjaku (Simo et al., 2017).
Adultni krpelji predstavljaju krajnju instancu u prenosu borelija u krpeljima jer je
transovarijalna transmisija jako retka (Mannelli et al., 2012; Rollend et al., 2013). Prilikom
novog hranjenja na domadinu ki¢menjaku, unesene komponente krvnog obroka

predstavljaju stimulus borelijama prisutnim u srednjem crevu krpelja za migraciju te one
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posredstvom hemolimfe dolaze do pljuvacnih Zlezda. Borelije pljuvackom za vreme
uzimanja krvnog obroka dospevaju u krvotok novog domacina ki¢menjaka (Stanek &
Strle, 2018) Istrazivanja su pokazala da krpelji zaraZeni borelijama treba da provedu
zakaceni za kozu pacijenata najceSée preko 12 casova kako bi preneli infekciju. Kod
priblizno tre¢ine pacijenata potrebno vreme za transmisiju je iznosilo preko 24 sata a kod
najmanjeg broja pacijenata (14-18%) zabeleZena je pojava EM iako su zakaceni krpelji sa
njih skinuti u vremenskom okviru od 6h (Stanek & Kahl, 1999; Strle et al., 1996). Glavni
vektori uzro¢nika lajmske bolesti u svetu su cetiri vrste krpelja iz roda Ixodes: 1. scapularis i
I. pacificus u SAD dok je u Evropi glavni vektor I. ricinus pored koga u Evro-Azijskom
delu kontinenta ulogu igra i I. persulcatus koji je glavni vektor lajm borelioze na Azijskom
kontinentu (Steere et al.,, 2016). Enzootski ciklus B. burgdorferi s.l. vrsta je veoma

kompleksan i u mnogome zavisi od geografskog regiona.

I. ricinus u Evropi parazitira na preko 300 vrsta zivotinja uklju¢ujuci male i velike sisare,
ptice i reptile (Gern, 2014). Ptice predstavljaju vazne rezervoare za B. garinii dok su sitni
glodari (rodovi Apodemus, Myodes) znacajni rezervoari za B. afzelii. Migratornim pticama
se daje znacaj i u pogledu Sirenja areala krpelja mehanickim putem a time i indirektim
uticajem na epizootiolosko-epidemiolosku situaciju lajmske bolesti (Kjelland et al., 2010).
Ostale divlje Zzivotinje za koje postoje saznanja da su uklju¢ene u enzootski ciklus
kruzenja i odrzavanja borelija u prirodi su lisice (Vulpes vulpes) (Dumitrache et al., 2015) i
evropski jez (Erinaceus europeus) (Jahfari et al., 2017). Pretpostavlja da pored do sada
poznatih Zivotinja ulogu rezervoara igraju i neke druge vrste. Upravao zato budica

istrazivanja treba da rasvetle njihovu ulogu u epizootiologiji lajmske bolesti.
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2.1.4.3 Anaplazmoza

Anaplazmoza je oboljenje ljudi i Zivotinja u c¢ijem prenoSenju ulogu vektora imaju
iksodidni krpelji. Uzroc¢nici bolesti su razlicite vrste roda Anaplasma, koje pokazuju manji
ili vedi stepen specificnosti u odnosu na izbor domacina. Familija Anaplasmataceae (red
Rickettsiales) obuhvata rodove Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia i Wolbachia. Njima
pripadaju sitni, gram-negativni, vrlo ¢esto pleomorfni mikroorganizmi koji se nalaze
obligatno intracelularno smesteni u citoplazmatskim vakuolama cdelija domacina
(eritrociti, retikuloendotelne celije, fagocitne celije iz kostane srzi, endotlene celije i Celije
insekata, reproduktivni organi helminata i artropoda) bilo pojedinacno ili cesée u
kompaktnim inkluzijama nazvanim morulae (Dumler et al., 2001). Pojedine vrste u
okviru rodova koji pripadaju familiji Anaplasmatacae su emergentni krpeljima prenosovi
patogeni sa zoonoznim potencijalom i globalnom distribucijom. Rodu Anaplasma pripada
Anaplasma phagocytophilum, zatim tri vrste koje iskljucivo inficiraju preZzivare A. marginale,
A. ovis, A. centrale, kao i A. bovis i A. platys vrste infektivne za goveda i pse (Severo et al.,

2015).

A. phagocytophilum je u Evropi jos pre 70 godina prvi put identifikovana kao uzroc¢nik
krpeljske groznice domacih prezivara (Woldehiwet, 2010). Javlja se na severnoj hemisferi
a vektori su tvrdi krpelji L. ricinus kompleksa. Glavni vektor ovog patogena u Aziji je L
persulcatus, u Evropi L ricinus, u istoécnom delu Severne Amerike I. pacificus, dok u
zapadnom delu Severne Amerike ulogu vektora za A. phagocytophilum ima I. scapularis
(Otranto et al., 2015a). Pored glavnih vrsta vektora, A. phagocytophilum je detektovana i
kod vise drugih vrsta roda Ixodes a takode i kod nekih vrsta roda Dermacentor i
Haemaphysalis kojima se ne pridaje epizootiolosko-epidemioloski znacaj (Stuen et al.,
2013). Studije koje su se bavile ispitivanjem geneticke varijabilnosti sojeva A.
phagocytophilum potvrdile su postojanje cetiri posebna klastera od kojih su tri nadena
samo kod papkara (dva klastera samo kod divljih papkara) i jedan klaster kome
pripadaju sekvence A. phagocytophilum poreklom od pasa, macaka, konja, ljudi ali i od

papkara. Ovi nalazi ukazuju na veoma raznoliku ekologiju sojeva A. phagocytophilum,
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varijacije u virulenciji kao i veliki dijapazon vrsta domacina ovog intracelularnog agensa

(Scharf et al., 2011; Stuen et al., 2013).

Epizootije anaplazmoze goveda su posledica infekcije sa A. marginale. A. centrale moze da
izazove umerenu anemiju ali su klinicki manifestne infekcije veoma retke. A.
phagocytophilum i A. bovis mogu inficirati goveda ali je infekcija inaparentna (Dreher et al.,
2005; Hofmann-Lehmann et al., 2004) Fatalni slucajevi infekcije sa A. phagocytophilum
zabeleZeni su i kod ovaca, konja, jelena, pasa i ljudi. Klini¢ki simptomi kod preZivara su
iznenadna visoka temperatura (>41°C) i pad u proizvodnji mleka, dok su simptomi kod
konja i pasa ¢esto nejasni i nespecifi¢ni. Hroni¢ne infekcije do sada nisu prijavljene dok su

perzistentne infekcije potvrdene kod vise vrsta sisara (Woldehiwet, 2010).

Od 1997. godine kada je opisan prvi potvrdeni slucaj humane anaplazmoze u Sloveniji
(Petrovec et al., 1997), tokom narednih godina slucajevi oboljenja ljudi uzrokovana A.
phagocytophilum prijavljeni su i u Spaniji, Holandiji, Italiji Norveskoj, Svedskoj, Poljskoj,
Austriji, Hrvatskoj. Do sada je prijavljeno preko 70 slucajeva ljudi obolelih od humane
granulocitne anaplazmoze (Stuen et al., 2013). Kod obolelih ljudi javljaju se simptomi

sli¢ni gripu nakon dve do tri nedelje posle uboda krpelja.

Dve vrste roda Anaplasma su patogeni domacih pasa: A. phagocytophilum, uzrocnik
granulocitne anaplazmoze i $iroko rasprostranjena A. platys, izaziva¢ trombocitne
anaplazmoze pasa u Severnoj i Juznoj Americi, Australiji, Aziji i Africi. Geografska
distribucija A. platys u Evropi dovodi se u vezu sa rasprostranjenjem glavnog
potencijalnog vektora R. sanguineus s.l. krpelja, iako vektorski kapacitet ove vrste za A.

platys do sada nije potvrden (Dantas-torres et al., 2013).

A. phagocytophilum je detektovana u velikom broju Evropskih zemalja sa promenljivom
prevalencijom u analiziranim krpeljima sakupljenim sa vegetacije. Prevalencija se u
razli¢itim studijama kretala od 0% do preko 30% %. U Portugalu je ona iznosila od 0,3%
do 6,9% (Carvalho et al., 2008; Richter & Matuschka, 2012), Spaniji 3,7% do 20,5% (Portillo
et al., 2011; Ruiz-fons et al., 2012), Italiji 1,5% do 24,4% (Capelli et al., 2012; Cinco et al.,
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1997), Nemackoj od 1,0% do 17,4% (Hartelt et al., 2004; Silaghi et al., 2012), Poljskoj 2,5%
do 19,2% (Richter & Matuschka, 2012; Stariczak et al., 2002), Srbiji 1,9% do 13,9% (S
Tomanovi¢ et al., 2010; Tomanovi¢ et al., 2013), odnosno do 33.9% u Bugarskoj (Christova

et al., 2001).

Prisustvo DNK A. phagocytophilum dokazano je kod pasa u viSe Evropskih zemalja sa
prevalencijom od 0,3% u Hrvatskoj (Huber et al., 2017) do 7,5% u Italiji (Alberti et al.,
2005), dok su seroloska ispitivanja kod pasa pokazala generalno vece vrednosti
seroprevalencije, od 8,76% u centralnoj Italiji (Ebani et al., 2008), 9% u mesovitom uzorku
od pasa iz Spanije, Portugala i Italije (René-Martellet et al., 2015a), 26,1% u Srbiji
(Kovacevi¢ Filipovi¢ et al., 2018) do preko 40% u Nemackoj (Jensen et al., 2007). Malo je
dostupnih podataka o prirodnim infekcijama pasa sa A. platys Sto se objasnjava
subklini¢kim formama bolesti uprkos promenama u vrednosti hematoloskih parametara i
aktivnosti serumskih enzima (Beugnet, 2013). Oskudni su podaci i o prevalencijama i
znacaju A. platys kod divljih kanida $to moZe biti posledica ograni¢enog klinickog znacaja
infekcije ovim patogenom kod pasa u Evropi ili zbog ¢injenice da vecina studija koja se
bavi ispitivanjem prevalencija krpeljima prenosivih patogena kod razli¢itih domacina

jednostavno nisu ukljucivale detekciju A. platys (Otranto et al., 2015a).

Nasuprot tome, postoji veéi broj istrazivanja koja su se bavila prirodnim domacinima
rezervoarima za A. phagocytophilum u Evropi i svetu (Stuen et al., 2013a; Zele et al., 2012).
Transovarijalni nacin transmisije do sada nikad nije potvrden kod krpelja roda Ixodes koji
su ukljuceni u prenosenje uzro¢nika anaplazmoze razli¢itim domacinima ki¢menjacima.
Verovatnu ulogu domacina i rezervoara za A. phagocytophilum ima vise vrsta sisara. Pored
domacih prezivara (goveda, ovce, koze), konja, ptica i ljudi, A. phagocytophilum je
detektovana kod viSe vrsta malih sisara (rodovi Apodemus, Myodes, Microtus,..) i nekoliko

vrsta divljih prezivara (jeleni, divokoze, mufloni,..) samo u Evropi (Stuen et al., 2013).
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2.1.5 Epizootiolosko-epidemioloski aspekti rikecioze, Kju groznice, tularemije,
bartoneloze

Zajednicka karakteristika uzro¢nika navedenih oboljenja je da u njihovom Sirenju i
odrzavanju krpelji kao vektori mogu imati epizootiolosko-epidemioloski znacaj, mada to
nije jedini nac¢in njihovog odrzavanja i Sirenja u prirodi. Radi mogucénosti primene
odredenih mera u svrhu prevencije oboljenja izazvanih ovim uzro¢nicima, neophodo je
poznavanje svih elemenata enzootskog ciklusa tj. svih domacina, vektora i rezervoara

vaznih sa epidemiolosko-epizootioloskog aspekta.

2.1.5.1 Rikecioza

Rikecioze su zoonozna oboljenja Siroko rasporstranjena u svetu, izazvane gram-
negativnim, obligatno intracelularnim, aerobnim a-proteobakterijama pripadnicima
rodova Rickettsia i Orientia za cije prenosenje su odgovorni artropodni vektori (krpelji,
vasi, buve, grinje) (Portillo et al., 2015). Postoji vise podela u okviru roda Rickettsia, a
najprihvacenija je na grupu rikecija izazivaca tackaste groznice (eng. ,spotted fever
group” SFG), i grupu uzrocnika tifusa (eng. ,typhus group”, TG). Uzro¢nici krpeljima
prenosivih rikecioza pripadaju ,,SFG” grupi i spadaju medu najranije poznate vektorima
prenosive zoonnoze (Parola et al., 2013). Najvazniji vektori i verovatno glavni rezervoari
rikecija u Juznoj, Zapadnoj i Centralnoj Evropi su krpelji D. marginatus i D. reticulatus
(Raoult et al., 2002). Sitni glodari su domacini veceg broja vrsta artropodnih vektora i
predstavljaju najvaznije rezervoare rikecija koje izazivaju oboljenja ljudi i Zivotinja (Han

et al., 2015; Heglasova et al., 2018).

Rickettsia conorii subsp. conorii je glavni etioloski agens rikecioze prenoSene krpeljima u
Evropi i uzro¢nike je Mediteranske tackaste groznice (MTG), a Rhipicephalus sanguineus s.1
je oznacen kao glavni vektor i potencijalni rezervoar na podrucju Mediterana. Poslednjih

decenija, upotrebom molekularnih metoda u klini¢koj praksi potvrdena je i uloga drugih
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vrsta rikecija koje se prenose krpeljima u nastanku oboljenja sa slicnom klinickom slikom
kao kod MTG (Rickettsia helvetica i Rickettsia monacensis koje prenose 1. ricinus krpelji,
Rickettsia massiliae kojoj su vektori krpelji Rhipicephalus sanguineus kompleksa, Rickettsia
aeschlimannii koju prenose Hyalomma spp. krpelji). Klinicka slika rikecioza coveka
izazvanih navedenim uzro¢nicima manifestuje se obi¢no lokalizovanim nekroti¢nim
promenama na kozi, eritemom i limfadenopatijom dok sistemski znakovi oboljenja poput
poviSene telesne temperature ¢esto izostaju. lako geografski polozaj Srbije i prisustvo
vektora krpelja upucuje na postojanje rizika od pojave rikecioze u humanoj populaciji,
postoji malo publikovanih nauénih radova koji se bave ovom problematikom, te je i svest
veterinara i lekara o ovom oboljenju u nasoj zemlji na niskom novu. Prva, i jedina
obljavljena seroloska ispitivanja pacijenata u Srbiji pokazala su prisustvo specifi¢nih
antitela na R. conorii, R. akari i R. typhi sa prevalencijama slicnim kao u zemljama u
regionu (Samardzi¢ et al., 2008). Istrazivanja krpelja u nasoj zemlji potvrdila su prisustvo
R. helvetica (7.7%) i R. monacensis (15.4%) u I. ricinus krpeljima (Radulovi¢ et al., 2011).
Rickettsia conorii subsp. caspia, uzro¢nik Astrakanove groznice u istoimenoj regiji kod
Kaspijskog mora, detektovana je i na Kosovu kod R. sanguineus s.1 krpelja od kojih je
jedan bio poreklom sa coveka a preostali sa pasa (Fournier et al., 2003). Prava
epizootiolosko-epidemioloska situacija rikecioza u nasoj zemlji nije poznata a na osnovu

epidemioloske situacije u zemljama regiona sasvim sigurno i potcenjena (Parola et al.,

2013).

Znacaj Rickettsia spp. u patologiji kod domacih pasa nije do kraja razjasnjen. Nedavna
studija kod pasa u Italiji dovela je u vezu akutno febrilno stanje kod analiziranih pasa sa

prisustvom R. conorii (Solano-gallego et al., 2015).

Studije o ulozi divljih kanida kao potencijalnih vektora i rezervoara za razli¢ite vrste
rikecija u Evropi su oskudna, dok u nasoj zemlji istrazivanja tog tipa do sada nisu vrsena.
Rezultati nedavno sprovedenog istrazivanja o ulozi lisica u epizootiologiji rikecioze u
Italiji, ukazuju na izloZenost lisica rikecijama iz grupe tackastih groznica

(seroprevalencija od 50.3%). PCR-om u R. sanguineus s.I krpeljima sakupljnim sa istih
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zivotinja dokazano je prisustvo R. massiliae, R. aeschlimannii i R. slovaca (Ortufio et al.,
2018). Kod Rhipicephalus turanicus krpelja sakupljenih sa lisica u Izraelu dokazano je
prisustvo R. massiliae (Keysary et al., 2011) a kod R. sanguineus s.1 krpelja porekloma sa
Sakala u Alziru (Leulmi et al., 2016). Uloga divljih kanida u eko-epidemiologiji rikecija
,SFG" grupe ostaje nepoznata i zahteva dalja istraZivanja u cilju rasvetljavanja njihovog

znacaja kao potencijalnih vektora i rezervoara ovih uzro¢nika.

2.1.5.2 Kju groznica

Kju groznica (eng. Q Fever), je Siroko rasprostranjna bakterijska zoonoza za ¢iji nastanak
je odgovorna Coxiella burnetii. To je mali, (0,2-0,4 pm x 0,4-1,0 pm) obligatno intracelularni
kokobacili koji se po gramu boje negativno. Oboljenje ljudi uzrokovano ovim tada
nepoznatim agensom prvi put je opisano u gradu Brizbejnu u Australiji kod radnika u
klanici koji su dolazili u kontakt sa inficiranim Zzivotinjama i njihovm izlu¢evinama
(Derrick, 1937). U priblizno isto vreme, istrazivaci iz SAD u Montani, izolovali su do tada
nepoznatog infektivnog agensa sa zoonoznim potencijalom iz D. andersoni krpelja i
uspesno dokazali vektorsku ulogu ove vrste u transmisiji patogena sli¢nog rikecijama
laboratorijskim Zzivotinjama kao i transovarijalni i transstadijalni prenos kod krpelja
(Davis et al., 1938). Kasnija istrazivanja potvrditi ¢e da se u oba slucaja radilo o istom
mikroorganizmu koji je u cast istrazivaca Heralda Koksa i Frank Burneta, koji su ga

nezavisno prvi put izolovali, dobio naziv Coxiella burnetii (Philip, 1948).

U Evropi, uzro¢nik je prvi put potvrden tokom izbijanja epidemije u glavhom gradu
Greke, Atini 1943. godine. Tokom II svetskog rata, epidemije tzv. ,balkanskog gripa” su
se javljale medu nemackim vojnicima stacioniranim na Balkanskom poluostrvu, a kao
uzrocnik ovog oboljenja slicnom gripu, potvrdena je C. burnetii (Caminopetros, 1948).
Danas, kju groznica ima kosmopolitski karakter i pojava ovog oboljenja potvrdena je na

svim kontinentima osim Antarktika. Epidemija najve¢ih razmera do sada u svetu
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dogodila se u Holandiji, kada je od 2007. do 2010. godine po procenama obolelo preko
40.000 ljudi dok je 14 osoba smrtno stradalo. Kao glavni razlog izbijanja epidemije
prepoznat je porast inteziteta uzgoja koza u ovoj zemlji koje su posluzile kao izvor
infekcije za ljude (Speelman, 2007). U nasoj zemlji, kju groznica se endemo-epidemijski
odrzava na podrudju Vojvodine, a sporadi¢na pojava bolesti prisutna je u centralnoj Srbiji

(Nedic¢ et al., 2003).

Infekcija najcesce usledi aerogeno, inhalacijom kontaminiranog aerosola, a transmisija je
moguca i direktanim kontaktom sa zaraZenim Zzivotinjama i njihovim izluc¢evinama,
ingestijom kontaminiranog nepasterizovanog mleka. Osim navedenog zabeleZeni su i
slucajevi oboljevanja nakon uboda zaraZenog krpelja, transfuzije krvi i koitusa (Eldin et

al., 2017).

Kod ljudi obolelih u akutnoj formi, pored povisene telesne temperature i ostalih gripu
sli¢cnih simptoma, moZze dodi i do zapaljenja pluca, hepatitis, a rede do oboljenja srca i
nervnog sistema. Posledica perzistentne fokalne infekcije (u literaturi opisane i kao
hroni¢na forma bolesti) je u najveéem broju slucajeva pojava endokarditisa. Rede se
javljaju infekcije krvnih sudova hepatitis, pneumonija i oboljenja kostano-zglobnog
sistema (Kampschreur et al., 2015; Matthieu & Raoult, 2017). Razli¢ite klinicke
manifestacije bolesti, dovode se u vezu sa razli¢itom virulencijom pojedinih sojeva C.
burnetii i imunolo$kim osobenostima i predisponirajuéim faktorima samog domacina

(Spyridaki et al., 1998).

Infekcija domacih i divljih zivotinja sa C. burnetii je najées¢e asimptomatska, a ukoliko se
ispolji patogeno delovanje (naj¢es¢e kod goveda, ovaca i koza) ono se manifestuje
abortusima gravidnih jedinki ili pojavom bronhopneumonije. Doma¢i prezivari koji su
¢esto inaparentno inficirani se smatraju glavnim izvorom infekcije za ljude (Guatteo et al.,
2011), dok se u urbanim sredinama potencijalnim izvorima smatraju i psi i macke
(Buhariwalla et al., 1996; Shapiro et al., 2017). Na epizootiolosko-epidemioloski znacaj

pasa u pogledu kju groznice u Srbiji ukazuju rezultati skorasnjeg istraZivanja u kome je
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ukupna seroprevalencija na antigene C. burnetii kod analiziranih pasa bila 29,52% dok je
molekularnim metodama DNK C. burnetii potvrdena kod 20,95% pasa (Bogunovi¢, 2018).
IstraZivanja sprovedena poslednjih godina ukazuju na ulogu i drugih vrsta domacdih,
morskih i kopnenih sisara, gmizavaca, krpelja i ptica u epidemiologiji kju groznice u
razli¢itim delovima sveta (Anderson et al., 2013; Hirai & To, 1998). Tako su npr. lenjivci
primarni rezervoari do danas najpatogenijeg izolata C. burnetii u Francuskoj Gvajani
(Eldin et al., 2015). Uloga divljih kanida (lisica, vukova, Sakala) kao potencijalnih
rezervoara C. burnetii je slabo istrazena. Krpelji igraju veoma vaznu ulogu u
epizootiologiji i epidemiologiji kju groznice, iako njihovo prisustvo nije neophodno za
transmisiju infekcije sa zaraZenih na prijemcive jedinke. Zbog prisutnog transstadijalnog i
tranovarijalnog prenosa uzrocnika te parazitiranja na velikom broju razli¢itih prijem¢ivih
domacina, krpelji su odgovorni su za odrZavanje, prenosenje medu razli¢itim vrstama
ki¢menjaka i Sirenje C. burnetii u prostoru. Zbog toga se krpelji smatraju glavnim
prirodnim rezervoarima ovog patogena (Porter et al., 2011). Znacaj krpelja u eko-
epidemiologiji kju groznice se moze ilustrovati ¢injenicom da je prisustvo C. burnetii
detektovano kod vise od 50 vrsta krpelja, a eksperimentalna infekcija laboratorijskih
zivotinja inficiranim krpeljima dokazana je za I. holocyclus, H. bispinosa, R. sanguineus i D.
andersoni (Eldin et al., 2017; Porter et al., 2011). Nedavno sprovedena studija u Srbiji
pokazala je prisustvo DNK C. burnetii kod R. sanguineus krpelja sakupljenih sa pasa
lutalica poreklom sa teritorije grada Beograda. Kod analiziranih krpelja potvrdena je
ukupna prevalencija od 10.53% (Bogunovi¢ et al., 2018). Pored ekskrecije uzro¢nika
pljuvackom, znacajno je izlucivanje C. burnetii putem fecesa krpelja u velikim
koncentracijama (102 mikroorganizama po gramu fecesa) Sto s obzirom na veliku
otpornost i visoku virulenciju C. burnetii, predstavlja veoma znacajan izvor infekcije za
druge prijemcive jedinke koje se mogu inficirati kontaktno ili aerogeno, kontaminiranim

aerosolom (Porter et al., 2011).
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2.1.5.3 Tularemija

Tularemija je bakterijska zoonoza od koje moZze da oboli veliki broj domacina. Uzro¢nik
tularemije je Francisella tularensis, pripadnik familije Francisellaceae i klase Gamma
proteobacteria. To su sitni, gram-negativni, nepokretni, aerobni, fakultativno intracelularni
koobacili koji se zbog izrazite virulencije svrstavaju u grupu A potencijalnih
bioteroristickih agenasa (Dennis et al., 2001). Dve podvrste su znacajne sa epizootiolosko-
epidemioloskog aspekta: najpatogenija F. tularensis subsp. tularensis (ili tip A, u okviru
koga postoje podtipovi Ala, Alb i A2 ) i F. tularensis subsp. holarctica (tip B, sa
biovarijetetima I, II i III/japonica). F. tularensis subsp. tularensis je prisutna samo u
Severnoj Americi dok je F. tularensis subsp. holarctica rasprostranjena Sirom Severne
hemisfere i jedina je podvrsta prisutna u Evropi (Keim et al., 2007). Bolest je prvi put
opisana 1912. godine u okrugu Tulari, Kalifornija (SAD), kao oboljenje glodara sli¢cno
kugi. Nedugo zatim prepoznata je i kao vrlo ozbiljna zoonoza koja ponekad ima i fatalan
ishod po pacijenta (Francis, 1925; McCoy & Chapin, 1912). Epidemijski potencijal
uzrocnika tularemije postaje jasan tokom tridesetih i ¢etrdesetih godina XX veka kada u
Evropi i Sovjetskom Savezu dolazi do pojave velikih epidemija (Karpoff & Antonoff,
1936; Silchenko, 1957), i slucajeva epizootija u SAD (Francis, 1937; Jellison & Kohls, 1955).
Druge Francisella spp. kao npr. F. novicida, F. hispaniensis i F. philomiragia, takode se
dovode u vezu sa oboljenjem ljudi i Zivotinja ali o ulozi ovih vrsta u patologiji ljudi i

zivotinja ima malo dostupnih podataka. Veruje se da su manje patogene od F. tularensis

(Huber et al., 2010; Kingry & Petersen, 2014; Relich et al., 2015).

Tularemija se danas javlja u mnogim zemljama severne hemisfere, a endemska Zarista
odavno postoje u Rusiji, Turkmenistanu i Kazahstanu, Finskoj i Svedskoj (Hestvik et al.,
2015; Olsufiev, 1977). Zemlje isto¢ne Evrope na godi$njem nivou prijavljuju slucajeve
oboljenja kod ljudi, dok se bolest sporadi¢no javlja u kontinentalnom delu zapadne
Evrope. Epidemije novijeg datuma u Evropi u kojima je obolelo viSe stotina pacijenata,

registrovane su u Portugalu, Spaniji, Svedskoj, Bugarskoj i na Kosovu (De Carvalho et al.,
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2007; Eliasson et al., 2002; Kantardjiev et al., 2006; Pérez-Castrillon et al., 2001; Reintjes et
al., 2002).

Uprkos naporima istrazivaca Sirom sveta, ekologija F. tularensis nije do kraja shvacena a
posebno su neistrazeni ciklusi prenosa uzro¢nika i ekoloske razlike medu razli¢itim
podvrstama i grupama Francisella spp. (Keim et al, 2007). Prisustvo F. tularensis
potvrdeno je kod vise od 300 vrsta sisara, ptica, vodozemaca i bezki¢menjaka (krpelji,
komarci i druge artropode) te je definisanje specifi¢cnog transmisionog ciklusa jako
komplikovano (Keim & Wagner, 2009). Prepoznata su dva glavna ciklusa: terestri¢ni i
akvati¢ni. U suvozemnom ciklusu, gde predominantno cirkulie F. tularensis subsp.
tularensis, najvazniji domacini rezervoari su kuniéi, zecevi i drugi glodari, dok se F.
tularensis subsp. holarctica vezuje za vodena stanista i domacine kao $to su dabrovi,
bizamski pacovi i vodene voluharice. Prepoznata je i uloga protozoe Acanthamoeba
castellanii kao rezervoara uzrocnika tularemije u akvati¢cnom ciklusu (Abd et al., 2003;
Carvalho et al., 2014). Artropodni vektori igraju znacajnu ulogu u transmisiji tularemije
medu razli¢itim sisarima. U istocnom delu Severne Amerike krpelji su prepoznati kao
glavni vektori F. tularensis. Kod najmanje trinaest vrsta krpelja iz rodova: Amblyomma,
Dermacentor, Haemaphysalis i Ixodes je dokazano prisustvo uzro¢nika tularemije (Hopla,
1974). U Nevadi, Juti i Kaliforniji najc¢es¢i vektori tularemije su obadi iz roda Chrysops.
Nekoliko epidemija u Juti je bilo je povezano sa tabanidom Chrysops discalis (Jellison,
1950). U bivéem Sovjetskom Savezu dokazana je transmisija uzroc¢nika tularemije
komarcima rodova Aedes, Culex, Anopheles i krpeljima roda Ixodes a prepoznata je i
vektorska uloga obada iz familije Tabanidae (Krinsky, 1976; Olsufiev & Dunayeva, 1970).
Krpelji D. reticulatus i I. ricinus su vazni vektori uzro¢nika tularemije u centralnoj Evropi.
F. tularensis je sa prevalencijom od 2,3% potvrdena kod krpelja D. reticulatus iz Cegke i
Austrije (Hubalek et al.,, 1998), kod D. reticulatus i I. ricinus i H. concinna krpelja u
Slovackoj sa prevalencijom od 0.5-2% (Gurycova et al.,, 1995) dok je prevalencija od
0,27% zabeleZena kod D. reticulatus i H. concinna krpelja u Madarskoj (Kreizinger et al.,

2013). Kod I. ricinus krpelja sakupljenih sa vegetacije u naSoj zemlji potvrdena je
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prevalencija od 3,8% na prisustvo F. tularensis (Milutinovi¢ et al., 2008), a prisustvo ovog
patogena kod I. ricinus krpelja potvrdeno je i u koinfekciji sa vrstama iz kompleksa B.

burgdorferi s.1. (Milutinovié et al., 2008; Tomanovi¢ et al., 2010).

Covek se moze inficirati na vise nac¢ina: ubodom inficiranog artropodnog vektora,
kontaktom sa inficiranim tkivima Zivotinja i njihovim izlucevinama, zatim ingestijom ili
direktnim kontaktom sa vodom, hranom i zemljistem u kome je prisutan uzroc¢nik.
Aerogena infekcija moZe da usledi inhalacijom kontaminiranog aerosla (Ulu-kilic &
Doganay, 2014). Ljudi se najc¢esce inficiraju sa F. tularensis subsp. tularensis u kontaktu sa
inficiranim glodarima iz reda Lagomorpha ili ubodom inficiranih insekata. Komarci se
smatraju glavnim vektorima za F. tularensis subsp. holarctica ¢ije je ekologija vezana za
reke, potoke i plavna podrucja (Keim et al., 2007; Lundstrom et al., 2011; Thelaus et al.,
2014). Klini¢ka iskustva i epidemiologki podaci u Finskoj i Svedskoj podrzavaju ulogu
komaraca u transmisiji F. tularensis (Christenson, 1984; Eliasson et al., 2002). Prvi
simptomi kod ljudi su obi¢no nespecifi¢ni i uklju¢uju povisenu telesnu temperaturu,
drhtavicu, bolove u telu i umor. Postoji Set glavnih klini¢kih manifestacija tularemije kod
ljudi. Podela je izvrSena na osnovu dominantnih simptoma na: ulceroglandularnu,
glandularnu, okuloglandularnu, orofaringelanu, plué¢nu i tifoidnu tularemiju (Carvalho et
al., 2014). Klinicki simptomi kod domacih Zivotinja zavise od virulencije soja koji je
izazvao infekciju i vrste inficirane Zivotinje. F. tularensis subsp. tularensis izaziva oboljenje
sa ozbiljnijom klinickom slikom doka su infekcije sa F. tularensis subsp. holarctica kod
zivotinja obi¢no subklinicke. Kod zivotinja nisu poznati svi klini¢ki simptomi koji se
javljaju kod tularemije. Opisani su orofaringealni, ulceroglandularni, respiratorni i
tifoidni oblik bolesti koji odgovaraju formama koje se javljaju kod ljudi. Ovce su
najosetljivije na infekciju dok je bolest opisana i kod macaka, konja i mladih svinja. Kod
goveda i pasa infekcija prolazi bez simptoma i ove vrste se smatraju prili¢no rezistentnim
na F. tularensis (Baldwin et al., 1991; Giircan, 2014; Toole et al., 2008). Znakovi i simptomi
tularemije kod divljih Zivotinja nisu dobro dokumentovani a i patomorfoloske promene

su nespecificne. NajceSce se nalazi uvecana slezina i bele, rasute, tackaste nekroti¢ne lezije
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na jetri i slezini. Zecevi i ostali glodari su dosta osetljivi na infekciju uzro¢nikom
tularemije koja kod ovih vrsta ¢esto ima septikemic¢ni karakter (Carvalho et al., 2014).
Zbog cinjenice da klinickim slucajevima tularemije kod ljudi ¢esto prethode pojave bolesti
kod slobodno Zivec¢ih divljih Zivotinja i onih drzanih u zarobljenistvu, od krucijalnog je
znacaja poznavanje distribucije F. tularensis u odgovarajuéim Zzivotinjama rezervoarima
(Splettstoesser et al., 2009). Seroloska istrazivanja pokazala su izloZenost veceg broja vrsta
divljih Zivotinja F. tularensis (Olsufiev & Dunayeva, 1970, WHO, 2007). Nedavno
sprovedeno serolosko istrazivanje u Nemackoj kod nekoliko vrsta divljih zivotinja otkrilo
je znacajan broj seropozitivnih lisica na F. tularensis (18,4%) i ukazalo na znacaj ove divlje
kanide kao bioloskog indikatora za uzro¢nika tularemije (Kuehn et al., 2013). Studije o

ulozi Sakala u epizootiologiji i epidemiologiji tularemije do sada nisu vrsene.

2.1.5.4 Bartoneloza

Bartoneloza je zoonotska, vektorima prenosiva zarazna bolest Siroko rasporostranjena u
svetu. Uzroc¢nici ovog oboljenja su vrste bakterija roda Bartonella koji pripada porodici
Bartonellaceae, i alfa-2 podgrupi alfaproteobakterija zajedno sa rodovima Rickettsia i
Brucella (Sanchez Clemente et al., 2012). Vecina ovih bakterija su pleomorfni gram-
negativni, aerobni, fakultativno intracelularni kokobacili ili bacilarni stapici (0,6-1,0 um).
Do 1993. godine u rodu Bartonella bila je samo jedna vrsta: B. bacilliformis. Od tada,
izmenama u taksonomskoj klasifikaciji pridruzivanjem rodova Rochalimea i Grahamella
kao i opisom novih vrsta unutar roda, broj se znacajno povecao. Trenutno je zvani¢no
opisano tridest i pet Bartonella spp. a jos nekoliko predlozeno kao , kandidat vrste”. Za
njih sedamnaest je prepoznato da imaju epizootiolosko-epidemioloski znacaj, tj. dovode

se u vezu sa oboljenjima ljudi i Zivotinja (Breitschwerdt, 2017; Gomes & Ruiz, 2017).

Posmatrano sa aspekta humane i veterinarske medicine, najve¢i znacaj se pridaje B.
henselae, B. vinsonii subsp. berkhoffi i B.koehlerae, vrstama koje inficiraju macke, pse, konje a

takode imaju i zoonotski potencijal. B. bacilliformis i B. quintana su prepoznate kao vazni
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patogeni u humanoj populaciji a primati se smatraju domacinima rezervoarima za ove
vrste (Breitschwerdt et al., 2013). Bakterijemija izazvana sa B. henselae potvrdena je kod
pasa, krava, konja, morskih sisara, morskih kornjaca i malih terestri¢nih sisara $to u
mnogome komplikuje epizootiolosko-epidemiolosku situaciju ove medicinski znacajne
vrste (Breitschwerdt, 2014). B. vinsonii subsp. berkhoffii je prvi put izolovana kod psa sa
endokarditisom a kasnije je ova podvrsta potvrdena i kod macaka, kojota, lisica, jelena,
konja i obolelih ljudi (Breitschwerdt, 2014; Chomel et al.,, 2009). Sve patoloske
manifestacije izazvane infekcijom razli¢itim Bartonella spp. kod macaka, pasa, vedine
drugih Zivotinjskih vrsta i ljudi do danas nisu istraZene. Najc¢esSce se patogeno delovanje
ispoljava u vidu endokarditisa, miokarditisa i patologijom vezanom za krvne sudove
(vaskulitis, tromboze, aneurizme, neoplazije endotela krvnih sudova), limfadenopatije

(Breitschwerdt, 2017).

Bartonella spp. su visoko prilagodene svojim sisarskim domacinima u kojima ove
bakterije izazivaju dugotrajnu intra-eritrocitnu bakterijemiju ili endoteliotropnu infekciju
desto bez ispoljavanja klinickih simptoma (Breitschwerdt et al., 2010; Breitschwerdt &
Kordick, 2000). Sve veéi broj novootkrivenih domacih i divljih Zivotinja dokazanih i
potencijalnih rezervoara za Bartonella spp. (goveda, ovce, psi, macke, sitni glodari, zecevi,
jeleni, kojoti, lisice) ukazuje na Siru distribuciju uzro¢nika i ve¢i znacaj bartoneloze u

epizootiologiji i epidemiologiji nego sto se do sada mislilo (Breitschwerdt, 2017, 2014).

Istrazivanja novijeg datuma ukazuju na sve veéi broj potvrdenih i potencijalnih
artropodnih vektora za uzro¢nike bartoneloze medu razli¢itim populacijama zivotinja i sa
zivotinja na ljude, medu kojima je veci broj insekata koji bodu i sisu krv, poput obada,
buva, vasi. Poslednjih godina se sve veci znacaj pridaje i krpeljima kao vektorima
razli¢itih Bartonella spp. (Billeter et al., 2008; Breitschwerdt, 2017). Prirodna infekcija
ki¢menjackih domacina usledi preko artropodnih vektora prilikom uzimanja krvnog
obroka. Znacajan nacin transmisije Bartonella spp. je i preko fecesa artropodnih vektora
(Finkelstein et al., 2002). Epidemioloski dokazi i studije eksperimentalnog prenosa

ukazuju na vaznu ulogu macije buve (Ctenocephalides felis) u transmisiji Bartonella spp.
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medu mackama, psima i drugim sitnim sisarima u ¢itavom svetu (Billeter et al., 2008). C.
felis dokazano prenosi B. henselae, B. clarridgeae, B. koehlerae, i potencijalni je vektor za B.
quintana, (Breitschwerdt, 2014; Kernif et al., 2014). Macke se smatraju glavnim
domacinima rezervoarima zoonoznih Bartonella spp. a zbog svoje Siroke
rasprostranjenosti u populaciji macaka i pasu u Evropi, C. felis je prepoznat kao glavni
artropodni vektor Bartonella spp. infektivnih za ¢oveka (Iannino et al., 2018; Traversa,
2013). Kada se razmatra uloga krpelja kao vektora za Bartonella spp. objavljeni rezultati
vise naucnih studija ukazuju na njihovu potencijalnu ulogu u transmisiji uzro¢nika
bartoneloze iako do sada njihova uloga kao vektora nije jasno potvrdena (Angelakis et al.,
2010; Billeter et al., 2008; Iii & Wormser, 2010). Generalno, uzimajué¢i u obzir sve
dokazane i potencijalne domacine i rezervoare za razli¢ite Bartonella spp. mnogo je
nepoznanica o nacinu cirkulisanja ovih patogena u enzootskim ciklusima te su dalja
epizootiolosko-epidemioloska istrazivanja od krucijalnog znacaja u cilju boljeg

razumevanja kompleksne eko-epidemiologije uzro¢nika bartoneloze.

2.1.6 Epizootiolosko-epidemioloski aspekti lajsmanioze

Lajsmanioza je Siroko rasprostranjena, vektorima prenosiva zoonoza koju izaziva vise
vrsta intracelularnih protozoa iz roda Leishmania (klasa Kinetoplastida, familija
Trypanosomatidae) i od koje moze da oboli viSe vrsta sisara. Transmisija Leishmania spp.
se odvija posredstvom flebotomina, tj. peSéanih musica (Diptera, Psychodidae) a
vektorsku ulogu ima preko devedeset vrsta ovih hematofagnih artropoda. Lajsmanioza se
endemski javlja Sirom tropskog i suptropskog pojasa Azije, Afrike, Amerike i u
Mediteranskom basenu a bolest je registrovana u oko 89 drzava (Torres-Guerrero et al.,
2017). Na osnovu klinickih manifestacija, lajSmanioza je podeljena na kutanu
(lokalizovana i dieseminovana), muko-kutanu i visceralnu (kala-azar, crna bolest) formu
bolesti. Od svih sluc¢ajeva visceralne lajSmanioze na godisnjem nivou u svetu, njih 90% je

poreklom iz Bangladesa, Brazila, Etiopije, Indije, Juznog Sudana i Sudana, dok oko 70%
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slucajeva kutane forme bolesti se prijavljuje u Avganistanu, AlZiru, Brazilu, Kolumbiji,
Kostariki, Etiopiji, Iranu, Sudanu i Siriji (WHO, 2018) a oko jedne tre¢ine prijavljenih
slucajeva svih formi bolesti u svetu poreklom je iz zemalja Mediteranskog basena (Negev
et al., 2015). Epidemioloski znacaj ovog oboljenja moZe se sagledati kroz ¢injenice da
godisnje u svetu od ove bolesti oboli izmedu 1,5 i 2 miliona ljudi, 350 miliona je pod
rizikom, a Zivot izgubi 70.000 osoba te je druga parazirska bolest u svetu po smrtnosti
posle malarije. LajSmanioza je od strane Svetske zdravstvene organizacije svrstana u
sedam najvaznijih tropskih bolesti u svetu (WHO, 2018). Porast incidencije lajSmanioze
na svetskom nivou dovodi se u vezu sa vise faktora antropogenog porekla od kojih su
najvazniji velike migracije stanovnistva, kréenje Suma, intezivnha urbanizacija i porast

broja oboljenja imunosupresivnog karaktera (Oryan & Akbari, 2016).

Faktori koji uti¢u na pojavu bolesti ukljucuju: parazita tj. razli¢ite vrste roda Leishmania
(patogenost, virulencija,..), flebotomine kao vektore i faktore Zivotne sredine, te samog
domacina (osetljivost, imunokompetencija,..). U okviru roda Leishmania, oko 20 vrsta se
smatra patogenim i dovodi u vezu sa nekom od klini¢kih formi lajSmanioze. Geografska
distribucija pojedinih vrsta razlikuje se medu zemljama c¢ija je zajednicka odlika
suptropska klima. Novija istrazivanja zasnovana na molekularnim metodama ukazuju da
bi broj vrsta roda Leishmania mogao biti znacajno veéi nego Sto je do sada opisano i
sugeriSu na potrebu za odredenim promenama u sistematici lajSmanija (Schonian et al.,
2010). Sve Leishmania spp. su na osnovu anatomskih razlika u mestu na kome se obavlja
njihov razvoj u crevu pescéanih musica podeljenje u dva podroda: Leishmania (razvoj u
prednjem i srednjem delu creva), kome pripadaju vrste zastupljene u zemljama Novog
(Amerika) i Starog sveta (Evropa, Azija i Afrika) i Viannia (razvoj u prednjem, srednjem
ali i u kaudalnim delovima alimentarnog kanala tj. pilorusu, ileumu i rektumu), sa
vrstama prisutnim samo u zemljama Novog sveta (Rioux et al., 1990). U podrodu Viannia
nalaze se Leishmania braziliensis (najse¢¢i uzro¢nik kutane i muko-kutane forme) zatim L.
guyanensis, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi, L. peruviana, L. panamensis i L. colombiensis, vrste

koje su prisutne na podruc¢ju JuZne i Centralne Amerike i znacdajni su uzrocnici
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lajSmanioze ljudi u tom delu sveta. Vrste znacajne sa epizootiolosko-epidemioloskog
aspekta u podrodu Leishmania su: L. amazonensis, L. chagasi, L. mexicana, L. pifanoi, L.
venezuelensis prisutne u Latinskoj Americi dok su u zemljama Starog sveta od znacaja: L.
infantum, L. donovani, L. tropica, L. major, L. aethiopica. Sve nabrojane vrste se javljaju kao
uzrocnici kutane forme bolesti dok su L. donovani i L. infantum kompleks vrsta glavni
uzrocnici visceralne lajSmanioze, a opisano je nekoliko slucajeva ove forme bolesti
uzrokovane i sa L. tropica. Za visceralnu lajSmaniozu kod dece u zemljama Starog sveta
vezuje se L. infantum, dok se ista vrsta endemski ili sporadi¢no javlja kao uzro¢nik
visceralna lajsmanioze u zemljama Novog sveta sa klinickim manifestacijama sli¢nim
onim kod pacijenata obolelih od ove forme bolesti u Evropi. Kutane lezije izazvane sa L.
infantum se najcescée vidaju u regionu Mediteranskog basena gde je ova vrsta ponajvise

zastupljena, te je i najcesc¢i uzro¢nik kutane forme bolesti u zemljama Juzne Evrope.

Na teritoriji Evrope od epizootiolosko-epidemioloskog znacaja su tri vrste Leishmania: L.
infantum, koja je najznacajniji uzro¢nik lajSmanioze pasa u Evropi i uzro¢nik kutane i
visceralne forme bolesti kod ljudi u zemljama Mediteranskog basena i dve
antroponoticne vrste L. tropica i L. donovani koje su odgovorne za sporadi¢nu pojavu
kutane i visceralne lajSmanioze uglavnom u Gr¢koj i na Kipru (Mazeris et al., 2010).
Mada retko, L. infantum moze izazvati oboljenje i kod domacih macaka (Pennisi et al.,
2013). Transmisija L. infantum usledi vektorima sa domacih pasa koji su prepoznati kao
glavni rezervoari, dok se L. tropica prenosi flebotominama sa coveka na coveka
(Preadynhmacuk, 2010). Autohtoni slucajevi lajsmanioze potvrdeni su u Spaniji,
Portugalu, Francuskoj, Italiji, Gr¢koj, Kipru, Malti, Hrvatskoj, Albaniji, Bugarskoj i
Turskoj a endemski se javlja i na jugu naSe zemlje (Daki¢ et al.,, 2009a; Pace, 2014).
Uobicajeno je da lajSmanioza u Evropi ima endemski karakter, mada su nedavno
zabelezene epidemije ove bolesti u Italiji i Spaniji (Arce et al., 2013; Varani et al., 2013).
Znacajno je napomenuti da se poslednjih godina beleZi Sirenje infekcije lajsmanijama ka
severnijim delovima Evrope (Maroli et al., 2008), a takode je potvrdeno i prisustvo

vektora, peS¢anih musica u zemljama centralne Evrope (Ivovi¢ et al., 2015; Poeppl et al.,
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2013). Muko-kutana forma bolesti se vida retko u zemljama Starog sveta ali moZe biti
uzrokovana bilo kojom od pomenutih vrsta i obicno se javlja kod
imunokompromitovanih pacijenata. Diseminovana kutana forma se dovodi u vezu sa L.
aethiopica, dok kod imunosuprimiranih pacijenata simptome karakteristi¢ne za ovaj tip

bolesti mogu da izazovu i druge vrste Leishmania.

2.1.6.1 Razvojni ciklus Leishmania spp.

Postoje dve glavne morfoloske forme u Zivotnom ciklusu Leishmania: ekstracelularna,
pokretna forma- promastigoti, duzine od 12-20 pm koje karakteriSe prisustvo duge
flagele u obliku bica i kao takve prisutne su u digestivnom traktu svojih artropodnih
vektora, i intracelularna, nepokretna forma- amastigoti, velicine od 3-5 pm koji
parazitiraju u ¢elijama monocitno-makrofagnog sistema svojih sisarskih domacina (Bates,
2009; Hommel, 1999). Razvoj i umnoZzavanje amastigota u inficiranim ¢elijama domacina
odvija se do momenta lize Celije pri ¢emu oslobodeni paraziti napadaju nove, zdrave
¢elije (Hommel, 1999). Nakon $to amastigoti prilokom uzimanja krvnog obroka dospeju u
digestivni trakt peScane musice oni se ponovo transformisu u flagelatne, pokretne
promastigote. Razvoj u vektoru traje od 4 do 18 dana Sto zavisi od vrste parazita i
temperature na nacin da niZze temperature usporavaju razvoj parazita u vektorima a vise
pospesuju (Torres-Guerrero et al., 2017). Promastigoti su i forma parazita koja je prisutna
in vitro, u Celijskim kulturama nakon zasejavanja materijala poreklom od inficiranih ljudi,
pescanih musica i zivotinja rezervoara (Santarém et al., 2014). Razvojni ciklus Leishmania

spp. prikazan je na slici 7.
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Slika 7. Razvojni ciklus Leishmania spp. (prema: Esch & Petersen, 2013)

2.1.6.2 Vektori Leishmania spp.

Zenke pescanih musica iz roda Phlebotomus u zemljama Starog sveta i roda Lutzomyia u
Americi su jedini do sada dokazani vektori uzro¢nika lajsmanioze. Medu preko 800 do
sada opisanih vrsta flebotomina, za njih 98 je dokazana vekotrska uloga ili su prepoznate
kao potencijalni vektori za Leishmania spp. (42 vrste roda Phlebotomus, i 56 vrsta iz roda
Lutzomyia). Flebotomine zaraZene lajSmanijama cesto se viSe puta hrane na istom

domacinu ¢ime se povecava verovatnoca za prenos infekcije (Killick-Kendrick, 1999; Pace,
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2014). Hipoteza po kojoj se Leishmania spp. mogu prenositi ubodom ili ugrizom drugih
artropodnih vektora (krpelji, buve,..) nije eksperimentalno potvrdena (Dantas-Torres,
2011; Killick-Kendrick, 1999). U zemljama Starog sveta, ukupan broj dokazanih ili
potencijalnih vektora uzro¢nika lajzmanioze broji 42 vrsta, od ¢eka je njih 20 odgovorno
za transmisiju L. infantum, (Phlebotomus ariasi, P. balcanicus, P. chinensis, P. galileus, P.
halepensis, P. kandelakii, P. langeroni, P. longicuspis, P. longiductus, P. major s.l., P. neglectus,
P. vperfiliewi, P. perniciosus, P. sichuanensis, P. smirnovi, P. syriacus, P. tobbi, P.
transcaucasicus, P. turanicus, P. wui), Sest vrsta prenosi L. donovani (P. argentipes, P. celiae, P.
longiductus, P. martini, P. orientalis, P. vansomerenae), po sedam L. major (P. ansarii, P.
caucasicus, P. duboscqi, P. mongolensis, P. papatasi, P. salehi, P. bergeroti) i L. tropica (P.
aculeatus, P. arabicus, P. chabaudi, P. gquggisbergi, P. rossi, P. saevus P. sergenti) a tri vrste
flebotomina (P. longipes, P. pedifer, P. sergenti) se dovode u vezu sa transmisijom L.
aethiopica. Pravilo je da jedna vrsta flebotomine prenosi jednu vrstu Leishmania, sa
izuzetkom Phlebotomus sergenti koji je u delovima Etiopije vektor za L. tropica i L.
aethiopica, i Phlebotomus alexandri koji je vektor za vrste kompleksa L. donovani (L. donovani
s.s. i L. infantum) u Kini a verovatno i u drugim zemljama (Gebre-Michael et al., 2004;
Maroli et al., 2013). Prethodna faunisticka istrazivanja na teritoriji Srbije potvrdila su
prisustvo: Phlebotomus papatasi, P. perfiliewi, P. tobbi, P. neglectus, P. simici, P. sergenti i P.
balcanicus, dok je nedavno na teritoriji Vojvodine potvrdeno i prisustvo vrste P. mascittii

(Vaselek et al., 2017; Zivkovié, 1967).

2.1.6.3 Rezervoari Leishmania spp.

U transmisione cikluse lajSsmanioze ukljuceni su ljudi, i veéi broj domacih i divljih
zivotinja. Najces¢i put transmisije na ¢oveka je sa Zivotinja, domacina rezervoara kao sto
su vrste iz reda glodara, torbara, edentatnih sisara zatim majmuna, domacih pasa i divljih
kanida (Baneth et al., 2016). Samo nekoliko vrsta lajSmanija se posredstvom flebotomina

prenosi sa ¢oveka na ¢oveka (npr. L. tropica i L. donovani) (Quinnell & Courtena, 2009). U
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urbanom transmisionom ciklusu, domaci psi su oznaceni kao glavni rezervoari L.
infantum, i predstavljaju izvor infekcije za druge pse i ljude u Evropij, i Sire (na podrucju
sve od Portugala do Kine i u centralnim i juznim delovima Severne Amerike sa
izuzetkom Australije) (Solano-gallego et al., 2011). Silvati¢ni ciklus, prisutan u kisnim
Sumama Amerike i u pustinjama centralne Azije podrazumeva transmisiju lajSmanija
posredstvom flebotomina sa divljih Zivotinja koje igraju ulogu domacina rezervoara a

ljudi su slepi domacdini u slucaju infekcije (Bern et al., 2008).

Potvrdena je infekcija viSe vrsta divljih mesojeda sa Leishmania spp. u Evropi. Prisustvo
lajSmanija potvrdeno je kod: lisice (Vulpes vulpes), vuka (Canis lupus), mrkog tvora
(Mustela putorius), kuna (Martes foina, Martes martes), evropskog jeZa (Erinaceus europaeus),
evropske vidrice (Mustella lutreola), S8akala (Canis aureus), egipatskog mungosa (Herpestes
ichneumon), genete (Genetta genetta), iberijskog risa (Lynx pardinus) i divlje macke (Felis
silvestris). Klinicki znakovi lajsmanioze kod divljih zivotinja su zabeleZeni samo kod lisice

i vuka(Baneth et al., 2014; Millan et al., 2014; Sobrino et al., 2008; Verin et al., 2010).

U vedini slucajeva u regionima gde se lajSmanioza pasa javlja endemski, inficirane su i
divlje kanide. Zbog toga kontrola i prevencija infekcije kod pasa verovatno nije dovoljna
da spreci transmisiju L. infantum na ljude jer divlje kanide mogu predstavljati stalni izvor
infekcije za peS¢ane musice na takvom terenu (Otranto & Dantas-torres, 2013). Opisani su
i slucajevi infekcije lajSmanijama kod domacih macaka (Maia & Campino, 2011; Spada et
al., 2016) i konja (Gama et al., 2014) sa razvojem klini¢kih simptoma, mada uloga ovih
zivotinja kao rezervoara uzroc¢nika ovog oboljenja nije do kraja razjasnjena. Nedavna
epidemija lajmanioze kod ljudi u Spaniji (Arce et al., 2013) koja nije bila u korelaciji sa
porastom prevalencije ovog oboljenja kod pasa i macaka (Mir¢ et al., 2014) navela je na
razmisljanje o ulozi kuniéa (Oryctolagus cuniculus) i ze€eva (Lepus spp.) kao potencijalnih
izvora infekcije u slu¢aju ove epidemije (Jiménez et al., 2014; Molina et al., 2012). Millan i
sar. (2014) zaklju¢uju da crni pacovi (Rattus rattus) i ze¢evi mogu doprineti odrzavanju
lajSmanioze na odredenom podrudju. Rezultati prethodnih studija idu u prilog hipotezi

koja opravdava postojanje silvati¢nog ciklusa lajsSmanioze. Najveéi broj dosadasnjih
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istrazivanja u vezi lajSmanioze sproveden je u endemskim podrucdjima, a sprovedene
studije razmatraju pojedinacne ili ogranic¢en broj faktora od znacaja sa epozootiolosko-
epidemioloskog aspekta za pojavu, sirenje i odrZavanje ovog oboljenja. Otuda postoji
potreba za daljim klinickim, ekoloskim i epidemioloskim studijama u vezi sa ovom
znacajnom vektorskom zoonozom na Sirem podrucju. Ostaje da se istraZi potencijalna

uloga i drugih vrsta Zivotinja u enzootskim ciklusima lajsmanioze.

Studije koje su se bavile ulogom 8akala u epizootiologiji lajsmanioze ukazuju na prisustvo
uzro¢nika ovog oboljenja u populaciji Sakala (Baneth et al., 1998; Khan et al., 2012), a s
obzirom da rezervoari nisu poznati kod nas, istrazivanje uloge Sakala u odrzavanju

lajsmanioze u nasoj zemlji ima poseban znacaj.
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3. CIL] 1 ZADACI ISTRAZIVANJA

Ova doktorska disertacija je imala za cilj definisanje uloge i znacaja zlatnog Sakala (Canis
aureus) u odrzavanju vektorima prenosivih zoonoza (Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.1. ,
Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp.,Coxiella
burneti i Leishmania spp.) na teritoriji Republike Srbije. Zbog naglog povecanja areala i
brojnosti populacije Sakala na teritoriji nase zemlje i malo dostupnih podataka o
epizootiolsko-epidemioloskom znacaju ove divlje kanide u odrzavanju vektorima
prenosivih zoonoznih patogena, postojala je potreba za nau¢nim istraZivanjem ovog tipa.
Pored toga, s obzirom da sistematska istrazivanja krpelja koji parazitiraju Sakale nisu
vrsena, cilj disertacije je bio i prilog poznavanju faune krpelja koji parazitiraju $akale na
istrazivanim lokalitetima, utvrdivanje prisustva krpeljima prenosivih patogena u
sakupljenim krpeljima (Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.1., Rickettsia spp., Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp.,Coxiella burneti) te tumacenje dobijenih

rezultata sa veterinarsko-medicinskog aspekta.

U svrhu ostvarivanja zadatih ciljeva postavljeni su slede¢i nau¢no-istrazivacki zadaci:

e Uzorkvanje tkiva odstreljenih Sakala (slezina,) i ektoparazita krpelja, sa veceg broja

lokaliteta na teritoriji Republike Srbije.

e Laboratorijska obrada sakupljenih uzoraka (identifikacija vrsta, pola i stadijuma

krpelja, ekstrakcija DNK iz uzoraka tkiva i sakupljenih krpelja)
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Molekularna detekcija DNK patogena : (Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.1., Rickettsia
spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Coxiella burnetii i

Leishmania spp.) u uzorcima Sakala i krpelja.

Genotipizacija i karakterizacija detektovanih patogena molekularnim metodama

(sekvenciranje, RFLP).

Statisticka obrada dobijenih rezultata.
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4. MATERIJALI I METODE

41 Opis istrazivanog podrudja

Uzorci tkiva slezine Sakala sakupljeni su od Zivotinja odstreljenih na Sirem podrucju
svakog od ukupno 10 analiziranih lokaliteta (Titel, Sur¢in, Veliko Gradiste, Smederevo,
Smederevska Palanka, Velika Plana, Svilajnac, Negotin, Zajecar, Bela Palanka). Po broju
sakupljenih uzoraka klju¢no je pet lokaliteta: Veliko Gradiste, Smederevo, Svilajnac,
Velika Plana i Surc¢in. Podrudja analiziranih lokaliteta su rasporedeni na Sirokom
prostoru trenutnog areala $akala u nasoj zemlji (Cirovi¢ i sar., 2008). Zajednicka odlika
kljuénih izabranih ispitivanih lokaliteta je da se u njihovim blizinama nalaze ve¢i re¢ni
vodotokovi. Ispitivano podrucje Velikog Gradista je blizu Dunava, podrucdje Smedereva
je na mestu gde se Velika Morava uliva u Dunav, Svilajnac je u blizini reke Resave,
Velika Morava protice kroz podrucje Velike Plane a podrucije Surcina je u blizini Save.
Slivovi veliki reka su prepoznati kao put kojim Sakali Sire svoj areal i kolonizuju Evropu.
Narocito se kao znacajan put Sirenja Sakala u Evropi istice sliv reke Dunav (Zachos et al.,
2009). Podrucja preostalih analiziranih lokaliteta su sa Sireg areala Sakala u nasoj zemlji.
Geografske odlike klju¢nih ispitivanih lokaliteta su da je re¢na nizija prisutna na Sirem
podrudju lokaliteta Smederevo i Surc¢in dok je okolno pobrde prisutno na preostalim
klju¢nim lokalitetima. Na svim lokalitetima sa kojih poti¢u analizirani uzorci dominantno
je prisutno poljoprivredno zemljiste. Srbiju karakteriSe umereno kontinentala klima ¢ije
su odlike relativno hladne i umereno vlaZne zime te umereno topla i susna leta

(Stevanovi¢ & Stevanovié, 1995).
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4.2 Prikupljanje tkiva Sakala

Uzorci tkiva sakupljani su neposredeno po odstrelu Sakala, a u slucaju Zivotinja stradalih
u saobracaju u momentu kada je les naden (u okviru vremenskog perioda u kom nije
doslo do promena na tkivima koje bi ucinile uzorak nepodesnim za molekularne metode
koris¢éene u ovoj studiji). Podaci o mestu odstrela ili mestu gde je nadena pregaZena
zivotinja, polu Zivotinje i datum odstrela ili pretpostavljeno vreme smrti za Zivotinje
stradale u saobracaju, zabeleZeni su za svaku Zzivotinju. U cilju uzimanja adekvatnih
uzoraka vrsena je terenska obdukcija uz postovanje principa obdukcione tehnike u datim
uslovima. Na adekvatan nacin uzeti su uzorci tkiva slezine od svake Zivotinje. Uzorci su
stavljeni u adekvatno obeleZene sterline bocice za urin i postuju¢i hladni lanac
(medicinski transportni hladnjak) dopremljene u laboratoriju Grupe za medicinsku
entomologiju, Instituta za medicinska istrazivanja radi daljih analiza. Do laboratorijskih
analiza uzorci tkiva su ¢uvani u zamrziva¢ima za duboko zamrzavanje na temperaturi od
-80°C. Uzorci analizirani u ovoj doktorskoj disertaciji sakupljeni su tokom perioda od

cetiri godine (januar 2010 god. - februar 2013 god.).

4.3 Prikupljanje krpelja sa Sakala

U slucajevima gde je bilo moguce kratko vreme po odstrelu celo telo Sakala je detaljno
pregledano na prisusvo krpelja. Svi krpelji uoceni inspekcijom su uz pomo¢ entomoloske
pincete uklonjeni sa tela Zivotinje i stavljeni u obeleZene plasticne tubice sa 70%
alkoholom. Svaka tubica je adekvatno oznacena (kolektorski broj, lokalitet i datum, pol

jedinke) i tako transportovana do laboratorije.
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4.3.1 Entomoloski pregled krpelja

Koriste¢i stereo-mikroskop (58-06100, Bresser™) sa mogucénoséu uvecanja do 45 puta,
krpelji su identifikovani do nivoa vste uz pomo¢ klju¢eva za determinaciju (Estrada-Pefia
et al., 2004; Pomerancev, 1950; Walker et al., 2003), odredeni su razvojni stadijumi (nimfe,

muzjaci, Zenke) i definisan je stepen nasisanosti (ne nasisani, umereno nasisani, nasisani)

(Slika 8.).

Slika 8. a- prikaz stereo-mikroskopa koris¢enog za entomoloski pregled krpelja (58-
06100, Bresser™),

44 Izolacija DNK i molekularna detekcija patogena u uzorcima tkiva sakala i krpelja

4.4.1 Izolacija DNK iz slezine $akala

Izolacija DNK je radena iz uzorka tkiva pojedinac¢nih Zivotinja. Uz pomo¢ sterilnih

krvnih lanceta je uzeta mala koli¢ina tkiva slezine (do 20 mg), i stavljena u plasti¢cnu

62



tubicu od 1,5 ml (Ependorf™). Potom su tubice drzane 15 minuta u zamrziva¢u za duboko
zamrzavanje ( na - 80 °C) a zatim je vrSena homogenizacija uzorka uz pomo¢ plasti¢nih
Stapica predvidenih za ovu namenu (Micropestle, Eppendorf™). Procedura izolacije
ukupne DNK iz uzorka tkiva slezine izvedena je upotrebom komercijalnog kita za
izolaciju DNK u sistemu sa kolonicama (Gene Jet Genomic DNA Purification Kit, Fermentas,

Thermo Scientific™), po protokolu proizvodaca za izolaciju DNK iz tkiva sisara.

Procedura se sastojala iz nekoliko koraka:

e U tubicu sa homogenizovanim tkivom slezine dodato je 180 pl rastvora za digestiju i
20 pl enzima proteinaze K. Sadrzaj tubice je promeSan na vortex mesalici do
postizanja uniformne suspenzije i stavljen na inkubaciju u rotiraju¢e vodeno kupatilo

(Thermomixer comfort, Eppendorf™) na temperaturu od 56 °C u trajanju od 3 sata.

e Po zavrSenoj inkubaciji u uzorke je dodato po 20 ul Rnaze A. Potom su uzorci
inkubirani na sobnoj temperaturi 10 minuta. Po zavrsenoj inkubaciji dodato je 400 pl

50% etanola i uzorci su homogenizovani na vortex mesalici.

e Pripremljeni lizati uzoraka su zatim prebaceni pipetom u kolone za purifikaciju koje
su sastavni deo kita za izolaciju a potom centrifugirane na 6000 x g u trajanju od 1

minut. Sadrzaj koji se po centrifugiranju pojavljuje u tubici za sakupljanje je odbacen.

e Zatim je sledilo ispiranje uzoraka sa puferima (Wash Buffer I, Wash Buffer II). Prvo je u
kolonice sa uzorkom dodavano 500 pl pufera za ispiranje I i uzorci su zatim
centrifugirani na 8000 x g 1 minut. Sadrzaj iz tubice za sakupljanje po centrifugiranju
je odbacivan,nakon ¢ega je u uzorke dodavan pufer za ispiranje II i uzorci su zatim

centrifugirani na maksimalnoj brzini (2 12000 x g) u trajanju od 3 minuta.
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e Po zavrSenim koracima ispiranja, gornji deo kolone za izolaciju u kojoj je filter sa
zadrzanom DNK se prebacivao u nove plasti¢ne tubice od 1,5 ml a na centar filtera se
pipetom dodavalo 200 pl pufera za eluciju DNK (Elution Buffer). Potom su uzorci
inkubirani na sobnoj temperaturi 2 minuta a zatim centrifugirani na 8000 x g u
trajanju od 1 minut. Zatim je kolona sa filterom odstranjena a od izolovane DNK

napravljeni su alikvoti i uzorci skladisteni na -20 °C do daljih analiza.

4.4.2 Izolacija DNK iz krpelja

Po zavrSsenom entomoloskom pregledu krpelji su ¢uvani u 70% etanolu do izolacije DNK.
Pre same izolacije, krpelji su ispirani u sterilnoj vodi, suSeni na filter papiru pa zatim
homogenizovani u 500 pl fosfatnog pufera (PBS) upotrebom sterilnih makazica i uz
pomo¢ sterilnih plastiénih mikrotu¢kova (Micropestle, Eppendorf™). Po dobijanju
homogenata alikvotirano je 200 pul u novu tubicu koja je predstavljala polaznu tacku za
izolaciju DNK iz uzoraka krpelja. Ostatak homogenata krpelja ¢uvan je u zamrzivac¢u na -
80°C da bi u slucaju potrebe bila mogucéa ponovna izolacija DNK iz svakog uzorka. Za
izolaciju je koriscen isti komercijalni kit kao i za tkiva slezine (Gene Jet Genomic DNA
Purification Kit, Fermentas, Thermo Scientific™) po prethodno opisanoj proceduri s tom
razlikom da je po potrebi (gust sadrzaj, veéi stadijum nasisanosti krpelja) vreme
inkubacije produzavano sa 3 sata na 5 sati radi postizanja optimalne digestije. Prikaz
opreme koris¢ene prilikom izolacije DNK iz uzoraka tkiva slezine i krpelja dat je na slici

9.
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Slika 9. Oprema koris¢ena za ekstrakciju DNK iz uzoraka tkiva i krpelja; a- rotirajuce
vodeno kupatilo- Thermomixer comfort (Eppendorf™), b- Centrifuga - 5415 R
(Eppendorf™), c- Vortex mesalica - EV-100 (Bio-Rad™)

4.4.3 Molekularne metode u detekciji i identifikaciji vrsta u okviru familije
Anaplasmataceae i rodova Babesia, Rickettsia, Francisella, Bartonella, Leishmania, kao
i Borrelia burgdorferi s.1. i Coxiella burnetii

4.4.3.1 Detekcija Anaplasma spp., Rickettsia spp., Francisella tularensis, Bartonella spp., i
Coxiella burnetii u slezinama Sakala

Za detekciju prisustva patogena u ispitivanim uzorcima koris¢ene su metoda lancane
reakcije polimerizacije (eng. "polymerase chain reaction" - PCR) i metoda lanc¢ane reakcije
polimerizacije u realnom vremenu (eng. "real-time polymerase chain reaction" - qPCR).

Metoda za simultanu detekciju viSe patogena u jednoj reakciji (multipleks qPCR) razvijen
je u Laboratoriji za klinicku bakteriologiju, parazitologiju, zoonoze i geografsku
medicinu, Univerziteta na Kritu (Gr¢ka). Prajmeri i probe su izabrani na osnovu detaljne
pretrage dostupne naucne literature. Prikaz koris¢enih prajmera i proba dat je u tabeli 1.
Za detekciju Rickettsia spp., koriS¢ena su dva seta prajmera i proba sa ciljem povecanja
senzitivnosti i specifi¢nosti metode. Vise razli¢itih prajmera i proba je koris¢eno za

identifikaciju vrsta u okviru roda Anaplasma (prajmeri i probe za: A. marginale, A. centrale,
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A. ovis i A. phagocytophilum). U uzorku koji se testira limitirano je istovremeno prisustvo
odredenih parova prajmera i proba i to: parova za F. turalensis i C. burnetii, prajmera i
proba za detekciju A. marginale, A. centrale, A. ovis i prajmera i proba za A. phagocytophilum
i istovremeno prisustvo prajmera i proba za detekciju vrsta u okviru roda Rickettsia.
Senzitivnost i specifi¢nost multipleks qPCR-a testirana je za svaki od navedenih patogena
ponaosob. Odredena je vrednost senzitivnosti od 200 fg DNK po reakciji. Pozitivni uzorci
(poreklom od krpelja, krvi ljudi ili Zivotinja) za koje je odredena vrsta prisutnog patogena su
koriS¢eni kao pozitivne kontrole. Analize su vrSene na uredaju: C1000 Touch, CFX96 thermal
cycler (Biorad™). Ukupna zapremina testiranog uzorka bila je 20 pl.

Mes$avina polimeraze i svih komponenti neophodnih za qPCR osim prajmera, proba i
DNK uzorka koji se ispituje: SsoFast Probes Supermix (Biorad™), je koriS¢ena u zapremini
od 10 pl, zajedno sa 0.6 pl ili 0.9 pl svakog prajmera koncentracije 10 pM (0.6 pl u slucaju
prajmera za detekciju prisustva F. turalensis i C. burnetii a 0.9 pl u slucaju prajmera za
detekciju Rickettsia spp., Anaplasma spp., A. phagocytophilum i Bartonella spp.,) i 0.4 pl
svake probe (10 pM) uz dodatak odgovarajuce koli¢ine sterilne vode za uporebu u
molekularnim analizama i 2.5 pl izolovane DNK iz slezine koja se testira na prisustvo
patogena. Koris¢ene su dve vrste negativne kontrole (DNK izolovana iz neinficiranih

uzoraka i sterilna voda).
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Tabela 1. Prajmeri i probe kori§¢eni za detekciju Anaplasma spp., Rickettsia spp., Francisella

tularensis, Bartonella spp., i Coxiella burnetii multiplex Real Time PCR-om u slezinama $akala

Prai Tini
Patogen rajmer/ Sekvence prajmera i proba Ciljni
proba gen
FrancF 5-ACCCACAAGGAAGTGTAAGATTAC-3
F. tularensis FrancR 5-AGTTGCCCAAGITITATCGITC-3’ tul4
FrancP HEX-CAATGGCAGGCTCCAGAAGGTTCTAA
AnapF 5-AGAGTGGAATTGGAAGCGAG-3¥
Anaplasma spp.* |  AnapR 5-GGTCTCAGTAATGTTAGCGTCG-3’ msp4
AnapP FAM -ACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGA
AnapphF 5-CTGACTTGCCTGTATCTCCTTAC-%
A.
. AnapphR 5-CCTCCAGCTATTAAAGATATTITCAGG-¥ msp4
phagocytophilum
AnapphP FAM-CTCGCCCCTAACCCAGCACA
CbF 5-CGCTGCCAAAGTATCATTAGC-3
C. burnetii CbR 5-GCGGTTTGAAGGGTGATTTG-% com1
CbP HEX -TGCTCAGTGTCGACGGCCAATTAT
Rick1F 5-GTCGCAAATGTTCACGGTAC-
Rickettsia spp. Rickl1R 5-TTGTTCAGGGTCTTCGTGC-% QltA
Rick1P | Texas Red®-TCTTTCCATTGTGCCATCCAGCCT
Rick2F 5-AATAGCAAGAACCGTAGGTGG-3
. . Rick2R 5-ACATAACCTGTCTGGTCTCTGA-3’
Rickettsia spp. gltA
. Texas Red®-
Rick2P
TGTCAGGTCTTCGTGCATTITCTTTCCA
BartolTSF 5-GATGCCGGGGAAGGTTTTC-3
Bartonella spp. | BartoITSR 5-GCCTGGGAGGACTTGAACCT-3 ITS
BartoP Cy5-GCGCGCGCTTGATAAGCGTG
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4.4.3.2 Detekcija Leishmania spp., u slezinama Sakala

Za detekciju Leishmania spp., koris¢en je protokol za qPCR sa upotrebom fluorescentne
probe LEIS.P1, ¢ija je ologonukleotidna sekvenca: 5'-CGG TTC GGT GTG TGG CGC C-3°
specificna za konzervisani region gena za malu subjedinicu rRNK medu razli¢itim
vrstama lajSmanija. Proba je na 5’ kraju oznacena bojom FAM, 6-karboksi-fluorescein a na 3’
kraju nalazi se ,quencher boja TAMRA (6-karboksi-tetrametil-rodamin). Koris¢eni su
prajmeri: LEIS.U1 (5'-AAG TGC TTT CCC ATC GCA ACT-3") i LEIS.L1 (5'-GA- CGC
ACT AAA CCC CTC CAA-3' (Wortmann et al., 2001). Analiza je vrSena na qPCR masini
C1000 Touch, CFX96 thermal cycler (Biorad™), (Slika 10.). Ukupna zapremina PCR smese
bila je 20 pl. SsoFast Probes Supermix (Biorad™), je koris¢en u zapremini od 10 pl, zajedno
sa: 1.6 pl svakog prajmera koncentracije 10 pM, 0.2 pl fluoresentne probe (koncentracije
10 pM), 4.1 pl sterilne vode za uporebu u molekularnim analizama i 2.5 pl izolovane
DNK iz slezine koja se testira na prisustvo patogena. DNK soja Leishmania infantum
izolovanog iz krvi inficiranog ¢oveka je koris¢ena kao pozitivna kontrola. Koris¢ene su

dve vrste negativnih kontrola (DNK izolovana iz neinficiranih uzoraka i sterilna voda).

Slika 10. Real Time PCR masina na kojoj su vrSene analize u ovoj studiji
(C1000 Touch, CFX96 Thermal Cycler, Biorad™), Preuzeto sa:
scientificservices.eu/item/real-time-pcr-detection-system/1902
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4.4.3.3 Detekcija Babesia spp. i Borrelia burgdorferi s.1. u slezinama sakala

Detekcija prisustva DNK Babesia spp., i Borrelia burgdorferi s.1., u slezinama Sakala vrSena
je konvencionalnim PCR-om po prethodno publikovanim protokolima.

Za detekciju Babesia spp., koriséeno je viSe parova prajmera i protokola. Prajmeri BabF (5'-
GCG ATG GCC CAT TCA AGT TT-3') i BabR (5'-CGC CTG CTG CCT TCC TTA GA-3")
koji umnozavaju fragment gena za 185 rRNK veli¢ine 146 baznih parova korisceni su za
inicijalnu detekciju (Theodoropoulos et al., 2006). Svi pozitivni uzorci dobijeni ovim
protokolom su potom pripremani za sekvenciranje umnoZavanjem fragmenata gena za
185 rRNK i ssu-rDNK. Fragment gena za 185 rRNK duZine 487 bp je umnozavan
prajemerima BJ1 (5-GTC TTG TAA TTG GAA TGA TGG-3") i BN2 (5'-TAG TTT ATG
GTT AGG ACT ACG-3’) (Casati et al., 2006), dok je fragment duzine 1600 bp umnoZen
koris¢enjem prajmera Nbab-1F (5'-AAG CCA TGC ATG TCT AAG TAT AAG CTT TT-3')
i Nbab-1R (5’-CTT CTC CIT CCT TTA AGT GAT AAG GTT CAC-3’) (Oosthuizen et al.,
2008). Fragment duzine oko 410bp gena za ssu-rDNK umnozavan je prajmerima PIRO-A
(5’- AAT ACC CAA TCC TGA CAC AGG G -3') i PIRO-B (5-TTA AAT ACG AAT GCC
CCC AAC-3) (Olmeda et al, 1997), Detekcija Borrelia burgdorferi s.l., vrSena je
umnozavanjem intergenskog regiona 55-23S rRNK ,nested” protokolom (Masuzawa et
al., 1996; Posti¢ et al., 1994). Kori$¢eni su prajmeri komplementarni 3" kraju 55 rRNK (rrf)
(RIS1 (5-CTG CGA GTT CGC GGG AGA-3'), i RIS3; 5-GGA GAG TAG GTT ATT GCC
AGG-3) kao i 5" kraju 23S rRNK (rrl) (RIS2; 5’-TCC TAG GCA TTC ACC ATA-3') i (RIS4;
5-GACTCT TAT TACTTT GAC C-3').

Prikaz prajmera i temperatura na kojima je vrSena hibridizacija prajmera u protokolima
za detekciju DNK Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.l., konvencionalnim PCR-om u

slezinama Sakala dat je u tabeli 2.
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Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni za konvencionalni PCR u detekciji Babesia spp., i Borrelia
burgdorferi sensu lato

Velidin Hibridi
Prajmer Sekvenca prajmera (5'-3) Ciljni gen etcna zacija
fagmenta °0)
BabR CGCCTGCTGCCTTCCTTAGA 185 rRNA 146D s
BabF GCGATGGCCCATTCAAGTTT Babesia spp. p
PIRO-A | AATACCCAATCCTGACACAGGG ssu-rDNK 408 bp 5
PIRO-B | TTAAATACGAATGCCCCCAAC Babesia spp.
BJ1 GTCTTGTAATTGGAATGATGG 185 rRNA 487 bp 5
BN2 TAGTTTATGGTTAGGACTACG Babesia spp.
Nbab-1F | AAGCCATGCATGTCTAAGTATA
AGCTTTT 185 rRNA 1600 b -
Nbab-1IR | CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAA Babesia spp. P
GGTTCAC
RIS1 CTGCGAGTTCGCGGGAGA 56.935 rRNK
RIS2 TCCTAGGCATTCACCATA intergenski 250 bp -
RIS3 GGAGAGTAGGTTATTGCCAGG | region Borrelia
burgdorferi s.l.
RIS4 GACTCTTATTACTTTGACC

4.4.3.4 Detekcija i identifikacija vektorima prenosivih patogena u krpeljima sakupljenim sa
Sakala

Za detekciju DNK patogena u krpeljima, koris¢ena je metodologija konvencionalnog
PCR-a.

Detekcija DNK Babesia spp., i Borrelia burgdorferi s.l., vrSena je po protokolu koji je
koriséen i za detekciju prisustva ovih patogena u tkivu slezine Sakala.

Prajmeri EHR16SD (5'-GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC-3) i EHRI16SR (5'-TAG
CAC TCA TCG TIT ACA GC-3'), koji se koriste za umnoZavanje fragment gena za 165
rRNK u duzini od 345 bp kod vrsta familije Anaplasmataceae, koris¢eni su za
dokazivanje prisustva DNK rodova Amnaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Wolbachia po
prethodno publikovanim protokolima (Brown et al., 2001; HodzZi¢ et al., 2015b; Inokuma
et al., 2001; Parola et al., 2000).
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Pozitivni uzorci su potom analizirani koriS¢enjem protokola za ,nested” PCR za
detekciju A. phagocytophilum upotrebom prajmera dizajniranih na osnovu visoko
konzervativnog regiona p44/msp2 paraloga (p3726F; 5-GCT AAG GAG TTA GCT TAT
GA-3"), (p3761F; 5'-CTG CTC T(T/G)G CCA A(A/G)A CCT C-3), (p4183R ; 5’-CAA TAG
T(C/T)T TAG CTA GTA ACC-3'),1i (p4257R ; 5'-AGA AGA TCA TAA CAA GCA TTG-3)
(Ohashi et al., 2005).

Prajmeri Rp CS.877p (5-GGG GGC CTG CTC ACG GCG G-3") i Rp C5.1258n  (5'-ATT
GCA AAA AGT ACA GTG AAC A-3') koji sluze za umnozZavanje fragmenta gena za
citrat sintazu Rickettsia spp., veli¢ine 380-397 bp (Eremeeva et al., 1994; Ishikura et al.,
2003; Regnery et al., 1991; Roux et al., 1997) koris¢eni su za dokazivanje prisustva rikecija
u ispitivanim uzorcima.

Prajmeri TUL4-435 (5'-GCT GTA TCA TCA TTT AAT AAA CTG CTG-3") i TUL4-863; (5'-
TTG GGA AGC TTG TAT CAT GGC ACT-3’) koji umnozavaju fragment od 400bp gena
koji kodira lipoprotein od 17 kDa koji je konzerviran medu razli¢itim sojevima F.
tularensis (Sjostedt et al., 1997) koriséeni su za dokazivanje njenog prisustva.

Za detekciju vrsta roda Bartonella koriséeni su prajmeri Urbartol (5'-CTT CGT TTC TCT
TTC TTC A-3") i Urbarto2 (5'-CTT CTC TTC ACA ATT TCA AT-3') koji umnozavaju
fragment 165-23S intergenskog regiona (ITS), velicine 639 bp po prethodno
publikovanom protokolu (Raoult et al., 2006).

Prajmeri CB-1 (5'-ACT CAA CGC ACT GGA ACC GC-3") i CB-2 (5'-TAG CTG AAG CCA
ATT CGC C-3') koji umnozavaju 257 bp dugacak fragment gena za kodiranje superoksid
dismutaze C. burnetii koris¢eni su za dokazivanje njenog prisustva u ispitivanim
uzorcima (Spyridaki et al. 1998).

Prikaz prajmera koris¢éenih u detekciji prisustva i identifikaciji vrsta familije
Anaplasmataceae, Rickettsia spp., Francisella tularensis, Bartonella spp., i Coxiella burnetii u

krpeljima sa Sakala predstavljen je u tabeli 3.
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Tabela 3. Prajmeri koris¢eni za konvencionalni PCR u detekciji DNK patogena u krpeljima

Dusi Tempera
tura
"2 | hibridiza
Prajmer Sekvenca prajmera (5'-3) Ciljni gen | frag- ciie
ment Y
a prajmera
(°C)
EHR16SR TAGCACTCATCGTITACAGC 16STRNA fam. | 5,
Anaplasmatac b 53
EHR165D GGTACCYACAGAAGAAGTCC eae P
P3726F GCTAAGGAGTTAGCTTATGA p44/msp2 | 53¢
hipervarijabiln |
p4257R AGAAGATCATAACAAGCATTG - on A p 58
1 reglon .
p3761F CTGCTCT(T/G)GCCAA(A/G)ACCTC | phagocytophilu | 411
p4183R CAATAGT(C/T)TTAGCTAGTAACC m bp
Rp CS.877p GGGGGCCTGCTCACGGCGG citrat sintaza 380-
RpCS.1258n ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA . . 397 56
Rickettsia spp. bp
TUL4-435
Lipoprotein 400 55
TUL4-863 GCTGTATCATCATTTAATAAACTGCTG 17-kDa bp
TTG GGA AGC TTG TAT CAT GGC ACT
Urbartol CITCGTTTCTCITTCITCA 165-23S ITS 639 45
URBarto2 CTITCTCTTCACAATTTCAAT Bartonella spp. bp
CB-1 ACTCAACGCACTGGAACCGC superoksid 257 55
CB-2 TAGCTGAAGCCAATTCGCC dismutaza bp

Za konvencionalni PCR koriséen je uredaj: Veriti Thermal Cycler, (Applied Biosystems,
USA), (slika 11.). Za pripremu PCR reakcije koris¢ena je meSavina polimeraze i svih
komponenti neophodnih za reakcionu sme$u osim prajmera i DNK uzorka koji se
ispituje: PCR Master Mix (2X), (Thermo Fisher Scientific™), a reakciona smesa je
pripremana po preporuci proizvodaca hemikalija. To je podrazumevalo: 25 ul PCR Master
Mix (2X), po 3 pl svakog prajmera koncentracijem 10 pM, izolovanu DNK uzorka koji se
ispituje (do 6 ul) i dodatak vode za molekularne analize do ukupne zapremine PCR
smese od 50 pl.

Detektovani pozitivni uzorci krpelja po prethodnom protokolu su zatim ponovo
umnozavani koriséenjem jedinstvene komercijalne meSavine polimeraza: High Fidelity

PCR Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific™). Zbog malog stepena greske ovih polimeraza
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prilikom ugradnje nukleotida u lanac koji sintetisu, dobijaju se PCR produkti pogodni za

sekvenciranje.

Slika 11. PCR masina za konvencionalni PCR (Veriti Thermal Cycler, Applied
Biosystems™) na kojoj su vrSene analize u ovoj studiji

PCR reakcija prilikom koris¢enja mesSavine polimeraza: High Fidelity PCR Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific™) formirana je od sledeci konstituenata: 10X High Fidelity PCR
pufer sa 10 mM MgCly, ANTP smesa nukleotidnih baza (2 mM svake baze), po 0.3-1 mM
oba prajmera, izolovanu DNK uzorka koji se ispituje, zatim me$avina polimeraza: High
Fidelity PCR Enzyme Mix u koli¢ini od 1.25-2.5 u po reakciji i vodu za molekularne
analize do ukupne zapremine reakcije od 50 pl. Uslovi pod kojima je vr§eno umnozavanje
fragmenata gena testiranih patogena u masini za konvencionalni PCR, prilagodeni su
detekciji prisustva DNK svakog patogena ponaosob. Uslovi su prvo postavljeni po
preporuci proizvodaca hemikalija. U slucaju kada je koriS¢ena mesavina polimeraze i
svih komponenti neophodnih za reakcionu sme$u osim prajmera i DNK uzorka koji se
ispituje: PCR Master Mix (2X), (Thermo Fisher Scientific™) uslovi su bili slede¢i: Inicijalna
denaturacija u trajanju od 1 do 3 minuta na 95°C, potom 30-40 ciklusa pod uslovima:

denaturacija 95°C u trajanju od 30 sekundi, hibridizacija prajmera na temperaturi za 5°C

73



nizoj od tacke topljenja prajmera (izra¢unata za sve koris¢ene prajmere) u trajanju od 30
sekindi, elongacija 72°C u trajanju od 1 minut po kb ciljnog fragmenta. Zavrsna elongacija
je vrena na 72°C u trajanju od 5 do 10 minuta.

Kada je za reakcionu smesu koris¢ena mesavina polimeraza: High Fidelity PCR Enzyme
Mix (Thermo Fisher Scientific™), pocetni uslovi za umnoZavanje fragmenata gena
testiranih patogena su bili: Inicijalna denaturacija u trajanju od 1 do 3 minuta na 94°C,
potom 25-35 ciklusa pod uslovima: denaturacija 94°C u trajanju od 30 sekundi,
hibridizacija prajmera na temperaturi za 5°C nizoj od tacke topljenja prajmera u trajanju
od 30 sekindi, elongacija 72°C u trajanju od 1 minut po kb ciljnog fragmenta i zavrsna
elongacija na 72°C u trajanju od 5 do 10 minuta. Za detekciji svih patogena obuhvacenih
ovom doktorskom disertacijom cije je prisustvo dokazivano metodologijom
konvencionalnog PCR-a vrsena je optimizacija protokola do postizanja optimalnih uslova
za izvodenje reakcije. Pored matematickog odredivanja optimalne temperature za
vezivanje prajmera, raden je gradijent temperature optimalne za hibridizaciju svih
koriséenih prajmera sa pozitivnim kontrolama za sve testirane patogene.

Elektroforetsko razdvajanje dobijenih PCR produkata vrseno je koriséenjem aparature za
horizontalnu gel elektorforezu, Sub-Cell, GT, Bio-Rad™, (Slika 12.). Za izradu gelova
koris¢ena je SeaKem, LE (Lonza™) agaroza sa uces¢em od 1-2% a bojenje vrseno etidijum
bromidom (Etidium Bromide Solution, 10mg/ml, Invitrogen™) ili sa bojom: Midori Green
Advance (Nippon Genetics™). Vizuelizacija umnozenih PCR produkata vrsena je pod UV

svetlom u komori za ovu namenu (BioDocAnalyze Darkhood, Biometra™).
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Slika 12. Sistem za horizontalnu gel elektorforezu (Sub-Cell, GT, Bio-Rad™) koris¢en u

toku eksperimentalnog rada

4.5 RFLP metoda koris¢ena u identifikaciji vrsta roda Anaplasma i vrsta u okviru

Borrelia burgdotferi s.l. kompleksa

Inicijalna determinacija vrsta B. burgdorferi sl. kompleksa vrSena je na osnovu
polimorfizma duzina restrikcionih fragmenata (eng. “restriction fragment length
polymorphism-RFLP”) produkata PCR-a (Schwartz et al., 1992). Kori$¢eni su restrikcioni
enzimi Msel i Dral po prethodno publikovanom protokolu (Giiner et al., 2003; Posti¢ et

al., 1994).

U slucaju uzoraka tkiva Sakala i krpelja pozitivnih na Anaplasma spp. pored
sekvenciranja PCR produkata, primenjena je i RFLP metoda uz upotrebu komercijalno
dostupnih restrikcionih enzima: Haelll (Fermentas™) i Apol (New England Biolabs™) na sve
umnozene msp4 fragmente gena. Metoda omogucava uvid u postojanje razlic¢itih vrsta u

okviru Anaplasma spp, (A. marginale, A. centrale i A. ovis) (Psaroulaki et al., 2009).
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4.6 Sekvenciranje pozitivnih uzoraka

Za precis¢avanje i sekvencioniranje PCR produkata, pozitivnih na prisustvo DNK
patogena koji su ispitivani, koriSéena je komercijalna usluga firme Macrogen Europe (The
Netherlands). Obrada dobijenih sekvenci uradena je u programima adekvatnim za
bioinformaticku analizu (FinchTV™, BioEdit™, MEGATM). Identifikacija vrsta patogena
utvrdena je na osnovu poredenja dobijenih obradenih sekvenci sa do sada opisanim i
deponovanim sekvencama u banci gena (National Center for Biotechnology Information
(NCBI)[Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center for
Biotechnology Information; [1988] - [cited 2018 Nov 16]. Available from:
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.7 Statisti¢ka analiza rezultata

Dobijeni rezultati istrazivanja u okviru doktorske disertacije obradeni su u statistickim
programima (SPSS v.17.0,(IBM Corporation™) Excel, (Microsoft Corporation™)). Koriséeni
su deskriptivni statisticki parametri (aritmeticka sredina, medijana, minimalna,

maksimalna vrednost,..), Hi-kvadrat test.
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5. REZULTATI

5.1 Sakupljeni uzorci tkiva Sakala

Uzorci tkiva slezine Sakala analizirani u ovoj doktorskoj disertaciji sakupljani su tokom
perioda od cetiri godine (januar 2010 god. - februar 2013 god.) Za to vreme sakupljeni su
uzorci od ukupno 216 jedinki 8akala poreklom sa 10 lokaliteta Sirom teritorije Republike

Srbije (slika 13).

Slika 13. Mapa Srbije sa lokalitetima sa kojih su sakupljeni uzorci tkiva sakala. TI- Titel,
SU- Surcin, VG- Veliko Gradiste, SD- Smederevo, SP- Smederevska Palanka, VP- Velika
Plana, SV- Svilajnac, NG- Negotin, ZA- Zajec¢ar, BP- Bela Palanka
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Od 216 analiziranih Sakala, 108 je bilo muskog a 108 Zenskog pola. Distribucija
sakupljenih uzoraka u odnosu na pol zZivotinja po lokalitetima prikazana je u tabeli 4 i na
grafikonu 1.

Tabela 4. Distribucija polova analiziranih Sakala u odnosu na lokalitet izlovljavanja

Lokalitet Muzjaci Zenke Ukupno
Bela Palanka 2 2 4
Smederevo 21 28 49
Smederevska Palanka 3 1 4
Negotin 3 1 4
Surcin 17 7 24
Svilajnac 22 23 45
Titel 4 1 5
Velika Plana 11 14 25
Veliko Gradiste 24 30 54
Zajecar 1 1 2
Ukupno 108 108 216
B MuZjaci m Zenke

Grafikon 1. Prikaz distribucije polova analiziranih $akala u odnosu na lokalitet

izlovljavanja
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Najveci broj

Gradiste (54/216, 25%), Smederevo (49/216, 22,7%), Svilajnac (44/216, 20,4%).

Slika 14. Prikaz veli¢ine uzorka analiziranih $akala po lokalitetima (veli¢ina crvenog

prikupljenih uzoraka (147/216, 68,1%) poti¢e sa tri lokaliteta: Veliko

s S

o]
Smederevo~\Yum Veliko Gradiste
o N N\
~
Smed. Palanka P
Velika Plana c 2
)

Bela Palanka
4

S

kruga i intezitet boje u korelaciji su sa veli¢inom uzora)
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Preostali uzorci (69/216, 31,9%) sakupljeni su na sedam lokaliteta: Velika Plana (25/216,
11,6%), Surcin (24/216, 11,1%), Titel (5/216, 2,3%), Bela Palanka, Smederevska Palanka,
Negotin (po 4 uzorka, 12/216, 5,6%) i Zajecar (2/216, 0,9%). Srednja vrednost sakupljenog
broja uzoraka po lokalitetima iznosi 18,2 a medijana 4,5. Vizuelni prikaz veli¢ine uzorka
dat je na slici 14. Najveci broj analiziranih uzoraka sakupljen je tokom 2011 godine (
80/216, 37%) a najmanji tokom 2010 godine (24/216, 11,1%). Srednja vrednost
sakupljenog broja uzoraka po godinama (od 2010 do 2013 god.) iznosi 54 a medijana 56.

Prikaz broja sakupljenih uzoraka po godinama dat je u tabeli 5 i na grafikonu 2.

Tabela 5. Broj analiziranih Sakala po godinama izlovljavanja

Godina Broj uzoraka %
2010 24 11,11
2011 80 37,04
2012 45 20,83
2013 67 31,02
Ukupno 216 100
20 80
80 -
70 - 67
o 60 -
'g 50 - 45
)g 40 -
E 30 - 24
20 -
2
0
2010 2011 2012 2013

Godine uzorkovanja

Grafikon 2. Prikaz broja analiziranih Sakala po godinama izlovljavanja

Od ukupnog broja uzoraka najveci broj je sakupljen za vreme zimske sezone lova od

novembra do februara (196/216, 90,7%). Septembar i oktobar su meseci tokom kojih nije
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sakupljen ni jedan uzorak tokom cetiri godine sakupljanja. Broj uzoraka sakupljen po

mesecima dat je u tabeli 6, a grafic¢ki prikaz na grafikonu 3.

Tabela 6. Broj analiziranih Sakala po mesecima izlovljavanja

Mesec Broj sakala %
Januar 64 29,63
Februar 75 34,72
Mart 6 2,78
April 2 0,93
Maj 6 2,78
Jun 1 0,46
Jul 3 1,39
Avgust 2 0,93
Septembar 0 0
Oktobar 0 0
Novembar 10 4,63
Decembar 47 21,76
Ukupno 216 100
A
Decembar | 17
Novembar | N 10
Oktobar |10
Septembar o
Avgust @2
Jul |83
Jun |81
Maj |EHE 6
April @2
Mart | 6
Februar | 75
Januar | 64

0 20 40

60 80

Grafikon 3. Prikaz broja analiziranih Sakala po mesecima izlovljavanja
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5.2 Sakupljeni krpelji sa odstreljenih Sakala

Krpelji analizirani u ovoj studiji sakupljani su sa odstreljenih $akala u periodu od aprila
2012 do februara 2013 god. Ukupno je sakupljeno 118 jedinki krpelja. U analiziranom
uzorku identifikovane su tri vrste: I. ricinus (64/118, 54.2%), D. reticulatus (47/118, 39.8%)
i H. concinna (7/118, 5.9%). Sakupljene su dve nimfe vrste H. concinna dok su svi preostali
krpelji bili adulti. Broj sakupljenih krpelja i odnos izmedu polova i razvojnih stadijuma
prikazan je u tabeli 7, i predstavljen na grafikonu 4, a procentualni odnos medu

identifikovanim vrstama krpelja prikazan je na grafikonu 5.
Tabela 7. Identifikovane vrste i broj sakupljenih krpelja sa odstreljenih Sakala

Vrste sakupljenih krpelja

Pol, stadijum I?«).des Dermacentor Haemap_hysalis 3
ricinus reticulatus concinna
MuZjaci 34 40 3 77
Zenke 30 7 2 39
Nimfe 2 2
Ukupno 64 47 7 118
Nimfe
Haemaphysalis concinna Zenke
B MuZjaci

Dermacentor reticulatus 40

Ixodes ricinus

Grafikon 4. Prikaz broja sakupljenih nimfi, muZzjaka i Zenki u okviru identifikovanih

vrsta krpelja
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Ixodes ricinus

5.9%

m Dermacentor
reticulatus

54.2% | Haemaphysalis
concinna

Grafikon 5. Procentualna zastupljenost vrsta krpelja u analiziranom uzorku

Od 10 lokaliteta sa kojih poti¢u odstreljeni Sakali, krpelji su sakupljeni na sedam: Bela

Palanka, Smederevo, Smederevska Palanka, Surcin, Svilajnac, Titel,Veliko Gradiste

(tabela 8, grafikon 6).

Tabela 8. Distribucija razvojnih stadijuma i polova medu sakupljenim vrstama krpelja po

lokalitetima.
Vrsta krpelja i pol
Ixodes Dermacentor Haemaphysalis
Lokalitet ricinus reticulatus concinna y
muZzjaci zenke muZjaci Zenke muZjaci Zenke nimfe

Bela Palanka 1 1
Smederevo 4 2 6
Smed. Palanka 11 7 1 19
Surdin 6 3 30 3 1 43

Svilajnac 1 1

Titel 4 4
Veliko Gradiste 17 18 2 2 2 2 1 44
Ukupno 34 30 40 7 3 2 2 118
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Grafikon 6. Prikaz razvojnih stadijuma i polova u okviru identifikovanih vrsta krpelja po

lokalitetima

Krpelji vrste I. ricinus su sakupljeni sa Sakala na pet lokaliteta (Veliko Gradiste,
Smederevska Palanka, Svilajnac, Surcin, Bela Palanka), D. reticulatus na cetiri (Veliko
Gradiste, Surc¢in, Smederevo, Titel) dok su jedinke vrste H. concinna sakupljene sa $akala
odstreljenih na tri lokaliteta (Veliko Gradiste, Sur¢in, Smederevska Palanka). Na dva
lokaliteta (Surcin, Veliko Gradiste) utvrdeno je prisustvo sve tri vrste krpelja I. ricinus, D.
reticulatus i H. concinna dok sa lokaliteta Smederevska Palanka poti¢u jedinke dve vrste 1.
ricinus i H. concinna. Sa preostala cetiri lokaliteta sakupljene su jedinke po jedne vrsta
krpelja i to I. ricinus na lokalitetima Svilajnac i Bela Palanka, a D. reticulatus na
lokalitetima Titel i Smederevo. Prikaz distribucije vrsta krpelja sakupljenih sa $akala po

lokalitetima dat je na slici 15.
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Slika 15. Mapa sa lokalitetima i distribucijom vrsta krpelja sakupljenih sa izlovljenih
Sakala. TI- Titel, SU- Surc¢in, VG- Veliko Gradiste, SD- Smederevo, SP- Smederevska
Palanka, VP- Velika Plana, SV- Svilajnac, NG- Negotin, ZA- Zajecar, BP- Bela Palanka
Zeleni kruzi¢i oznacavaju lokalitete na kojima su sakupljeni krpelji vrste Ixodes ricinus,
plavi kruziéi lokalitete na kojima su sakupljeni krpelji vrste Dermacentor reticulatus, dok
narandasti kruzié¢i predstavljaju lokalitete na kojima su sakupljeni krpelji vrste
Haemaphysalis concinna.

5.2.1 Infestacija Sakala krpeljima

Ukupno 118 krpelja sakupljeno je sa 20 infestiranih Zivotinja. Broj sakupljenih krpelja sa

infestiranih zivotinja kretao se od jednog do 32 krpelja dok je srednja vrednost bila 5,9 a
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medijana tri. Od 20 Sakala sa kojih su sakupljeni krpelji, 15 je bilo infestirano samo sa
jednom vrstom krpelja (sa osam Sakala sakupljeni su krpelji vrste 1. ricinus, pet Sakala je
bilo infestirano jedinkama vrste D. reticulatus a dva Sakala jedinkama vrste H. concinna).
Pet Sakala je bilo infestirano jedinkama dve vrste krpelja istovremeno (tri Zivotinje

vrstama [. ricinus i D. reticulatus a dva Sakala vrstama I. ricinus i H. concinna) (tabela 9,

grafikon 7).
Tabela 9. Prikaz broja krpelja sakupljenih sa infestiranih sakala
Vrsta, razvojni stadijum i broj sakupljenih krpelja
Oznaka Ixodes Dermacentor Haemaphysalis
jedinke ricinus reticulatus concinna Ukupno
Sakala MuZjaci Zenke MuZjaci Zenke MuZjaci Zenke Nimfe
1 1 1
2 1 1
3 3 2 5
4 1 6 7
5 10 1 1 12
6 1 6 2 9
7 1 1
8 6 2 23 1 32
9 1 1
10 1 1
11 2 2
12 2 2
13 2 10 2 2 16
14 1 1
15 3 1 4
16 3 2 5
17 7 3 10
18 1 1
19 1 2 2 5
20 2 2
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Grafikon 7. Prikaz infestiranosti Sakala pojedinim vrstama krpelja u odnosu na stadijum

i pol krpelja

Procenat Sakala infestiranih krpeljima po lokalitetima kretao se od 7.7% na lokalitetu
Svilajnac do 66.7% na lokalitetu Smederevska Palanka. Srednja vrednost broja infestiranih

Sakala po lokalitetu bila je 31.8% a medijana 33,3% (tabela 10, grafikon 8).

Tabela 10. Infestiranosti Sakala krpeljima po lokalitetima (* prikazan je broj odstreljenih
Sakala u periodu u kom su sakupljani krpelji: od aprila 2012. do februara 2013 godine).

Broj Broj Procenat
Lokalitet odstreljenih infestiranih infestiranih
sakala* Sakala sakala (%)
Bela Palanka 3 1 33.3
Smederevo 24 2 8.3
Smed. Palanka 3 2 66.7
Surdin 14 4 28.6
Svilajnac 13 1 7.7
Titel 5 2 40
Veliko Gradiste 21 8 38.1
Ukupno 83 20 20/83 (24,1)

87



B Broj odstreljenih sakala B Broj infestiranih Sakala

30

24

N
Q1

21

N
(e

14

ARy
w

Broj krpelja
—_
6)]

—_
(e}

Grafikon 8. Prikaz odnosa neinfestiranih i infestiranih $akala po lokalitetima

5.3 Molekularna detekcija patogena u analiziranim uzorcima

5.3.1 Nalaz patogena u slezinama $akala

U okviru ove doktorske disertacije molekularnim metodama ukupno je testirano 216
uzoraka tkiva selzine Sakala na prisustvo vektorima prenosivih uzro¢nika zoonoza:
Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.l., Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp.,
Francisella spp., Bartonella spp.,Coxiella burneti i Leishmania spp.. Od ukupnog broja
testiranih uzoraka devet sakala (9/216, 4,2%) je bilo pozitivno na prisustvo DNK Babesia
spp., dve zivotinje su pokazale pozitivan rezultat na prisustvo DNK Anaplasma spp.
(2/216, 0,9%) dok je 15 jedinki bilo pozitivno na prisustvo Leishmania spp. (15/216, 6,9%).
Zbirni prikaz rezultata detekcije prisustva DNK patogena u slezinama Sakala dat je u

tabeli 11, a prostorna distribucija pozitivnih Zivotinja po lokalitetima na slici 16.
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Tabela 11. Distribucija analiziranih 8akala i prevalencija patogena detektovanih po

mesecima, godinama, lokalitetima i polu Sakala

Prevalencija patogena detektovanih u
analiziranim Sakalima

Mesec I'Srf)] . Babesia spp. Anaplasma Leishmania
izlovliavania analiziranih o spp. (%) spp- (%)
javan; Sakala (%) pp- (%
Jan 64 4 (6,3) 0 6 (94)
Feb 75 2(2,7) 1(1,3) 4 (5,3)
Mar 6 0 0 0
Apr 2 0 0 0
Maj 6 0 0 0
Jun 1 0 0 0
Jul 3 0 0 0
Avg 2 0 0 0
Sep 0 0 0 0
Okt 0 0 0 0
Nov 10 0 0 0
Dec 47 3 (64) 1(21) 5 (10,6)
Godina
izlovljavanja
2010 24 14,2 0 2(8,3)
2011 80 3 (3,8) 0 1(1,3)
2012 45 2 (44) 1(2,2) 2 (44)
2013 67 34,5 1(1,5) 10 (14,9)
Lokalitet
izlovljavanja
Bela Palanka 4 0 0 0
Smederevo 49 2(4,1) 1(2) 6 (12,2)
Smed. Palanka 4 0 0 0
Negotin 4 0 0 0
Surcin 24 3 (12,5) 0 2(8,3)
Svilajnac 45 3 (6,8) 0 4(91)
Titel 5 0 0 0
Velika Plana 25 0 1(4) 1(4)
Veliko Gradiste 54 1(1,9) 0 2(3,7)
Zajecar 2 0 0 0
Pol zivotinje
Muzjaci 108 6 (5,6) 1(0,9) 11 (10,2)
Zenke 108 3(2,8) 1 (0,9 4 (3,7)
Ukupno 216 94,2 2(0,9) 15 (6,9)
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Slika 16. Distribucija Sakala pozitivnih na prisustvo DNK Babesia spp., Anaplasma spp. i

Leishmania spp., po lokalitetima (Svaki kruZzi¢ na mapi predstavlja po jednu pozitivhu

zivotinju)
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U analiziranim slezinama Sakala nije detektovano prisustvo Borrelia burgdorferi s.l.,
Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., i Coxiella burneti.
Svi uzorci pozitivni na prisustvo DNK testiranih patogena sakupljeni su od Zivotinja

izlovljenih u periodu od decembra do februara kada je i izlovljen najveéi broj Zivotinja

(186/216, 86,1%) (Tabela 12, Grafikon 9.).

Tabela 12. Broj Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena po mesecima uzorkovanja

Uzorci slezine pozitivni na prisustvo DNK

Broj patogena
Mesec analiziranih  Babesia spp. Anaplasma spp.  Leishmania spp.
sakala (%) (%) (%)
Januar 64 4 (6,3) 0 (0) 6 (94)
Februar 75 2(2,7) 1(1,3) 4 (5,3)
Decembar 47 3 (64) 1(2,1) 5 (10,6)
Ukupno 9 2 15
80 s
70 64/A\
60
\ —&—Broj Sakala 47
50
\ =M~ Babesia spp. ’
40
\ =/ Anaplasma spp. /
30 == Leishmania spp.
20
10 /
. _ W‘\‘ !_3\

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Grafikon 9. Prikaz broja Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena po mesecima

uzorkovanja
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Prevalencija Babesia spp. u analiziranim Sakalima kretala se od 3,8% 2011 god. do 4,5%
2013 godine. Prosec¢na prevalencija Babesia spp. u analiziranom uzorku tokom Ccetiri
godine sakupljanja iznosi 4,2% a medijana 4,3%. Po jedan pozitivan uzorak na Anaplasma
spp., detektovan je u 2012. (1/45, 2,2%) i 2013. godini (1/67, 1,5%). Prevalencija
Leishmania spp. kod odstreljenih Sakala po godinama kretala se od 1,3% (1/80) 2011.
godine, do 14,9% (10/67) 2013 godine. Broj pozitivnih $akala na prisustvo DNK testiranih
patogena po godinama sakupljanja dat je u tabeli 13, a prikaz na grafikonu 10.

Tabela 13. Broj analiziranih Sakala pozitivnih na testirane patogene po godinama

uzorkovanja

Uzorci slezine pozitivni na prisustvo DNK

Broj patogena
Godina  analiziranih  Babesiaspp.  Anaplasma spp.  Leishmania spp.
sakala (%) (%) (%)
2010 24 1(42) 0 (0) 2(8,3)
2011 80 3 (3,9) 0 (0) 1(1,3)
2012 45 2 (4,4) 1(2,2) 2 (4,4)
2013 67 3 (4,5) 1(1,5) 10 (14,9)

W Babesia spp.
"I Anaplasma spp.

W Leishmania spp.

2010 2011 2012 2013

Grafikon 10. Prikaz broja Sakala pozitivnih na testirane patogene po godinama
sakupljanja
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Iako broj analiziranih uzoraka tkiva slezine $akala nije znac¢ajno varirao od 2011 do 2013
godine, Hi-kvadrat testom (nivo statisticke znacajnosti P< 0.05) potvrdeno je znacajno

povecanje broja pozitivnih uzoraka na Leishmania spp. u 2013. godini (p=0.011).

Prisustvo DNK Babesia spp. detektovano je kod Sakala odstreljenih na cetiri lokaliteta:
Surcin (3/24, 12,5%), Svilajnac (3/45, 6,8%), Smederevo (2/49, 4,1%) i na lokalitetu Veliko
Gradiste (1/54, 1,9%). Uzorci pozitivni na Anaplasma spp., detektovani su na dva
lokaliteta: Velika Plana (1/25, 4%) i Smederevo (1/49, 2%) dok je DNK Leishmania spp.
detektovana kod Sakala odstreljenih na pet lokaliteta: Smederevo (12,2%, 6/49), Svilajnac
(9,1%, 4/44), Surc¢in (8,3%, 2/24), Velika Plana (4%, 1/25), Veliko Gradiste (3,7%, 2/54).

Broj Sakala pozitivnih na prisustvo DNK testiranih patogena po lokalitetima dat je u

tabeli 14, a prikaz na grafikonu 11.

Tabela 14. Broj analiziranih Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena po lokalitetima

uzorkovanja

Broj Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena

Broj
Lokalitet analiziranih  Babesia spp. ~ Anaplasma spp.  Leishmania spp.
Sakala (%) (%) (%)
Smederevo 49 2(41) 1(2) 6 (12,2)
Surdin 24 3 (12,5) 0 (0) 2(8,3)
Svilajnac 45 3 (6,8) 0 (0) 4(9,1)
Velika Plana 25 0 (0) 1 (4) 1(4)
Veliko Gradiste 54 1(1,9) 0 (0) 2(3,7)
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Grafikon 11. Prikaz broja analiziranih Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena po

lokalitetima uzorkovanja

Prevalencija Babesia spp. po polovima analiziranih Zivotinja bila je 5,6%, (6/216) kod
muzijaka i 2,8% (3/216) kod Zenki. Po jedna Zivotinja muskog i Zenskog pola su bile
pozitivne na prisustvo DNK Anaplasma spp., dok je ukupno 11 muzjaka (10,2%, 11/216) i
Cetiri zenke (3,7%, 4/216) bilo pozitivno na prisustvo DNK Leishmania spp. (tabela 15,
grafikon 12)

Tabela 15. Broj analiziranih $akala pozitivnih na testirane patogene po polovima

zivotinja
Sakali pozitivni na prisustvo DNK patogena
Ukupan Babesia spp.  Anaplasma spp. Leishmania spp.
Pol broj sakala (%) (%) (%)
Muzjaci 6 (5,6) 1(0,9) 11 (10,2) 6 (5,6)
Zenke 3(2,8) 1(0,9) 4 (3,7) 3 (2,8)
Ukupno 94,2 2(0,9) 15 (6,9) 94,2
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Grafikon 12. Prikaz broja analiziranih Sakala pozitivnih na prisustvo DNK patogena po

polovima Zivotinja

Hi-kvadrat testom je potvrdena statisticki znacajna razlika u prevalenciji izmedu muzjaka

i zenki za Babesia spp. (p=0.011) i Leishmania spp. (p= 0.061).

5.3.1.1 Identifikovane vrste u okviru patogenih rodova cije je prisustvo dokazano u analiziranim
uzorcima tkiva Sakala

Uzorci kod kojih je utvrdeno prisustvo DNK Babesia spp. i Anaplasma spp., su
sekvenicrani metodom po Sangeru i izvrSeno je poredenje dobijenih sekvenci sa
sekvencama dostupnim u GenBank-u (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Na
osnovu sli¢nosti sekvenci dobijenih u toku istrazivanja sa prethodno publikovanim
sekvencama izvrsena je identifikacija vrste patogena. Identifikacija lajsmanija izvrsena je

do nivoa roda (Leishmania spp.).
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Analizom je utvrdeno da su sekvence 185 rRNK gena svih devet uzoraka pozitivnih na
DNK Babesia spp. medusobno identicne i identifikovane kao B. canis. Reprezentativna
sekvenca 185 rRNK gena duZzine od 1455 bp je deponovana u GenBank pod pristupnim
brojem KY747491 (slika 17).

PKYT47491.1 EBabesia canis small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

CAGTTATAGTTTATTTGETATT CATTTTCCAT GEATAACCETGCTAATTGTAGSGCTAATACACGTTT
FAGETCTTTTEACCGCETTTAT TAGTTTCAAACCCGCCT PO TTTCEETATTCATAATAALACTEC
EAATCGCATTTAGOGATGEACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTEACGETAGGETATTGZCCTAC
CEAGGCAGCAACGEETAR G EEA A TTAGFGT T CGATT COFEAGASGEEAGC CTEAGAGACGZCTACCA
CATCTARLGEAA GECAGCAGECGOECAAATT A CAAT OO TACACAGEEAGETAGTGACAAGAAATAR
CAATACAGHH I GAATGTCTTGTAAT TG -AATGAT ST GACCCAAACCCTCAC CAGAGTAGCAATT A
GEECAAGTCTEETeCCAGCAGC O TAATT CCAGC T CCAATAGCTATAT TAAACTTETTCAGTT
AaAAAGTTOETAGTTGTATT T T T e TT AT T TEACCATT T T T T TATTT CeTTTTCCTTT
TEaE2ATTTCCCTTTTTACTTT G GAAAATTAGAGTGT T TCALAGCAGACTTTTGTCTT GALATACTTCA
GCATGEAATAATAGAGTAGZACTTTGETTCTATTTTGTT T TATTAA S C TTAGTAATGETTAATAG
A ACGETT oG AT TCETAT TTAACT T CAGAGST GALATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTAC
TECEAAAGCATTTECCAAGACGTTTCCATTAATCALGAACGAALGTTAGSFEAT CEAAGACFATCAG
ATACCETCGTAGTCCTAACCATAAACTATGOC GACTAGTGATTGZASGETCETCETTTTTTGACCCCTT
CAGEAACTTGAGAGARATCAAALGTCTTT T TCTEEEEHIAGTATGETCGCAAGGCTGALACTTARR
A A TTEACHEAASSECACCACCAGGCOETEEAGCCTEC o TTAATTTEAC T CAACACGIHZAAACTC
ACCAGETCCAGACAAM CGETAGEATTGACAGAT T GATAGCTCTTTCTTEATTCT T T =TT EETEC
ATEECCETTCTTASGTTEETEEAGTZATTTETC T GETTAATTCCGTTAA DA A CEAGACCTTAAZCTEC
TAACTAGTEOCFETTATTTEASTT T OO T TEC TTOT TAGAGGEACT T TG E GO TAAGTC O T GAGE
AAGTTTAAGGCAATAACAGET CTETEAT 2 COC T TAGAT GTCOC TeaaC T ECACGIGU G TACACT AT G
CATTCATCGASTTTATTCCTT GElCElEAGET CTAGGTAAT CTTTAGTATGCAT CGTEACGSFATT S
ATTTTTETAATTCTAAATCAT GALCGASSAAT GCCTAGTATGOGCAAGTCAT CAGCTT TG CAGATTA
CETCCCTECCCTTTETACACA CCECCC

Slika 17. FASTA format 18S rRNK sekvence B. canis deponovane u GenBank

Deponovana sekvenca je 100% identicna sa sekvencama koje su dobijene iz vukova
(KY359360) i prirodno inficiranih pasa (AY072926) u Hrvatskoj i kod konja u Italiji
(KX839231).

Nakon sekvenciranja fragmenta gena za 16S rRNK wuzoraka pozitivhih na DNK
Anaplasma spp., utvrdeno je da su obe sekvence medusobno identi¢ne. Reprezentativna
sekvenca je deponovana u banci gena pod pristupnim brojem MF076944 (Slika 18). Na

osnovu poredenja sa prethodno publikovanim sekvencama u uzorcima analiziranim
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tokom ovog istraZivanja utvrdeno je prisustvo DNK A. phagocytophilum. Ustanovljena je
sli¢cnost od 100% sa sekvencama uzoraka poreklom iz vise razli¢itih domacina: ljudi, psi,
rakuni, macke, lisice, ovce, glodari, iksodidnih krpelja i zemalja: Japan, Juzna Koreja,
Hrvatska, Austrija, Svajcarska, Francuska, Norveska, SAD, Brazil) (Sekvence deponovane
pod pristupnim brojevima: MH482862, MG519284, MG976767, LC334014, MF076944,
MF582329, MF351965, MF351964, KY458571, KX180948, KY114936, KU559922, KP306523,
KP306520, KP306518, CP015376, KT986058, KT454992, KU513794, KR611719, KP276588,
KP642755, KR021166).

ME0T6944.1 Anaplasma phagocytophilum isolate RE1E813 168 ribosomal
RNA gene, partial sequence

GTACCTACAFAAGAASTCCCEECAALCTCCETGCCAGCAGTCGCEETAATACGFAGGGECAAGCETT
GTTCEEAATTAT TEEECET AASGGCATGTAGGCGETTCOETALGTTALAGGTZALATSCCAGFECTT
AACCCToEAGC TGO TTT TAATACT GO CAGACT AGAGT CCGEEAGAGGATAGC GEAAT TCCTASTGTAS
AoGToAAATTCGTAGATATTAGEAGGAACACCAGTGECGAAGGCEGCTATCTGETCCGETACTGACGT
TEAGETGCGAAAGEGT FEE

Slika 18. FASTA format reprezentativne sekvence fragmenta gena za 16S rRNK A.
phagocytophilum deponovane u GenBank

5.3.2 Nalaz patogena u krpeljima sakupljenim sa Sakala

U krpeljima sakupljenim sa Sakala detektovano je prisustvo DNK Borrelia burgdorferi s.1.,
Babesia spp., i Anaplasma spp., dok prisustvo Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Francisella spp.,
Bartonella spp. i Coxiella burneti nije utvrdeno. Svi uzorci krpelja pozitivni na prisustvo
DNK patogena su sekvencirani metodom po Sangeru cime je identifikovana vrsta
prisutnog patogena. Zbirni prikaz rezultata prisustva DNK patogena u krpeljima
obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom dat je u tabeli 16, a prostorna distribucija

vrsta krpelja pozitivnih na patogena data je na slici 19.
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Tabela 16. Prevalencija patogena detektovanih PCR metodom u krpeljima sakupljenim sa Sakala

Babesia spp. Borrelia burgdorferi s.l. Anaplasma spp.
Broj sakup-l]emh Ba. canis Ba. microti Bo. garinii Bo. valasiana Bo. lusitaniae A. marginale
krpelja
)Y )3 >z > >
Vrstekrpelja 3 ¢ n Z 3 2 n Z(% 3 ¢ n 3 ¢ n 3 ¢ n 3 ¢ n 3 & n
el " (%) (%) (%) (%) (%)
. 64 6 1 2 2
Ixodes ricinus 34 30 (54.2) 6 (9.4) 1 (1.6) 2 (3.1) 2 3.1)
Dermacentor 47 8 1 3
reticulatus 407 (39.8) 71 (17) 1 (2.1) 3 (6.4)
Haemaphysalis 7
concinna 3 2 2 (5.9
14 1 1 2 2 3
Dlapne 7% 2 W 77  my) ) 08) ) w7) 25)
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/r\--"'\.o I ricinus- B. canis

@ I ricinus- B. micrott
,—Jo D. reticulatus- B. canis

T V. I. ricinus- Bo. valasiana
(B [ ricinus- Bo. lusitaniae
23 D. reticulatus- Bo. garinmni

LY D. reticulatus- A, marginale
. Lokalitet na kome nisu

detektovani pozitivni

Slika 19. Prostorna distribucija pojedinih vrsta krpelja pozitivnih na prisustvo

DNK Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.1. i Anaplasma spp.,

(O - Lokaliteti na kojima nisu sakupljen krpelji sa Sakala)
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Od 118 analiziranih krpelja 15 je bilo pozitivno na prisustvo DNK Babesia spp.,
(15/118, 12,7%). Prikaz agaroznog gela sa pozitivnim uzorkom dat je na slici 20.

Slika 20. Izgled reprezentativnog gela sa pozitivnim uzorkom krpelja (uzorak
oznacen brojem 2) na Babesia spp.,obojenog ,Midori Green” bojom (Nippon
Genetics, Japan). K- negativna kontrola, K+ pozitivnha kontrola MW 100bp-

marker molekulske mase

Nakon sekvenciranja i na osnovu slicnosti dobijenih sekvenci gena za 185
rRNK sa sekvencama deponovanim u banci gena potvrdeno je prisustvo dve
vrste roda Babesia: B. canis i B. microti. Potvrdena je identi¢nost 185 rRNA
sekvence izmedu B. canis detektovane kod Sakala i 185 rRNA sekvence
dobijene iz D. reticulatus krpelja poreklom sa te Zivotinje. Prisustvo DNK B.

canis je detektovano u krpeljima prikupljenim sa sedam Sakala.

B. canis je detektovana kod Sest Zenki vrste I. ricinus koje su sakupljene sa pet
Sakala odstreljenih na jednom od tri lokaliteta: Smederevska Palanka, Surcin,
Veliko Gradiste. DNK B. canis potvrdena je i kod jedne zenke i sedam muzjaka
vrste D. reticulatus koji poticu sa ukupno cetiri Sakala koji su odstreljeni na
jednom od tri lokaliteta: Smederevo, Surcin, Titel. Jedan Sakal sa lokaliteta
Suréin imao je na sebi jednu zenku I. ricinus i jednog muzjaka D. reticulatus koji
su bili pozitivni na prisustvo B. canis. Broj pozitivnih krpelja na Babesia spp. po

lokalitetima dat je u tabeli 17, a prikaz na grafikonu 13.
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Tabela 17. Krpelji pozitivni na prisustvo DNK Babesia canis po lokalitetima

sakupljanja

Broj Sakala sa

.. Vrsta krpelja
kojih su — :
) ikuplieni Ixodes ricinus Dermacentor reticulatus
Lokalitet prikupijent . < . S
inficirani krpelji =~ MuZjaci Zenke MuZjaci Zenke
Titel 1 1
Surcin 2 2 6
Smederevo 1 1
Veliko
. 2 3
Gradiste
Smed. Palanka 1 1
Ukupno 7 0 6 7 1
7 P W Ixodes ricinus Zenke
6
m Dermacentor reticulatus
s 5 muzjaci
g 4 W Dermacentor reticulatus
ol 3 v k
v 3 Zenke
3 2
R 2
1 1 1
1
O — T . 1
> X2
< & &‘2’40 & & g
030 Q/&b O’@ Q/&
4 NTS) >
O

Grafikon 13. Prikaz vrsta krpelja pozitivnih na prisustvo DNK B. canis po

lokalitetima sakupljanja

Prisustvo DNK B. microti potvrdeno je kod jedne Zenke vrste I. ricinus koja je

sakupljena na lokalitetu Svilajnac. Reprezentativne sekvence B. canis (pristupni
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broj KY828593) i B. microti ( pristupni broj KY828448) su deponovane u banci
gena (Slika 21).

FEYB28593.1 Babesia canis isolate BabLMBEZ small subunit rikbosomal
RN&A gene, partial sequence

CTTETAATTEEAAT AT EETEACCCAAACCCTCACCAGAGTAG AATTGEAGEFCAAGTITEETEOCA
GCASCCGCSETALTTCCASCTCOALTAGCSTETATT AR CTTSTTGCASTTALL R GCTCCETLSZTTET
ATTTTTECSTTEACGETTTEACCATTTEETTSETTATTTCETTTTCGCTTTTEEEAATTTCCCTTTTT
ACTTTEAGAALATTAGAGTETTTCAAGCAGACTTTTETCTT EAATACTTCAGCATZEAATAATAGAGT
ACCACTTTSETTCTATTTTETTEETTATT CARCCTTASTALTSETTALTEGCGEL CGET TEEEESCATT
CETATTTAMAGAMS

FEYB28448.1 Babesis microti isclate BakIMEL small subunit ribosomal
RN&A gene, partial sequence
ATETAATTEEAATEATGEAATCTAAACCCTTOCCAGAGTATCAATTGEAGEEALGT CTEET ECCAS
CAGCOEOEEFTAATTCCAGTTCOCAATA G GTATATTAAACTTETTECASTTALGAAGCOT CETAGT T AL
TTTCTEC T T CATTA LT TSSO TTOCGAGCGTTTTTTTATT GO TTSECATCTTOTSEATTTEET =
CCTToEEETACTATT T T CCAGEATTTAC T T TEA ZAAAACTAGASTETTTCAAACASECATTCSCCTT
ALTACTACASCATEAEATALTEEL STAGCACTTTGETTCTATTTTGTT G T TATTGASCC AL ST AT
GETTAATAGEAGCAGTTEFEEECATTOSTATT T AR

Slika 21. FASTA format deponovanih reprezentativnih sekvenci Babesia canis i
Babesia microtti iz krpelja

U analiziranom uzorku krpelja kod pet jedinki (5/118, 4,2%) je detektovano
prisustvo DNK Borrelia burgdorferi s.1. Na slici 22., prikazan je reprezentativan
agarozni gel sa pozitivnim uzorcima krpelja na prisustvo DNK Borrelia

burgdorferi s.1.

Slika 22. Izgled reprezentativnog gela sa pozitivnim uzorcima krpelja na
prisustvo DNK Borrelia burgdorferi s.1. (pozitivni uzorci su oznaceni brojevima
1,3,4,5) Za bojenje umnoZenih fragmenata koriséen je etidijum-bromid. K-
negativna kontrola, K+ pozitivna kontrola MW 100bp- marker molekulske
mase
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Sekvenciranjem PCR produkata umnoZenog 55-23S rRNK intergenskog regiona
Borrelia burgdorferi s.1. i analizom dobijenih sekvenci identifikovano je prisustvo
tri vrste kompleksa Borrelia burgdorferi s.1. : Bo. garinii, Bo. wvalaisiana i Bo.
lusitaninze. DNK Bo. garinii detektovana je kod jednog muZjaka vrste D.
reticulatus sakupljenog sa Sakala na lokalitetu Surcin. Dobijena sekvenca duZzine
od 210 bp je deponovana u banci gena pod pristupnim brojem KY863460 (slika
23). Prisustvo DNK Bo. valaisiana je detektovano kod dva muZjaka vrste L
ricinus sakupljenih sa jednog Sakala na lokalitetu Veliko Gradiste.
Reprezentativna sekvenca duZine 214bp je deponovana u banci gena pod
pristupnim brojem KY863459 (slika 23). DNK Bo. lusitaniae je potvrdena kod
dva muzijaka vrste I. ricinus sakupljenih sa Sakala na lokalitetu Smederevska

Palanka.

Kod tri muzijaka vrste D. reticulatus detektovano je prisustvo DNK Anaplasma
spp- RFLP analizom dobijenih PCR produkata potvrdeno je prisustvo A.
marginale u sva tri uzorka. Dva krpelja pozitivna na prisustvo A. marginale
poticu sa jednog Sakala sa lokaliteta Surc¢in, dok je jedan pozitivan krpelj

sakupljen sa Sakala odstreljenog na lokalitetu Smederevo.

SEYB863460.1 HBorreliella garinii 58-233 ribosomal RMNA @ intergenic
spacer, partial segquence

ATTTTTTATGTTTTTAGATGTTCATGTT TTT ZAATGTTTTATT CCAATAATATAL L AM AT A MLMLTATA
TATTEACATGEAT TASACAAAGATATATATTATTCTATETTGTATAAACAMATTGECA ML AT AGAGAT
SEAAGATAM M ATATGETCAAAGTAATALGAGT CTAT GEGTGAATGCCTECATTAC COTACCTCICAC
FAsialalay.y

K¥B63459.1 Forreliellas walaisiana 58-238 ribosomal RNA intergenic
spacer, partial seguence

ATTTTTTATATTTTTTTAAT T TCATGTTTTT GAATGTTTTAT TCAAATAAT ST AL RS AMTAMLLTAG
ATATT GACATEEATT GAACAAAASATATATATTATTTTATET TECATAANCARATTHSCAALATAGAS
AT SGAAGATAAS M ATATEETCAALGTALTAARAGTCTAT T FAAT SO CTASSAC TS C AL TAZCOT
LCTCOCCOCARR

Slika 23. FASTA format deponovanih reprezentativnih sekvenci Borrelia garinii i

Borrelia valaisiana iz krpelja
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6. DISKUSIJA

IstraZivanjima sporvedenim u sklopu ove doktorske disertacije, po prvi put je u
Srbiji sistematski sagledan epizootiolosko-epidemioloski znacaja zlatnog sakala
(Canis aureus) kroz utvrdivanje prisustva vektorima prenosivih uzooc¢nika
zoonoza (Babesia spp., Borrelia burgdorferi s.l., Rickettsia spp., Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp., Francisella spp., Bartonella spp., Coxiella burneti, Leishmania spp.) u

uzorcima slezine Sakala i krpeljima koji su sa njih sakupljeni.

Sa epizootiolosko-epidemioloskog aspekta, studije ovog karaktera su od velikog
znacaja jer mogu da ukaZzu na ulogu vrste koja se ispituje u enzootskim
ciklusima kruZenja vektorima prenosivih patogena na istrazivanom podrudju.
lako su divlje kanide prepoznate kao pogodne vrste za epizootiolosko-
epidemioloski nadzor ekosistema (,sentinel”) (Aguirre, 2009), a Sakli
prepoznati kao domacini rezervoari veceg broja ekto- i endoparazita (Gherman
& Mihalca, 2017), malo je dostupnih podataka o ulozi Sakala u Sirenju i
odrzavanju vektorima prenosivih patogena u Evropi. Istrazivaci iz Rumunije
nedavno su molekularnim metodama (PCR, sekvenciranje) dokazali prisustvo
B. canis i L. infantum kod $akala i ukazali na njihov moguci znacaj u odrzavanju
glavnog uzrocnika babezioze pasa i potencijalnu ulogu kao domacina
rezervoara za L. infantum (Mitkova et al., 2017b). Istrazivanja sprovedena u
nasoj zemlji ukazala su na znacaj Sakala kao domacina rezervoara za uzro¢nike
parazitskih zoonoza koji se prenose u lancima ishrane: Trichinella spiralis, T.
britovi (Cirovié et al., 2015), Echinococcus multilocularis (Lalogevié et al., 2016), ali
do sada nije ispitivan znacaj Sakala u Sirenju i odrzavanju vektorima prenosivih
uzro¢nika zoonoza. Takode ni sistematske faunisticke studije krpelja koji
parazitiraju na Sakalima u naSoj zemlji do sada nisu vrSene. Zbog
epizootiolosko-epidemioloskog znacaja krpelja (Jongejan & Uilenberg, 2004) i

Sirenja areala zlatnog Sakala u zemljama Jugoisto¢ne Evrope (Krofel et al,,
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2017), prilog poznavanje faune krpelja koja parazitira na Sakalima je takode od
posebne vaznosti jer krpelji kao vektori predstavljaju veoma vazan element u

enzootiskim transmisionim ciklusima vektorima prensivih patogena.

% ok ok

Na osnovu prethodnih istraZivanja u Evropi do sada je utvrdeno osam vrsta
krpelja koji parazitiraju na Sakalima: I ricinus, I. hexagonus, 1. canisuga, D.
reticulatus, D. marginatus, H. punctata, H. concinna i Rhipicephalus sanguineus s.
(D’Amico et al., 2017; Duscher et al., 2013; Farkas et al., 2014, Hornok et al.,
2013; Stojanov et al., 2014). Navedene vrste krpelja prisustne su i u nasoj zemlji,
a u razli¢itim studijama koje se bave prevalencijom krpeljima prenosivih
patogena, u njima je potvrdeno prisustvo veceg broja uzroc¢nika oboljenja ljudi i
zivotinja od kojih su pojedini sa zoonoznim potencijalom: A. phagocytophilum, A.
ovis, F. tularensis, Rickettsia sp., B. burgdorferi s.l.,Coxiella burnetii, B. canis
(Milutinovi¢ et al., 2006, 2008, 2012; Tomanovi¢ et al.,2009, 2010, 2013,; Mihaljica
et al. 2012; Potkonjak et al., 2016;). Do danas, studije koje se sistematski bave
faunom krpelja koji parazitiraju Sakale u nasoj zemlji nisu radene. Prethodno je
potvrden nalaz krpelja vrsta I. ricinus, D. marginatus i R. sanguineus s.1 kod
Sakala odstreljenih na lokalitetima u Vojvodini (Stojanov et al., 2014).
Prikupljeni krpelji sa Sakala analizirani u okviru ove doktorske disertacije
pripadaju jednoj od tri vrste: I. ricinus, D. reticulatus, H. concinna, za koje je
prethodno potvrdeno da mogu biti ektoparaziti Sakala u Evropi (Gherman &
Mihalca, 2017). I. ricnus je vrsta krpelja koja je najce$c¢e nalazena na Sakalima
analiziranim u sklopu ove doktorske disertacije (54,2%) $to je u skladu sa
prethodnim nalazom kada je od ukupnog broja krpelja sakupljenih sa Sakala
njih 55% pripadalo ovoj vrsti. Odstreljeni Sakali bili su poreklom sa jednog od
tri lokaliteta u Vojvodini: Ruma, Pe¢inci, Titel (Stojanov et al., 2014). Na$ nalaz
potvrduje da Sakali predstavljaju dobre domacine za navedene vrste krpelja na

podrucju nase zemlje, i da pored epizootiolosko-epidemioloskog znacaja koji
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Sakali imaju kao potencijalni rezervoari za patogene koje prenose pomenute
vrste krpelja, moze im se pripisati i uloga za mehani¢ko prenoSenje i Sirenje
areala ovih vrsta krpelja na Sirem podrudju. S obzirom da Sakali Zive u blizini
naselja povecava se verovatnoéa da ovi krpelji neku od faza svog Zivotnog
ciklusa obave i na domad¢im Zivotinjama ili ljudima, narocito I. ricinus, kao
najc¢es¢i ektoparazit coveka, ¢ime se znacaj Sakala u enzootskim ciklusima
vektorima prenosivih uzroc¢nika zoonoza dodatno naglasava. U krpeljima
sakupljenim sa Sakala u ovoj studiji, potvrdeno je prisustvo DNK B. canis, B.

microti, A. marginale, Bo. garinii, Bo. lusitaniae i Bo. valaisiana.

%k 3k %

Epizootiolosko-epidemioloski znacaj divljih kanida kao potencijalnih
rezervoara za razli¢ite vrste Babesia prepoznat je u ranijim studijama. Sa ovog
aspekta, u Evropi su najbolje istraZene lisice. Dosadasnje studije ukazuju da
lisice nemaju ulogu u odrzavanju B. canis u prirodi (Cardoso et al., 2013; Hodzi¢
et al., 2015a), Od mnogobrojnih sprovedenih studija u Evropi o ulozi lisica u
eko-epidemiologiji Babesia spp. i analizama velikog broja uzoraka, DNK B. canis
je molekularnim metodama do sada potvrdena samo dva puta u celom svetu.
Prvi nalaz kod jedne lisice prijavili su istrazivaci iz Portugala (Cardoso et al.,
2013), a drugi nalaz B.canis potvrden je takode kod jedne lisice u Bosni i
Hercegovini (Hodzi¢ et al., 2015a). Objavljeni rezultati skorasnje studije koja se
bavila ulogom lisica kao potencijalnih rezervoara za Babesia spp. u Srbiji,
potvrdili su prisustvo B. canis kod jedne lisice sto predstavlja tre¢i nalaz do sada
u svetu (Juwaid et al., 2019). Mnogo vedi znacaj se pridaje lisicama kao
potencijalnim rezervoarima za B. microti-like sp. (Otranto et al., 2015a).
Poslednjih godina je molekularnim metodama potvrdeno prisustvo DNK B.
microti-like kod lisica u viSe zemalja sa razli¢itim prevalencijama: od 72% u
Severozapadnoj Spaniji (Checa et al., 2018), 69.2% u Portugalu (Cardoso et al.,
2013), 50% u Austriji (Duscher et al., 2014), 46.4% u Nemackoj (Najm et al.,
2014), 31.9% u Bosni i Hercegovini (Hodzi¢ et al., 2015a), 20% u Madarskoj
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(Farkas et al.,, 2015), 14.6% u Velikoj Britaniji (Bartley et al., 2016), 5.2% u
Hrvatskoj (Dezek et al., 2010), 0.98% u Italiji (Zanet et al., 2014). DNK B. microti-
like potvrdena je i kod lisica u Severnoj Americi sa prevalencijom od 39%
(Birkenheuer et al., 2010) i Izraelu (19%) (Margalit Levi et al., 2018). Nedavno
istrazivanje sprovedeno kod lisica u nasoj zemlji, potvrdilo je prisustvo DNK B.
microti-like kod 28.7% analiziranih Zivotinja (Juwaid et al., 2019). Visoka
prevalencija B. microti-like i odsustvo klini¢kih simptoma kod lisica u Evropi,

ukazuju na njihovu ulogu kao rezervoara za ovu vrstu babezija (Checa et al.,

2018).

Za razliku od lisica, malo podataka postoji o ulozi drugih divljih kanida u
epizootiologiji vektorima prenosivih bolesti pa tako i babezioze. Nedavno
sporvedeno istrazivanje u Hrvatskoj ukazuje na ulogu vukova kao potencijalnih
rezervoara za B. canis. Od 107 slobodno Zive¢ih vukova analiziranih na
prisustvo piroplazmi, 21 Zivotinja (19,6%) je bila pozitivna na prisustvo DNK B.
canis. Obdukovane Zivotinje nisu pokazivale znakove hemoliticke bolesti Sto
ukazuje na ograni¢enu patogenost B. canis kod slobodno Zivec¢ih vukova (Beck
et al., 2017). Potvrdeno je da vukovi drzani u zarobljenistvu mogu da obole od
babezioze (Erdélyi et al., 2014; Karbowiak et al., 2008). Istrazivaci u Madarskoj
su potvrdili prisustvo B. canis kao uzro¢nika fatalne babezioze kod dva vuka

drzana na ograni¢enom podrudju (Erdélyi et al., 2014).

*h%k

lako poslednjih decenija $akali povecavaju brojnost populacije i areal
rasprostranjenja u Evropi (Trouwborst et al., 2015), postoji mali broj istrazivanja
o ulozi ove vrste u epizootiologiji vektorima prenosvih bolesti (Duscher et al.,
2013; Farkas et al.,, 2014). U Rumuniji, B. canis je potvrdena kod Sakala sa
prevalencijom od 8.9% (Mitkova et al.,, 2017) dok je B. rossi je ¢est nalaz kod
prugastog Sakala (Canis adustus) u Africi (Penzhorn, 2011). Do danas nije poznat

patogeni potencijal B. canis kod Sakala a nedavno sprovedena studija u
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Rumuniji ukazala je na njihovu ulogu kao prirodnih domacdina rezervoara ove
parazitske protozoe (Mitkova et al., 2017). Nasi rezultati predstavlaju prvi nalaz
B. canis kod 8Sakala u Srbiji, a generalno drugi molekularno potvrden nalaz u

svetu posle potvrdenog prisustva B. canis kod Sakala iz Rumunije (Mitkova et

al., 2017).

U okviru rezultata istraZivanja ove doktorske disertacije, PCR-om je utvrdena
ukupna prevalencija od 4,2% (9/216) na B.canis u analiziranim uzorcima slezine
$akala. Sakali pozitivni na prisustvo DNK B. canis poti¢u sa lokaliteta: Surcin
(12,5%, 3/24), Svilajnac (6,8%, 3/44), Smederevo (4,1%, 2/49), Veliko Gradiste
(1,9%, 1/54). Udaljenost izmedu najudaljenijih podrucja lokaliteta na kojima su
detektovani pozitivni Sakali (Surc¢in-Svilajnac, Surc¢in-Veliko Gradiste) je oko
130km sto ukazuje na Siru distribuciju B. canis kod Sakala na teritoriji nase
zemlje a time i na veci epizootioloski znacaj Sakala kao domacina rezervoara na
teritoriji nase zemlje. Jedan od znacajnih nalaza dobijen u sklopu ove teze je i
identi¢nost 185 rRNA sekvence izmedu B. canis detektovane kod $akala i D.
reticulatus krpelja poreklom sa te Zivotinje. Na osnovu ovog nalaza moze se
postaviti osnovana hipoteza da su Sakali i D. reticulatus krpelji koji parazitiraju
na njima elementi silvaticnog enzootskog ciklusa B. canis, i da s obzirom na
zivot $akala u neposrednoj blizini naselja i domacih zivotinja (Cirovi¢ et al.,
2018; Giannatos, 2004) predstavljaju potencijalno znacajne prirodne domacine
rezervoare koji omogucavaju transmisiju ovog patogena iz silvatiénog u urbani

ciklus.

Rezultati istrazivanja o ulozi lisica kao potencijalnih rezervoara za Babesia spp.
koje je sprovedeno nedavno u Srbiji, ukazuje da lisice verovatno nisu
kompetentni rezervoari za B. canis (Juwaid et al., 2019), sto je u skladu sa
rezultatima prethodnih studija u drugim evropskim zemljama (Cardoso et al.,
2013; Hodzi¢ et al., 2015a). Od 129 analiziranih uzoraka tkiva slezine, samo
jedna lisica je bila pozitivna na B. canis dok je na prisustvo DNK B. vulpes bilo

pozitivno 37 lisica (28.7%). Takode, u ovoj studiji je potvrdena visoka stopa
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prevalencije (61.2%) kod analiziranih lisica na Hepatozoon canis (Juwaid et al.,
2019). Rezultati istrazivanja dobijeni u sklopu ove doktorske disertacije (Sukara
et al., 2018), zajedno sa rezultatima dobijenim tokom istraZivanja uloge lisica u
odrzavanju Babesia spp., u nasoj zemlji (Juwaid et al, 2019) i rezultatima
prethodnih istraZzivanja Sakala (Mitkové et al., 2017) i lisica u Evropi (Cardoso et
al., 2013; Hodzi¢ et al., 2015) daju nam osnov za postavljanje hipoteze da su
Sakali odgovorni za odrzavanje B. canis u silvaticnom ciklusu na teritoriji nase

zemlje.

X

Prevalencija na prisustvo DNK B. canis kod analiziranih krpelja u sklopu ove
doktorske disertacije bila je 17% kod D. reticulatus krpelja i 9,4% kod krpelja
vrste . ricinus. Prisustvo B. canis u D. reticulatus krpeljima je potvrdeno u
mnogim zemljama Sirom Evrope (Jongejan et al., 2015; Kubelova et al., 2011). B.
canis je najznacajniji patogen koji se prenosi na Zivotinje ovom vrstom krpelja s
obzirom na posledice nastale patogenim delovanjem ove protozoe kod
inficiranih domacina i uzimajuéi u obzir Siroku geografsku distribuciju D.
reticulatus krpelja. U Srbiji, prisustvo DNK B. canis prethodno je potvrdeno kod
D. reticulatus krpelja sakupljenih sa vegetacije (Mihaljica et al., 2012; Tomanovi¢
et al., 2013) i sa infestiranih pasa (Potkonjak et al., 2016a). B. canis je takode
dokazana kao najcesci uzroénik babezioze pasa u Srbiji (Davitkov et al., 2015).
Kod jedne zenke vrste I. ricinus sakupljene sa $akala u ovoj studiji, potvrdeno je
prisustvo B. microti, vrste sa zoonotskim potencijalom i predominantnim
uzroénikom humane babezioze u SAD (Homer et al., 2000). U poslednjih
desetak godina, humana babezioza izazvana ovim uzro¢nikom prijavljena je u
vise evropskih zemalja (Arsuaga et al, 2016; Hildebrandt et al., 2007;
Moniuszko-Malinowska et al., 2016). Molekularna detekcija DNK B. microti kod
nasisane I. ricinus Zenke sakupljene sa Sakala na lokalitetu Svilajnac u centralnoj
Srbiji, predstavlja drugi nalaz ovog patogena u krpeljima kod nas. Prethodno je

ovaj pathogen potvrden kod jednog I. ricinus krpelja sakupljenog sa vegetacije u
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Vojvodini (Potkonjak et al., 2016). B. microti potvrdena je sa prevalencijom od
1,9% u krvi pasa iz juzne Srbije, ta¢nije u iz Nisa i okoline (Gabrielli et al., 2015).
Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju na $iru distribuciju B. microti, tj. prisustvo
ovog zoonoznog patogena i u centralnoj Srbiji. Nas$ nalaz i rezultati prethodnih
studija dokaz su da ovaj patogen cirkuliSe na teritoriji nase zemlje i da postoji

potencijalni rizik za pojavu babezioze u humanoj populaciji u Srbiji.

Potrebna su dalja istraZzivanja kako bi se potpuno razjasnila uloga Sakala u
odrzavanju parazitskih protozoa i kako bi se potvrdio znacaj Sakala kao
domacina rezervoara koji predstavljaju sponu izmedu silvaticnog i urbanog
enzootskog ciklusa za B. canis. Takode, istraZivanja o ulozi vukova u
odrzavanju Babesia spp., u nasoj zemlji do danas nisu vrSena. S obzirom da su
vukovi autohtona divlja kanida u Srbiji, buduca istraZivanja treba da pruze
potpuniju epizootiolosku sliku silvati¢nog ciklusa Babesia spp.. Neophodna su i
dalja istrazivanja uloge razli¢itih vrsta krpelja u eko-epidemiologiji parazitskih
protozoa pa tako i Babesia spp. Takode, s obzirom da do danas nije potvrden ni
jedan slu¢aj humane babezioze u nasoj zemlji, a da dostupni epizootioloski
podaci ukazuju na prisutnost B. microti, neophodne su epidemioloske studije
kojima bi se istrazio znacaj B. microti kao uzrocnika humane babezioze u nasoj

zemlji.
kK%

Anaplasma marginale i A. phagocytophilum su znacajni patogeni posmatrano sa
aspekta humane i veterinarske medicine. Za vrste u okviru roda Anaplasma ne
postoji stroga specifi¢nost za odredenog domacina, jer je infekcija ovim
mikroorganizmima dokazana kod veceg broja divljih prezivara, drugih divljih i
domacih zivotinja, te se A. phagocytophilum smatra emergentnim, globalno
rasirenim zoonotskim patogenom koji se prenosi krpeljima (de La Fuente et al.,
2006). Otuda postoji potreba za daljim epizootiolosko-epidemioloskim
istrazivanjima i otkrivanjem novih potencijalnih domacina rezervoara A.

phagocytophilum u cilju sprovodenja adekvatnih preventivnih mera radi zastite
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zdravlja Zzivotinja i ljudi. Sa epizootiolosko-epidemioloskog aspekta znacaj
divljih kanida u odrZzavanju A. phagocytophilum u Evropi najbolje je izuc¢en kod
lisica. O ulozi lisica kao potencijalnih rezervoara za A. phagocytophilum svedoci
potvrda prisustva DNK ovog zoonoznog patogena kod lisica iz Poljske (2,7%),
Ceske (4,0%), Italije (16.6%) (Ebani et al., 2011; Hulinska et al., 2004; Karbowiak
et al., 2009). Opisan je i jedan slucaj akutne granulocitne anaplazmoze kod vuka
drzanog u zarobljenistvu u Austriji (Leschnik et al., 2012). Nema dostupnih
podataka o wulozi Sakala kao potencijalnih domadina rezervoara za A.
phagocytophilum u Evropi. Samo je jedna studija do sad potvrdila relativno
visoku seroprevalenciju od 26,4% na A. phagocytophilum (ranije poznata kao E.

phagocytophila) kod Sakala (Canis aureus syriacus) u Izraelu (Waner et al., 1999).

Eko-epidemiologija A. phagocytophilum u nasoj zemlji je u velikoj meri
nepoznata i nedovoljno istrazena. Glavni vektori A. phagocytophilum u Evropi su
krpelji vrste I. ricinus (Stuen et al., 2013a) koji je ujedno i najabudantnija vrsta u
nasoj zemlji (Milutinovi¢ et al., 1996; Milutinovi¢ et al., 2012; Milutinovi¢ &
Radulovi¢, 2002). Milutinovi¢ i sar. (2008) su po prvi put u Srbiji molekularnim
metodama potvrdili prisustvo A. phagocytophilum kod I ricinus krpelja
sakupjenih sa vegetacije na viSe lokaliteta u Centralnoj Srbiji, na teritorije
Vojvodine i na lokalitetima u okolini grada Beograda. Istrazivanja su ukazala na
siroku distribuciju A. phagocytophilum kod vrste krpelja koja je prepoznata kao
glavni vektor ovog zoonoznog agensa. Zabelezena je prose¢na prevalencija od
13.9% medu analiziranim I. ricinus krpeljima na prisustvo DNK A.
phagocytophilum, dok je kod 4,9% krpelja potvrdena koinfekcija sa A.
phagocytophilum i vrstama kompleksa B. burgdorferi sensu lato (Milutinovic et al.,
2008). Tomanovi¢ sa sar. (2010) analizom sekvenci p44/msp2 paraloga A.
phagocytophilum ukazuje na infektivni potencijal izolata dobijenih iz I. ricinus
krpelja u Srbiji. Na osnovu komparativne filogenetske analize sa ostalim
izolatima u svetu, ustanovljena je velika sli¢nost izolata A. phagocytophilum iz

Srbije sa izolatima koji su potvrdeni kao uzrocnici anaplazmoze ¢oveka i ovaca
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(Tomanovi¢ et al. 2010). Takode, Tomanovi¢ i sar. (2013) ukazuju da se A.
phagocytophilum moze naci u koinfekciji sa Coxiella burnetii i A. ovis kod 1. ricinus
krpelja i potvrduju prisustvo DNK A. phagocytophilum kod vrsta D. reticulatus i
H. concinna sakupljenih sa vegetacije (Tomanovic et al., 2013). Do sada u nasoj
zemlji nije zvani¢no potvrden ni jedan slucaj humane granulocintne
anaplazmoze (HGA), oboljenja koje kod ljudi izaziva A. phagocytophilum
(Dumler, 2005). Do sada su opisana jedino dva slucaja oboljenja od humane
monocitne erlihioza (HME), ¢iji je uzroénik Ehrlichia chaffeensis, koja priada
uzroc¢nicima iz familije Anaplasmataceae (Arsic¢ et al., 2014; Poki¢ et al., 2006).
Postoji moguénost da se HGA javlja u nasoj zemlji u okviru febrilna stanja

nejasne etiologije ali da zbog nespecificnih simptoma bolest ostaje

nedijagnostikovana.

Seroloske studije vrsene kod pasa u nasoj zemlji ukazuju na njihovu izlozenost
A.phagocytophilum. Testom indirektne imunoflorescencije (IFAT) kod
analiziranih pasa sa teritorije Vojvodine potvrdena je seroprevalencija od 15,5%
(Potkonjak et al., 2015b), dok je primenom istog testa kod pasa sa teritorije
grada Beograda (kod pasa lutalica, pasa iz azila i lovackih pasa) potvrdena
seroprevalencija od 26.1% (Kovacevi¢ Filipovi¢ et al., 2018). Razlika u
prevalenciji izmedu ove dve studije se moze tumaciti veéim stepenom
izlozenosti ispitivane populacije pasa sa teritorije grada Beograda krpeljima u
odnosu na ispitivanu populaciju pasa sa podrucja Vojvodine jer su studijom bili
obuhvaceni psi kuéni ljubimci drzani u kuénim uslovima ili slobodno
(Potkonjak et al., 2015b). Potkonjak sa sar. (2016) je dokazao prisustvo DNK A.
phagocytophilum kod jednog krpelja vrste I. ricinus sakupljenog sa psa ali do
danas u Srbiji nije direktno potvrdeno prisustvo DNK' A. phagocytophilum
molekularnim metodama kod pasa. lako prethodne studije ukazuju na
izloZzenost pasa uzo¢niku anaplazmoze, u nasoj zemlji do danas ne postoje

potvrdeni slucajevi ovog oboljenja.
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Rezultati nedavno sprovedene studije kod muznih krava drzanih na pasnjacima
u nasoj zemlji, potvrdili su prisustvo antitelana na A. phagocytophilum kod 2,45%
testiranih Zivotinja sa podrucja lokaliteta Gruza i PoZarevac. Sve Zivotinje
analizirane na prisustvo DNK A. phagocytophilum (qQPCR) u ovoj studiji su bile
negativne. Sa ispitivanih Zivotinja su sakupljene tri vrste krpelja: I. ricinus kao
najabudantnija vrsta, zatim H. punctata i D. marginatus (Vasi¢ et al., 2018).
Epizootoloska istrazivanja o ulozi drugih vrsta domacih i divljih sisara u

odrzavanju A. phagocytophilum u nasoj zemlji do danas nisu sprovedena.

U krpeljima sakupljenim sa Sakala koji su analizirani u ovoj doktorskoj
disertaciji nije dokazano prisustvo DNK A. phagocytophilum ali je istraZivanje
pokazalo da je 0,9% analiziranih uzoraka tkiva slezine Sakala pozitivno na
prisustvo DNK ovog zoonoznog patogena. Ovaj nalaz je prvi dokaz prisustva
ovog patogena koji je potvrden PCR-om kod Sakala uopste i predstavlja prilog
Sirem poznavanju eko-epidemiologiji A. phagocytophilum u nasoj zemlji. Ukupno
su dve Zivotinje bile pozitivne koje su poreklom sa lokaliteta Smederevo i
Velika Plana. Cinjenice da areal Sakala obuhvata preko dve trecine teritorije
nase zemlje (Cirovi¢ et al., 2018) i da je vrsta koja prestavlja dobrog domacina za
vise vrsta krpelja medu kojima je i I. ricinus (Stojanov et al., 2014; Sukara et al.,
2018), zajedno sa potvrdenim prisustvom DNK A. phagocytophilum kod Sakala
analiziranih u sklopu ove doktorske disertacije, daju nam osnova da zaklju¢imo
da Sakali imaju ulogu u odrzavanju ovog uzro¢nika u Srbiji. Neophodna su
dalja istrazivanja kako Sakala tako i drugih divljih kanida (lisice, vukovi) na
teritoriji nase zemlje kako bi se potpuno rasvetlila uloga ovih Zivotinja u

enzootskim ciklusima A. phagocytophilum.

A. marginale je globalno raSiren krpeljima prenosiv patogen od velikog
ekonomskog znacaja u govedarskoj proizvodnji (Jongejan & Uilenberg, 2004).
Uzroc¢nik je anaplazmoze goveda u tropskim i subtropskim regionima Amerike,
Azije, Australije, Afrike i Evrope (Aubry & Geale, 2011). Bolest ima endemski

karakter u zemljama na Balkanu koje pripadaju Mediteranskom pojasu a
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registrovani su slucajevi ove bolesti i severnije, kod goveda iz Svajcarske
(Hofmann-Lehmann et al., 2004), Madarske (Hornok et al., 2007), a dokazana
izlozenost A. marginale i kod goveda iz Austrije (Baumgartner et al., 1992). A.
ovis, uzro¢nik anaplazmoze kod ovaca, jelena i koza, nije infektivna za goveda
(Aubry & Geale, 2011). A. marginale nije strogo specifi¢na u izboru domacina i
njeno prisustvo je potvrdeno kod vise vrsta divljih prezivara (Kuttler, 1984).
Kod inficiranih domacdina rezervoara, A. marginale moze da perzistira ne
izazivajuéi nikakve klinicke simptome, ¢ime takve Zivotinje predstavljaju izvor
infekcije za artropodne vektore (Kocan et al., 2004). I. ricinus, zatim vrste krpelja
iz rodova: Boophilus, Rhipicephalus te pojedini vrste iz roda Dermacentor,
prepoznate su kao glavni vektori A. marginale (Kocan et al., 2004; Zivkovi¢ et al.,
2007). Faunisticke studije ukazuju da je I. ricinus najabudantnija vrsta kod nas,
kao i da je naj¢eS¢e nalazena vrsta kao ektoparazit kod razli¢itih domacina
(goveda, ovce, koze, konji) (Milutinovi¢ & Radulovi¢, 2002). Pored I. ricinus-a,
kao ektoparaziti goveda u nasoj zemlji potvrdene su i vrste: R. bursa, D.
marginatus, R. (Boophilus) annulatus, H. punctata, D. reticulatus i R. sanguineus
(Milutinovi¢ & Radulovi¢, 2002). Do danas, u krpeljima sa teritorije nase zemlje
prethodno nije potvrdeno prisustvo A. marginale, dok je prisustvo A. ovis
potvrdeno kod I. ricinus i H. concinna krpelja sakupljenih sa vegetacije
(Tomanovi¢ et al., 2013). Od kako je 2007. godine dokazano da je D. reticulatus
kompetentni vektor za A. marginale (Zivkovié et al., 2007), prisustvo ovog
patogena u D. reticulatus krpeljima potvrdeno je u dve skorasnje studije.
Istrazivaci iz Madarske detektovali su A. marginale u krpeljima sakupljenim sa
goveda posle enzootskog pojavljivanja anaplazmoze goveda u ovoj zemlji.
Infekcija je u pojedinim sluc¢ajevima imala smrtni ishod (Mangold et al., 2010). U
istrazivanju sprovedenom u Francuskoj A. marginale je detektovana u D.
reticulatus krpeljima sa prevalencijom od 0,5% (Bonnet et al., 2013). U okviru
istrazivanja ove doktorske disertacije, zabeleZena je prevalencija od 6,4% medu
D. reticulatus krpeljima sakupljenim sa Sakala na prisustvo DNK A. marginale i

time po prvi put potvrdeno prisustvo ovog patogena u nasoj zemlji. Pozitivni
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krpelji poti¢u sa lokaliteta: Surcin i Smederevo. Slucajevi anaplazmoze goveda
do sada nisu potvrdeni u nasoj zemlji. Smatra se da anaplazmoza goveda
trenutno nije oboljenje od znacaja u Republici Srbiji (Dimitrijevi¢ & Ili¢, 2011). S
obzirom na globalne klimatskih promena i Sirenja areala krpelja kao vektora,
jasno je da ¢e u vremenu koje dolazi epizootioloska slika i distribucija ovog
oboljenja u Evropi biti promenjena (Hornok et al., 2012; Kocan et al., 2003).
Nedavno je zvani¢no potvrden i prvi slucaj anaplazmoze goveda u Hrvatskoj.
Iz uzorka tkiva uginule Zivotinje nested PCR-om je potvrdeno prisustvo A.
marginale (OIE 2018), Dokaz prisustva A. marginale kod kompetentnog vektora u
nasoj zemlji (Sukara et al., 2018) zajedno sa trenutnom epizootioloskom situacija
u regionu ukazuju na mogucénost pojave anaplazmoze goveda i u nasoj zemlji.
Buduca seroloska istrazivanja kod goveda u nasoj zemlji treba da ukaZu na
stepen izloZenosti ovom patogenu a opravdana sumnja na ovo oboljenje moze
da se postavi kod goveda koja ispoljavaju simptome anemije sa povisenom
telesnom temperaturom a anamnesticki podaci upucuju da je Zivotinja bila
izlozena ubodima krpelja ili se oni nadu prilikom klinickog pregleda na
oboleloj zivotinji.

*k%

Medu analiziranim krpeljima sakupljenim sa Sakala koji su analizirani na
prisustvo DNK Borrelia burgdorferi s.1., potvrdeno je prisustvo B. garinii kod D.
reticulatus krpelja i B. valaisiana i B. lusitaniae kod 1. ricinus krpelja sakupljenih sa
ukupno pet analiziranih $akala. Nalaz B. garinii u prethodnim studijama je
obi¢no vezan za krpelje vrste I ricinus. Do sada, prisustvo B. garinii kod D.
reticulatus krpelja potvrdeno je po naSim saznanjima samo jednom, i to u
regionu Zapadnog Sibira u Rusiji (Rar et al., 2005). Dokaz prisustva B. garinii
kod D. reticulatus krpelja sakupljenih sa $akala u nasoj studiji sam po sebi ne
podrzava niti implicira ulogu D. reticulatus kao vektora za ovu vrstu Borrelia,
nego predstavlja potvrdu prethodnom rezultatu o prisustvu patogena kod ove

vrste krpelja. Prethodna istraZivanja sprovedena u nasoj zemlji, pokazala su da
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je B. lusitaniae najceSée prisutna vrsta borelija u I. ricinus krpeljima sakupljenim
sa vegetacije (Tomanovi¢ et al., 2008). Nalaz B. garinii i B. lusitaniae kod muZzjaka
I. ricinus sakupljenih sa Sakala, s obzirom da se muZjaci ne hrane krvlju
domacina, potvrduje prisutnost i cirkulaciju navedenih vrsta borelija u
krpeljima sa vegetacije i ne ukazuje na ulogu Sakala kao domacina rezervoara
za detektovane vrste kompleksa Borrelia burgdorferi s.l. Pomenute vrste Borrelia
burgdorferi s.]. kompleksa su detektovane u prethodnim studijama kod krpelja
sakupljenih sa vegetacije na teritoriji nase zemlje (Milutinovi¢ et al., 2008;

Tomanovié et al., 2014).

Do danas, ne postoje dostupni podaci o prisustvu pojedinih vrsta Borrelia
burgdorferi s.l. kompleksa kod Sakala u Evropi niti je poznat njihov znacaj u
epizootiologiji lajmske bolesti. Malo je dostupnih podataka i o ulozi drugih
divljih kanida u eko-epidemiologiji uzro¢nika lajmske bolesti. Rezultati
nedavno sprovedene studije u Rumuniji ukazala su na ograni¢enu ulogu lisica
u odrzavanju Borrelia burgdorferi s.l. Kod tri od ukupno 353 (1,42%) uzorka
sréanog misSic¢a lisica dokazano je prisustvo DNK Borrelia burgdorferi s.l.

(Dumitrache et al., 2015).

Malo je dostupnih epizootioloskih podataka o ulozi pojedinih vrsta Zivotinja u
odrzavanju uzroc¢nika lajmske bolesti. Do sada je potvrden relativho visok
stepen izloZenosti pasa sa teritorije grada Beograda vrstama iz Borrelia
burgdorferi s.l. kompleksa. Seroprevalencija kod prirodno izlozenih pasa je
iznosila 25% i istrazivanje je ukazalo na pse kao dobre ,sentinel” vrste za
uzrocnike lajmske bolesti na ispitivanom podrucju (Obrenovié¢ et al., 2015).
Uloga pasa kao potencijalnih domacina rezervoara za uzrocnike lajmske bolesti
u nasoj zemlji je ostala nepoznata do danas. Takode, oboljenje pasa uzrokovano
vrstama iz Borrelia burgdorferi s.l. kompleksa u Srbiji do sada nije potvrdeno.
Znacaj borelioze je u velikoj meri nepoznat i kod pasa u Evropi (Leschnik et al.,

2010). Potrebna su dalja istrazivanja kako $akala i drugih divljih kanida, tako i
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ostalih domacih i divljih Zivotinja kako bi se rasvetlela njihova potencijalna

uloga kao prirodnih domacina rezervoara za uzro¢nike lajmske bolesti.

X

Domaci psi su prepoznati kao glavni rezervoari lajSmanioze u juznim delovima
Evrope. U zemljama Mediteranskog basena prevalencija kod pasa dobijena
primenom molekularnih metoda se krece od 5 do 30% zavisno od regiona
(Cardoso et al.,, 2009), dok seroloska ispitivanja kod pasa u pojedinim
endemskim Zaristima lajSmanioze beleZe prevalenciju od preko 70% (Cabral et
al., 1998). U ovakvim regionima psi su obi¢no hroni¢no inficirani tokom celog
Zivota, i samo manji broj njih razvije ozbiljnije sipmtome bolesti (Baneth et al.,
2008; Oliva et al., 2006). Postojanje drugih ki¢menjaka rezervoara, vise puta je
predlozeno nakon loSih rezultata kontrolnih mera koje su podrazumevale
aktivnosti vezane za umanjenje uticaja pasa kao rezervoara uzroc¢nika
lajsmanioze (Millan et al., 2014). U prilog ovoj hipotezi ide i to da je po danas
najsire prihvacenoj teoriji, evolucija Leishmania spp. vezana za edentantne sisare
i glodare (Steverding, 2017). Pored toga, pes¢ane musice koriste jazbine divljih
zivotinja kao mesta za polaganje jaja i dalji razvoj, dok Siroko prisustvo
flebotomine P. perniciosus u urbanom i slivati¢cnom ciklusu moze predstavljati
jedan od glavnih faktora koji omogucava preklapanje ova dva ciklusa
(Feliciangeli, 2004). Sve prethodno navedeno podrzava hipotezu o postojanju

rezervoara uzrocnika lajsmanioze i u silvatiénom ciklusu.

Znacaj divljih Zivotinja u odrzavanju i Sirenju uzrocnika lajsmanioze prepoznat
je u zemljama Sirom sveta a medu vaznim potencijalnim rezervoarima ovih
parazita pored ostalih zivotinja nalaze se i divlje kanide (Milldn et al., 2014;
Preadynhmacuk, 2010). Prva epizootioloska istraZivanja lajsmanioze kod divljih
zivotinja sproveo je Rioux sa saradnicima 1968. godine u Francuskoj. Od svih

analiziranih uzoraka (1130 razlic¢itih zivotinja), infekcija lajSmanijama potvrdena
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je samo kod dve lisice od kojih je jedna pokazivala klini¢ke simptome oboljenja
(Rioux et al., 1968). U drugoj studiji Rioux-a i saradnika pokazana je moguénost
izolacije Leishmania spp. iz krvi eksperimentalno inficiranih lisica i time je
zakljuceno da lisice mogu biti rezervoari za infekciju flebotomina sa Leishmania
spp. (Rioux et al, 1971). U kasnijim studijama, detektovane su razlicite
seroprevalencije kod lisica zavisno od regiona, studije i primenjene metode, od
0% do 18% u Italiji (Mancianti et al., 1994; Verin et al., 2010), 2,1%- 17,9% u
Spaniji (Fisa et al., 1999; Sobrino et al., 2008), 5,6%-60% u Portugalu (Abranches
et al., 1983; Semiado-santos et al., 1996). U slucaju primene molekularnih metoda,
dobijene su prevalencije od 9% u Francuskoj (Davoust et al., 2014), 14%, 29% i
74,6% u razli¢itim delovima Spanije (Criado-Fornelio et al., 2000; Del Rio et al.,
2014; Sobrino et al., 2008), 20,8%, 40%, 52,2% u studijama sprovedenim u Italiji
(Dipineto et al., 2007; Piantedosi et al., 2016; Verin et al., 2010), 59,5% u Gr¢koj
(Karayiannis et al., 2015). Iako su pojedine studije potvrdile visoku prevalenciju
kod lisica u pojedinim zemljama Evrope, treba imati u vidu da to nije dovoljno
da bi se potvrdila uloga neke vrste kao rezervoara (Quinnell & Courtena, 2009).
Rezultati nekoliko studija u kojima su koriS¢ene seroloske i molekularne
metode simultano u cilju odredivanja prevalencije lajSmanija kod lisica,
pokazuju vece vrednosti u slucaju primene molekularnih metoda u odnosu na
seroprevalenciju (Sobrino et al., 2008; Verin et al.,, 2010). Ovi nalazi su u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim kod pasa i ljudi kod kojih je dobro poznato
postojanje hroni¢ne subklini¢ke infekcije (Baneth et al., 2008; Michel et al., 2011;
Solano-gallego et al., 2011). Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da

lisice imaju odreden stepen rezistencije na infekciju sa L. infantum.

Vuk (Canis lupus) je najblizi divlji srodnik domaéim psima i s obzirom na to
verovatno i pogodan domacdin za lajSmanije u slivaticnom ciklusu. U prilog
ovome idu i rezultati studija koji ukazuju na mogucénost da vukovi i psi koji
zive na istom geografskom podrucju budu inficirani sa istim patogenima (Beck

et al., 2017; Millan et al., 2016; Oleaga et al., 2015). Epizootioloske studije o ulozi
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vukova u transmisionim ciklusima lajsSmanija u Evropi su novijeg datuma i do
sada je sprovedeno samo nekoliko studija. Najveci broj istraZzivanja sproveden
je na Iberijskom poluostrvu, gde lajSmanioza pasa i ljudi ima endemski
karakter. Sastre i sar. (2008) kod vukova iz Spanije i Portugala drzanih u
zarobljenistvu detektovali su prisustvo DNK L. infantum u uzorcima krvi kod tri
od 33 analizirane Zivotinje (9%). U drugoj studiji, Sobrino i sar. (2008), su kod
odstreljenih slobodnoziveé¢ih vukova iz Spanije detektovali prevalenciju od
20,5%. U skorasnjoj studiji sprovedenoj takode u Spaniji, zabelezena ije
prevalencija od 33% na prisustvo DNK L. infantum kod 102 analizirana vuka iz
severnog dela zemlje koje se ne smatra endemskim podruc¢jem lajsmanioze. Ovo
istrazivanje ukazalo je na porast prevalencije kod vukova u poslednjih decenija
na istrazivanom podrudju i oznacilo vukove kao sentinel vrstu za lajSmaniozu
na datom terenu (Oleaga et al., 2018). Infekcija vukova sa L. infantum seroloski je
dokazana i u Iranu. Analizom krvnih seruma poreklom od deset vukova, kod
jednog je dokazano prisustvo L. infantum sa sve tri koris¢ene metode: direktna
aglutinacija, ELISA i IFA (Mohebali et al.,, 2005). Lezije karakteristicne za
visceralnu lajsmaniozu opisane su prvi put kod jednog vuka iz Hrvatske, a
prisustvo L. infantum kod ove Zivotinje potvrdeno je PCR-om sto ukazuje na
mogucnost oboljevanja vukova od lajSmanioze izazvane ovom vrstom koja je
dominantni uzro¢nik lajsmanioze pasa u Evropi (Beck et al., 2008). Rezultati
navedenih studija ukazuju na potencijalnu ulogu vukova kao rezervoara L.

infantum i ukazuju na potrebu za istrazivanjima na sirem podrucju Evrope.

k&%

Omnivorni nacin ishrane Sakala i njihova sposobnost brzog prilagodavanja
novim habitatima, kako ruralnim tako i urbanim, dovodi ih u neposrednu
blizinu Zivotinja koje Zive u kontaktu sa ¢ovekom te tako postoji mogucnost za
transmisiju patogena kojima su Sakali rezervoari domacdim Zivotinjama i

posledicno ljudima. Ako se uzme u obzir prisutnost krpelja i drugih
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ektoparazita na Sakalima, ispunjeni su i svi preduslovi za potencijalno
formiranje enzootskih ciklusa za uzro¢nike zoonoza koje se prenose vektorima
sa Sakala na druge Zivotinje i coveka (Gherman & Mihalca, 2017; Tomassone et
al., 2018). Iako je autohtona divlja kanida u Evropi pored lisice i vuka, o
epizootiolosko-epidemioloskom znacaju Sakala u enzootskim ciklusima
lajgmanioze ima najmanje dostupnih podataka. Istrazivadi iz Spanije, opisali su
patomorfoloske promene kod jednog Sakala iz zooloskog vrta u Malagi koje
odgovaraju visceralnoj lajSmaniozi. Posmatranjem histoloskih preparata
promenjenih organa uocene su karakteristi¢ne forme, amastigoti Leishmania spp.
(Hervas et al., 1996). Analiza krvnih seruma poreklom od 13 Sakala odstreljenih
u Madarskoj, u regionu koji je u blizini severne granice nase zemlje (Baranya),
nije pokazala prisustvo Leishmania spp. Pored Sakala analizirane su i lisice i
domaci psi, kod kojih takode nije potvrdeno prisustvo lajsmanija. Na osnovu
ovih nalaza istrazivaci zaklju¢uju da u Madarskoj ne postoji osnova za pojavu
autohtonih slucajeva lajSmanioze ali da je neophodno dalje pracenje
epizootiolosko-epidemioloske situacije (Farkas et al., 2011). Ve¢ naredne godine
je objavljena studiija koja po prvi put ukazuje na postojanje autohtone
lajsmanioze kod pasa u Madarskoj (Tanczos et al., 2012). Skorasnje istrazivanje
u Rumuniji, potvrdilo je prisustvo L. infantum kod jednog od 36 analiziranih
$akala. Sakal je odstreljen na lokalitetu koji je u blizini Bugarske granice
(Mitkova et al.,, 2017). Iako se Rumunija ne smatra endemskim podrucijem
lajsmanioze u poslednjih 80 godina, 2014. godine je potvrden prvi autohtoni
slucaj oboljenja kod jednog psa (Mircean et al., 2014). Molekularno-serolosko
Istrazivanje sprovedeno dve godine kasnije kod pasa u istoj zemlji pokazalo je
izlozenost populacije pasa u ovoj zemlji L. infantum. Potvrdena je
seroprevalencija od 3,7% dok je kod jos 5% pasa utvrden grani¢ni titar. PCR-om
je potvrdena prevalencija od 10% (Dumitrache et al., 2016). Data je hipoteza po
kojoj je ovakva epizootioloska situacija kod pasa mozda u vezi sa Sirenjem

Sakala i njegovom ulogom kao potencijalnog rezervoara lajSmanioze (Mitkova

et al., 2017).
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IstraZivanja sprovedena u zemljama van evropskog kontinenta takode ukazuju
na epizootioloski znacaj Sakala u Sirenju i odrZavanju uzroc¢nika lajSmanioze
(Strelkova et al., 2015). Direktno ili indirektno prisustvo Leishmania spp.
potvrdeno je kod Sakala u viSe azijskih zemalja: Iranu (Hamidi et al., 1982;
Mohebali et al., 2016, 2005; Nadim et al., 1978a), Bangladesu (Khan et al., 2012),
Gruziji (Babuadze et al., 2014), Iraku (Niazi, 1980), Izraelu (Baneth et al., 1998;
Shamir et al., 2001; Talmi-Frank et al., 2010). Takode L. infantum izolovana i kod
uhvacdenog slobodnoZiveceg Sakala u Alziru. Zbog velike bronosti i Siroke
distribucije Sakala u Severnoj Africi, pridaje im se znacaj kao vaznim
potencijalnim rezervoarima uzroc¢nika lajsmanioze i u ovom delu sveta (Bessad

et al., 2012).

Jo$ su istrazivanja sprovedena 1970. godine oznacila divlje kanide kao
verovatne rezervoare Leishmania spp. i izvor infekcije za domace kanide i ljude
u Iranu, jer je pregledom razmaza kostane srzi i slezina kod tada odstreljenih
Sakala i lisica detektovano prisustvo amastigota Leishmania spp. (Nadim et al.,
1978b). Naredno istrazivanje $akala kao potencijalnih rezervoara lajSmanioze u
Iranu sprovedeno je 1982. godine kada je na osnovu mikroskopskog pregleda
preparata i bioloskog ogleda potvrdeno prisustvo Leishmania spp. kod cetiri od
161 analiziranog Sakala (2,5%), dok je seroprevalencija bila 12,5% (6/48).
Parazitoloska i seroloska istrazivanja sprovodena od 1999-2003. godine medu
domacdim psima i divljim kanidama ($akali, lisice, vukovi) pokazala su da je
prevalencija na Leishmania spp. kod pasa 14.2%, a kod analiziranih divljih
kanida po 10%. Biohemijskim i molekularnim tehnikama potvrdeno je da se u
deset od 11 slucajeva kada je bilo moguce odrediti vrstu parazita radilo o L.
infantum, dok je infekcija sa L. tropica potvrdena kod jednog psa (Mohebali et al.,
2005). Istrazivanje sprovedeno nekoliko godina kasnije u istoj zemlji, potvrdilo
je seroprevalenciju od 11,6% medu analiziranim Sakalima i ukazalo na njihovu
znacaj u epizootiologiji lajSmanioze u ovoj zemlji. Pretpostavljeno je da u

regionima Irana gde se lajSmanioza javlja endemski, uzro¢nik cirkuliSe izmedu
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divljih i domacih kanida (Mohebali et al., 2016). Epizootiolosko istrazivanje
sprovedeno u Iraku ukazalo je na znacajno vec¢u seroprevalenciju na Leishmania
spp. medu analiziranim $akalima u odnosu na lisice i domace pse. Vrednost
seroprevalencije kod Sakala bila je 59,6%, kod lisica 8,9% a kod domacih pasa
10,8%. Navedeni rezultati dali su osnov da se Sakali proglase za glavne
rezervoare u endemskim podrucijima visceralne lajSmanijaze u Iraku (Niazi,
1980). Nedavno sporovedeno epizootiolosko-epidemiolosko istrazivanje u
Gruziji upucuje na vedi znacaj pasa lutalica i kué¢nih ljubimaca kao potencijalnih
rezervoara uzro¢nika lajSmanioze u nekoliko endemskih regiona lajSmanioze u
ovoj zemlji. Ukupna seroprevalenicija na Leishmania spp. kod divljih kanida u
ovoj studiji bila je 2,6%. Analizirano je ukupno 38 lisica i 39 Sakala a po jedna
zivotinja je bila pozitivna. Ukupna seroprevalencija kod vlasni¢kih pasa bila je

23,7% a kod pasa lutalica 16% (Babuadze et al., 2014).

Pojava lajsmanioze kod jednog deteta i pet pasa sredinom devedesetih godina u
centralnom Izraelu, na podrucdju gde se ova bolest nije ranije javljala, inicirala je
epizootiolosko istrazivanje kod domacih i divljih kanida u cilju otkrivanja
rezervoara uzorc¢nika lajSmanioze na datom terenu. Otkrivena seroprevalencija
kod sakala od 7,6% (4/53) te ubrzana rekolonizacija stanista ove vrste nakon
skoro potpunog istrebljenja, ukazala je na potencijalni znacaja Sakala u Sirenju i
odrzavanju L. infantum na istrazivanom podrucju (Baneth et al., 1998). U kasnije
sprovedenoj studiji medu zdravim, slobodnozivedim $akalima u Izraelu,
zabelezena je seroprevalencija od 6,5% (3/46) (Shamir et al., 2001), dok je
istrazivanjem sprovedenim 2010. godine medu analiziranim $akalima
potvrdena prevalencija od 7,8% (6/77). Pet od Sest pozitivnih $akala, bilo je
inficirano sa L. tropica. S obzirom na to da inficirane Zivotinje nisu pokazivale
klinicke simptome, zaklju¢eno je da Sakali mogu biti prirodni domacini i
potencijalni rezervoari i za L. tropica (Talmi-Frank et al., 2010). Rezultati oba
navedena istrazivanja su slicni rezultatima do kojih smo dosli u sklopi

istrazivanja obuhvaéenih ovom doktorskom disertacijom (6,9%).
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Globalne klimatske promene poslednjih decenija pogoduju Sirenju areala
vektora i uslovljavaju njihovu pojavi u regionima sveta gde do sada nisu bili
prisutni. Potvrdeno je prisustvo flebotomina u centralnoj Evropi, severno od
Alpa, iako se donedavno smatralo da granica areala njihovog rasprostranjenja
ne seze toliko ka severu Evrope (Aspock et al., 2008; Ivovié et al., 2015; Naucke

& Pesson, 2000; Poeppl et al., 2013).

Sumnja na postojanje autohtonih slucajeva lajsmanioze kod ljudi potvrdena je u
Nemackoj kod obolelog deteta koje nikada nije napustalo teritoriju zemlje
(Bogdan et al., 2001). Slucaj oboljenja jedne Zene od kutane lajSmanioze u mestu
u blizini Londona, u Velikoj Britaniji takode je okarakterisan kao autohtoni
sluaj (Darné & Sinclair, 2006). S obzirom na ocigledne epozootiolosko-
epidemioloske promene u pogledu rasprostranjenja lajsmanioze u Evropi,
poslednjih decenija postoji opravdana potreba za intezivnijim epizootiloSkim
izucavanjima ovog oboljenja i konstantnim epidemioloskim nadzorom u

zemljama i regionima gde autohtona lajsmanioza do sada nije bila prisutna.

U bivsoj Jugoslaviji visceralna lajsmanioza se javljala endemski u juznoj Srbiji,
Makedoniji, priobalju Crne Gore, Hercegovini i Dalmaciji (Petrovi¢, 1980). Prvi
autohtoni slucajevi visceralne lajSmanioze u Srbiji potvrdeni su 1945. godine u
Nisu i na lokalitetu Dobri¢ (Simi¢, 1957). U periodu od 1945 do 1955. godine u
Srbiji su zabelezena tri epidemijska talasa visceralne lajSmanioze a pojedini
slucajevi i u okolini Beograda. Zabelezeno je da je 1946. godine prijavljen 161
slu¢aj a 1953. godine obolela su 234 pacijenta, da bi u naredne tri godine bilo
zabelezeno samo 17 slucajeva, $to se objasnjava merama koje su bile preduzete
u cilju eradikacije vektora malarije (Milovanovi¢ & Popovi¢, 1960; Simi¢, 1957).
Istrazivanja sporvedena u Nisu i okolini 1955. godine u cilju otkrivanja
rezervoara, pokazala su da je preko 2% pasa asimptomatski inficirano
lajSmanijama (Simi¢, 1957). Retki autohtoni slucajevi lajsmanioze zabeleZeni su

1968. 1 1969. godine u Nisu gde je potvrdeno prisustvo flebotomina: P. major, P.
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simici i P. perfiliewi (Petrovié, 1980). Prema epidemioloskim podacima u Srbiji i
Crnoj Gori je u periodu od 1991 do 2000. godine zabeleZeno 39 slucajeva
visceralne lajSmanioze, od cega je 38 bilo autohtonog porekla, a samo jedan
slu¢aj je bio importovan. U centralnoj Srbiji 2007. godine, zabeleZena je stopa
incidencije od 0.01/100.000 stanovnika kada je put transmisije bio verovatno
zoonotski, sa inficiranih Zivotinja rezervoara ali je izvor infekcije ostao
nepoznat. U periodu od 2001-2007. godine od 134 slu¢aja sa sumnjom na
lajSmaniozu analizirana u parazitoloskoj laboratoriji Instituta za infektivne i
tropske bolesti u Beogradu, kod 22 pacijenta od kojih je veéina bila na letovanju
u priobalju Crne Gore (16 pacijenata), dokazano je prisustvo Leishmania spp. u
bojenim razmazima kostane srZi. Jedan slucaj je bio poreklom iz juzne Srbije bez
istorije putovanja u neko od poznatih enzootskih podrucija $to ukazuje na
ponovnu pojavu autohtone lajsmanioze u nekadasnjem endemskom podrudju.
Preostali slucajevi su bili poreklom sa lokaliteta iz Hercegovine (3 pacijenta) i
Kosova (1 pacijent), dok je jedan slucaj bio importovan iz neke od
juznoevropskih zemljalja (Daki¢ et al, 2009). Nedavna retrospektivna
molekularna studija potvrdila je da su dva pacijenta (iz 2003. i 2006. godine)
kod kojih je bila postavljena dijagnoza lajsmanioze u klini¢ckom centru Srbije,
bila inficirana sa L. infantum (Daki¢ et al., 2016). Prvi slucaj visceralne
lajsmanioze u koinfekciji sa HIV-om nedavno je potvrden i kod jednog pacijenta
iz NiSa ¢ime je potvrden znacaj lajSmanioze kao oportunisticke infekcije kod
imunokompromitovanih pacijenata i u nasoj zemlji. PCR-om je dokazana

infekcija sa L. infantum (Marjanovic et al., 2012).

Prethodna faunisticka istraZivanja na teritoriji Srbije potvrdila su prisustvo:
Phlebotomus papatasi, P. sergenti (dokazanih vektora za L. major), P. perfiliewi, P.
tobbi, P. neglectus, P. balcanicus (vektora L. infantum) i P. simici (Mis¢evi¢ et al.,
1998; Zivkovi¢, 1967). Nedavno je u Vojvodini potvrdeno i prisustvo P. mascittii,
vrste ¢iji vektorski potencijal nije dokazan ali se veruje da ima znacaj u

transmisiji uzro¢nika lajSmanioze (Melaun et al., 2014). Nedavna istrazivanja iz
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Austrije (Obwaller et al., 2016) i Italije (S Zanet et al., 2014) potvrdila su
prisustvo DNK L. infantum kod P. mascittii $to ne dokazuje ali ide u prilog
mogucnosti da je ova flebotomina kompetentni vektor za L. infantum. Vaselek i
sar. su 2017. godine, po prvi put u Srbiji, dokazali prisustvo DNK L. infantum
kod flebotomine P. papatasi koja je predominanto prisutna vrsta u Vojvodini.
Iako se radi o nekompetentnom vektoru za ovu Leishmania sp. ovaj nalaz ima
epizootiolosko-epidemioloski znacaj jer ukazuje na prisutnost glavnog
uzro¢nika visceralne lajSmanioze pasa i uzro¢nika kutane i visceralne
lajSmanioze c¢oveka u severnoj Srbiji. Nekompetentni vektor se verovatno
inficirao sa L. infantum prilikom uzimanja krvnog obrkoka na inficiranom
domacinu. Ovo istrazivanje potvdilo je i prisustvo jos$ tri vrste flebotomina na
lokalitetima sa teritorije Vojvodine: P. perfiliewi, P. neglectus, dokazanih vektora
za L. infantum Cije je prisustvo dokazano i u ranijim studijama i po prvi put u

Srbiji prisustvo P. mascitti (Miscevic et al., 1998; Vaselek et al., 2017).

Poslednjih godina opisani su potencijalni autohtoni slucajevi oboljenja pasa od
lajSmanioze u severnoj Srbiji. U tri odvojena slucaja, psi sa klini¢ckim
simptomima koji odgovaraju lajSmaniozi (epistaksis, kaheksija, bledilo vidljivih
sluznica, problemi sa kozom, slepilo, letargija) bili su seropozitivni na
uzrocnika bolesti. Oboleli psi prethodno nisu napustali teritoriju nase zemlje.
lako dijagnoza nije definitivho potvrdena (pregledom razmaza kostane srzi,
dokazivanjem prisustva uzro¢nika molekularnim metodama) psi su lec¢eni kao
oboleli od lajsmanioze i terapija je dovela do poboljSanja zdravstenog stanja
(Savié¢-Jevdeni¢ et al.,, 2007; Savi¢ et al., 2010). Savi¢ i sar. su 2015. godine
sprovode opseZnije serolosko ispitivanje kod pasa u severnoj Srbiji na
prisutnost antitela protiv uzro¢nika lajsmanizoe. Tom prilikom od 170
analiziranih Zivotinja, njih 18 je bilo seropozitivno. Tri pozitivne Zivotinje su
imale kozne lezije koje se dovode u vezu sa lajSmaniozom, a pri tome
analizirani psi nikada nisu napustale teritoriju Srbije. Seroprevalencija na

lajsmanije kod grupe lovackih i vojnih pasa iznosila je 10.12%, kod pasa iz azila
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10.33%,dok je kod pasa kuénih ljubimaca vrednost bila 11.11%. Nepostojanje
statisticke znacajnosti u vrednostima prevalencije medu razli¢itim grupama
pasa ukazalo je na konstantu izloZenost populacije pasa uzro¢niku lajSmanioze
u severnoj Srbiji i dalo osnovanu sumnju za postojanje autohtonih slucajeva

lajSmanioze pasa u Vojvodini.

Molekularno-epizootioloska istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske
disertacije potvrdila su ukupnu prevalenciju od 6,9% na Leishmania spp. kod
Sakala sa teritorije Republike Srbije. Od ukupno 216 analiziranih Zivotinja njih
15 je bilo pozotivno na prisustvo DNK lajsmanija. Iako je broj analiziranih
uzoraka po godinama od 2011 do 2013. godine bio priblizno slican, u 2013.
godini zabeleZen je znacajan porast vrednosti prevalencije od 14,9% $to ukazuje
na Sakale kao potencijalne rezervoare uzro¢nika lajSmanioze u silvati¢hom
ciklusu na teritoriji nase zemlje. Statisticki znacajna razlika u prevalenciji kod
muzijaka u odnosu na Zenke medu analiziranim Sakalima daje prostor za
razmisljanje da li pol jedinke ima uticaja na pojavu uzro¢nika kod potencijalnih
domacina rezervoara tj. da li su u pitanju odredene bihevijoralne ili razlike
imunoloske prirode. Seroprevalencija kod muzijaka $akala je bila ve¢a u odnosu

na zenke i u istrazivanju sprovedenom u Iranu (Niazi, 1980).

Iako je na osnovu svega prethodno navedenog lajsmanioza oc¢igledno oboljenje
koje danas zasluzuje poseban epizootiolosko-epidemioloski nadzor i u nasoj
zemlji, istrazivanja zivotinja potencijalnih rezervoara na teritoriji nase zemlje do
sada nisu sistematski sproveodena i ta¢na uloga pojedinih vrsta u Sirenju i
odrzavanju uzroc¢nika lajSmanioze ostala je nepoznata do danas. Povecanje
brojnosti i Sirenje areala Sakala u Srbiji (Milenkovi¢ & Paunovié, 2003), zivot u
neposrednoj blizini domacih Zivotinja i coveka, filogenetska bliskost sa
domacdim psima, te dokazano prisustvo Leishmania spp. kod Sakala na vise
lokaliteta u centralnoj Srbiji i Vojvodini u sklopu ove doktorske disertacije
(Cirovi¢ et al., 2014), ukazuju na znacaj ove vrste kao potencijalnog rezervoara

uzrocnika lajSmanioze u Srbiji. Na osnovu pomenutih cinjenica i trenutne
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epizootiolosko-epidemioloske situacije u nasoj zemlji i regionu, moze se
zakljuciti da postoje svi preduslovi za pojavu autohtonih slucajeva oboljenja
pasa i ljudi od lajSmanioze na 8iroj teritoriji nase zemlje nego $to se do sada
mislilo. S obzirom na stalne promene faktora koji viSe ili manje uticu na
promenu epizootiolosko-epidemioloske situacije na odredenoj teritoriji, postoji
potreba za kontinuiranim nadzorom odredenih oboljenja. LajSmanioza
oc¢igledno vise nije egzoti¢na bolest vezana samo za juzne krajeve nase zemlje,
nego oboljenje koja ¢e u godinama koje dolaze predstavljati ozbiljniju pretnju
po zdravlje ljudi i Zivotinja na $iroj teritoriji nase zemlje. Iz ovog proizilazi
potreba za daljim istraZzivanjima svih faktora vezanih za nastanak, Sirenje i
odrzavanje lajSmanioze u Srbiji kao i izradu odredenih programa prevencije i

zastite od ove znacajne vektorima prenosive bolesti.

*k%

Nedavno istraZivanje sprovedeno u Srbiji u cilju procene znacaja populacije
Sakala kao “cistaca ekosistema,”pokazalo je njihovu pozitivhu ulogu u
uklanjanju otpada Zzivotinjskog porekla i kontroli populacije Stetnih glodara.
Ako se korist od uklanjanja otpada Zivotinjskog porekla koju Sakali obave u
toku jedne godine izraz i u novcu, dobije se vrednost od preko 0,5 miliona evra
(Cirovi¢ et al., 2016). Medutim, $akali su prepoznati i kao potencijalni domaéini
rezervoari veéeg broja patogena sa zoonotskim potencijalom (Cirovi¢ et al.,

2015; Gherman & Mihalca, 2017; Lalosevic et al., 2016; Szé€ll et al., 2013).

U sklopu rezultata ove doktorske disertacije ukazano je na potencijalnu ulogu
Sakala kao domacina rezervoara za B. canis, glavnhog uzroc¢nika babezioze pasa
u Evropi, zatim za A. phagocytophilum, Siroko rasprostranjenog i znacajnog
patogena sa aspekta humane i veterinarske medicine i skrenuta je paznja na
Sakale kao poterncijalne rezervoare uzrocnika lajSmanioze u naSoj zemlji.

Prisustvo i drugih patogena (B. microti, Borrelia burgdorferi s.1. i A. marginale) cije
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je prisustvo potvrdeno u krpeljima sakupljenim sa Sakala u nasem istraZivanju,
zahteva i dalja epizootiolosko-epidemioloska istraZivanja oboljenja koja
navedeni patogeni izazivaju. Zbog svega navedenog od velikog su znacaja dalja
ekoloska i epizootiolosko-epidemioloskog istrazivanja Sakala u cilju tac¢ne
spoznaje njihove uloge u ekosistemu s obzirom da su vrsta u ekspanziji i da

zive Cesto u blizini domacih zivotinja i ljudi.
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7. ZAKLJUCCI

IstraZivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije po prvi put u Srbiji
su analizirala epizootiolosko-epidemioloski znacaj Sakala kao potencijalnih
rezervoara zoonoznih uzrocnika koji se prenose vektorima. Na osnovu

dobijenih rezultata mogu se doneti sledeci zakljucci:

1. Sakali predstavljaju dobre domacine za vise vrsta krpelja sa dokazanim
epizootiolosko-epidemioloskim znacajem. U nasem istrazivanju potvrdeno
je prisustvo tri vrste krpelja koji parazitiraju na Sakalima u Republici Srbiji:
Ixodes ricinus (54,2%), Dermacentor reticulatus (39,8%) i Haemaphisalys
concinna (5,9%). U krpeljim sakupljenim sa Sakala u nasoj studiji potvrdeno
je prisustvo veceg broja patogena sa zoonotskim potencijalom: B. canis, B.
microti, vrsta iz Borrelia burgdorferi s.1. kompleksa (B. garinii, B. valasiana, B.
lusitaniae)i A. marginale.

2. Rezultati nasih istrazivanja po prvi put potvrduju prisustvo B. canis kod
Sakala na teritoriji Srbije i upucuju na potencijalnu ulogu ove vrste u
odrzavanju B. canis u silvaticnom ciklusu u nasoj zemlji. Molekularnim
metodama potvrdena je prevalencija od 4,2% (9/216).

3. Identi¢nost 185 rRNK sekvence B. canis potvrdene kod jednog Sakala i D.
reticulatus krpelja koji je parazitirao na toj zivotinji, direktno ukazuje na
mogucnost postojanja silvaticnog enzootskog transmisionog ciklusa na
relaciji domacin $akal-kompetentni vektor.

4. Potvrdeno prisustvo B. canis kod Ixodes ricinus (9,4%) i Dermacentor
reticulatus (17%) krpelja sakupljenih sa Sakala u ovoj studiji, ukazuje na
mogucnost za prenos ove protozoe posredstvom navedenih krpelja,
dokazanih vektora B. canis na populaciju domacih pasa s obzirom na
prisustvo Sakala u suburbanim zonama.
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10.

Kod jedne zenke vrste 1. ricinus sakupljenje sa Sakala u ovoj studiji potvrdeno
je prisustvo zoonozne B. microti. Ovo je prvi dokaz prisustva ovog patogena
uzro¢nika humane babezioze kod nas nego sto se mislilo do sad. S obzirom
da B. microti ocigledno cirkuliSe na terotoriji nase zemlje ukazano je na
potencijalni rizik od pojave ovog oboljenja kod ljudi i u nasoj zemlji.

Rezultatima nas$ih istraZivanja po prvi put je dokazano prisustvo DNK A.
phagocytophilum molekularnim metodama kod Sakala uopste. Navedeni
nalaz ukazuje na potencijalni znacaj Sakala kao vrste rezervoara u
enzootskim ciklusima anaplazmoze izazvane A. phagocytophilum. Potvrdena
je prevalencija od 0,9% (2/216).

Pored toga, kod tri muZzjaka vrste D. reticulatus sakupljena sa Sakala
potvrdeno je prisustvo A. marginale, znacajnog uzro¢nika babezioze goveda
u Mediteranskom regionu. Ovo je prva potvrda prisustva A. marginale kod
D. reticulatus u Srbiji dokazana molekularnim metodama i ukazuje na

potencijalni rizik od pojave anaplazmote goveda na teritoriji Republike
Srbije .

lako kod analiziranih $akala nije potvrdeno prisustvo vrsta Borrelia
burgdorferi s.1. kompleksa, potvrdeno je prisustvo B. garinii kod muzjaka D.
reticulatus, i B. valasiana i B. lusitanine kod muZzjaka vrste I. ricinus
sakupljenih sa Sakala. Nalaz ne ukazuje na ulogu Sakala u odrzavanju
uzroc¢nika lajmske bolesti ali Sakali mehani¢kim prenoSenjem krpelja
inficiranih borelijama mogu indirektono da uticu na epizootiologiju i
epidemiologiju ovog oboljenja.

Potvrdena relativno visoka prevalencija na Leishmania spp. kod Sakala
analiziranih u ovoj doktorskoj disertaciji (15/216, 6,9%), s obzirom na opstu
epizootiolosko-epidemiolosku situaciju po pitanju lajSmanioze u na3oj
zemlji, ukazuje na Sakale kao vazne rezervoare uzrocnika lajSmanioze u
silvati¢nom ciklusus u Srbiji.

Kod analiziranih Sakala i krpelja sakupljenih sa njih u ovoj studiji, nije
dokazano prisustvo Rickettsia spp. Coxiella burnetii, Francisella spp. i
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11.

Bartonella spp., ¢ime nije potvrden potencijalni epizootiolosko-
epidemioloski znacaj S8akala u odrzavanju nabrojanih zoonoznih patogena.

Zbog dinami¢nih promena epizootiolosko-epidemioloske situacije na
odredenoj teritoriji kroz vreme, nas nalaz ne predstavlja kona¢nu sliku nego
trenutnu epizootioloSku situaciju. Neophodna su dalja istraZivanja i
monitoring nabrojanih patogenih mikroorganizama kod Sakala i drugih
divljih i domacih Zivotinja u cilju pracenja epizootioloske situacije u duzem
vremenskom periodu radi izrade adekvatnih planova prevencije i
suzbijanja pojedinih bolesti od interesa.
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Hacnos paaa: ,,ENM300TMONOLIKO-eNMAEMUOIOLLKM 3Ha4aj 3naTHor wakana (Canis
aureus) y oapxaBaky BEKTOPUMA NPEHOCUBUX 300HO3a HA TEPUTOPUjU
Peny6nuke Cpbuje“

MeHTopu: Op Mupocnae Banuuh, pefosHu npodecop

Op CHexaHna TomaHoBuh, Hay4YHU CaBETHUK

MoTtnucann: Patko P. Cykapa

u3jaBrbyjeM fa je TamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA ereKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npegjao/na 3a objasrbvBake Ha noprtany [durutanHor
peno3sutopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[lozBorbaBam aa ce objaBe Moju NYHKU Nojaum BesaHu 3a jobujare akajgemckor 3sama
AOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy MMe 1 npe3vme, roguHa u mecto pohewa n gatym onbpaHe

paga.

OBM nuYHM nogaum mory ce of6jaBuTM Ha MpPEeXHUM CTpaHuuyama aurutanHe
6ubnunoTeke, y enekTPOHCKOM kaTanory v y nybnukauujama YHusepsuteta y beorpagy.

Y Beorpagy, 15.04.2019.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepautetcky GuGnuoteky ,CseToszap Mapkosuh® aa y [urutantu
peno3utopujym YHusepauteta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

» EMU300TUOAOLLKO-€MUAEMUOAOLLIKM 3HAYA] 3AaTHor wakaAaa (Canis aureus) y
OAPXCBAMKY BEKTOPMMA MPEHOCHMBUX 300HO3a Ha TepuTopuju Penyb6auke
Cpbuje”

KOja je moje ayTOpCKo Aeno.

AvicepTauujy ca cBuM npuno3numa npejao/na cam y enekTpoHCKoM opmary norogHom
3a TPajHO apxXuBMpaH-E.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpamweHy y [urutanHu peno3utopujym YHusepsuteta y
Beorpagy mory ga kopucte CBM Koju nowrTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeartusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuumo/na.

1. AyTOpCTBO
2. AyTOPCTBO - HEKOMEpPLMjanHo
@AyTopCTso — HekomepuwjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOPCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AEeNUTK NOA UCTUM YCnoBuma
5. AytopctBo — 6e3 npepase
6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCroBUMA

(Monumo pa saokpyxute camo jeaHy Of LeCT noHyReHux nuueHum, Kpartak ornuc
nuueHUM aat je Ha noneRuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 15.04.2019.




1. AyTopcTBO - [lo3BorbasaTte yMHOXaBawe, AUCTpUbyLMjy U jaBHO caonLuTasarwe gena,
n npepaje, ako ce Haeeje WMe ayTopa Ha HaumH ofpefeH of CTpaHe ayTopa Unu
Aasaouya nuueHue, 4ak u y komepuujanHe cspxe. OBo je HajcnoboaHuja op CBUX
nuuyeHyw.

2. AyTopcTBO — HEkomepumjanHo. [lossorbasaTte ymHoOXasatbe, AUCTprbyumnjy v jaBHo
caonwTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HauuH oapeReH of
CTpaHe aytopa wunv pasaoua nuueHuye. Osa nuueHuya He [03BOrbaBa komepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AytopcTtBO - HekomepuwjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yYMHOXaBawe,
AncTpubyuunjy un jaBHO caonwTasawe pgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa unu
ynotpebe nenay cBoM aeny, ako ce HaBeje UMme ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe
aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BoSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby
Aena. Y ofHocy Ha cBe ocTrarne nuueHue, 0BOM NULUEHLOM ce orpaHuyasa Hajsehun o6um
npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — JenuTu noj UCTUM ycrnosuma. [o3Borbasarte
yMHOXaBawe, Auctpubyumjy v jaBHO caonilitaBawe Aena, U npepase, ako ce HaBeje
nMe aytopa Ha HauuH oapeheH oj cTpaHe ayTtopa unuM gasaoua nuueHue u ako ce
npepaga Aaucrpubyupa nog WUCTOM WMNM CnMyHOM nvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [Jo3BorbaBaTte ymHOXaBake, AUCTpubyuujy U jaBHO
caonwTasawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBseje uMMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe aytopa unu aasaoua
nuueHye. OBa nuueHua go3sorbasa komepuwjanHiy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - JenuTu noj WCTUM YCnoBuMa. [103BO/bLaBaTe YMHOXABaH-e,
AnCTpubyLMjy 1 jaBHO caonLwuTaBawe Aena, v Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha
HauMH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa WM jJasaoua nuUeHUe M ako ce npepaja
AncTpuGynpa noa WCTOM UMM CrvYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua [03Borbasa
komepuwujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je COMTBEPCKMM nULEHLUaMa,
OAHOCHO nuueHuamMma oTBOpEeHOr Kkoaa.



