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SAZETAK

S promjenama klima sve viSe raste znacaj hematofagnih vektora i uzro¢nika bolesti koje oni
prenose. Zbog velike prosirenosti i ekonomskih Steta koje uzrokuje, najznacajnija je piroplazmoza
konja koju uzrokuju paraziti Theileria equi i Babesia caballi. Anaplazmoza konja moze uzrokovati
tesku klinicku sliku u oboljelih Zivotinja, a unato¢ velikom znacaju u stocarstvu, do danas gotovo

da nema podataka o prisutnosti hemotropnih mikoplazmi u konja na podruc¢ju Europe.

Zbog rastuce populacije konja RH cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi molekularnu prevalenciju
uzro¢nika B. caballi, T. equi, bakterije Anaplasma phagocytophilum te hemoplazmi roda
Mycoplasma. Cilj je bio i istraziti ulogu potencijalnih vektora: krpelja, obada, konjskih koznatica

i hematofagnih muha.

Ukupno 834 uzorka krvi konja (14 od simptomatskih konja, a ostalo od asimptomatskih) iz svih
zupanija RH testirano je PCR- om. Prevalencija uzro¢nika piroplazmoze je iznosila 35, 85 % (1,3
% B. caballi, 98, 6 % T. equi). Sekvenciranjem 18S rRNA su dokazani genotipovi T. equi A, D, E
i novi haplotip nazvan Al. Genotip E je najprevalentniji (65,08 %), pra¢en genotipom A (30,51
%). Primorska Hrvatska je jedina regija u kojoj su zabiljezena sva Cetiri genotipa T. equi te B.
caballi. Molekularna prevalencija bakterije A. phagocytophilum iznosila je 0,60 %. Koinfekcija T.
equi i A. phagocytophilum dokazana je u 4 asimptomatska konja. U jednog asimptomatskog konja
dokazana je hemotropna mikoplazma M. wenyonii. DNK istrazivanih uzro¢nika bolesti nije
dokazan u obada (Haematopota grandis, H. italica, H. pluvialis, Philipomyia graeca, Tabanus
bromius, T. exclusus i T. sudeticus), konjskih koznatica (H. equina) te muhe S. calcitrans. DNK
piroplazmida dokazan je u 28,74 % krpelja. DNK parazita B. caballi dokazan je u vrsta D.
marginatus i D. reticulatus, DNK T. equi u vrsta D. reticulatus, R. bursa, R. turanicus i H.
marginatum, a DNK bakterije A. phagocytophilum u I. ricinus (2,30 %). DNK hemotropnih

mikoplazmi nije dokazan.

Ovo istrazivanje pokazuje da je RH endemska zemlja za piroplazmozu konja s velikom genetskom
raznolikoS¢u uzrocnika. Ovo je 1 prvi dokaz hemotropne mikoplazme na podru¢ju RH i jedan od
tek nekoliko slucajeva u Europi. Zbog blage klime, toplih zima i rasprostranjenosti vektora za

ocekivati je da ¢e se ovi uzroc€nici postati ve¢om prijetnjom zdravlju Zivotinja u buduénosti.

Kljucéne rije¢i: bolesti prenosive vektorima, T. equi, B. caballi, M. wenyonii, krpelji, obadi



SUMMARY

With climate change, the importance of hematophagous vectors and the pathogens they transmit
is increasingly growing. Due to its wide distribution and economic damage it causes, the most
significant is equine piroplasmosis, caused by the parasites Theileria equi and Babesia caballi. As
more knowledge was gained about life cycles and morphology, changes were made through the
years regarding the classification of the parasite. Equine anaplasmosis, caused by the bacterium
Anaplasma phagocytophilum, is another intracellular pathogen transmitted by vectors that can
cause severe clinical signs. Despite its significant importance in livestock farming, there is
currently limited data on the presence of hemotropic mycoplasmas in horses in Europe, with only

a few cases documented in Germany.

Current genotypisation of piroplasmosis agents relies mostly on sequence analysis of 18S rRNA.
Despite that, the lack of uniformity of results in various studies remains a problem. The discovery
of a new species called Theileria haneyi puts in question some of the older studies, as it is possible
it was indetified as T. equi.

The first systematic research on the molecular prevalence of equine piroplasmosis in Croatia was
carried out ten years ago, detecting a molecular prevalence of B. caballi and T. equi of 16%.
Genotypes A and E of T. equi were detected, with genotype A prevalent in the coastal region and
genotype E on the continent. To date, only one case of equine anaplasmosis has been described in

Croatia. There have been no studies regarding the prevalence of hemoplasma in horses.

Except for prevalence, the role of the vectors is paramount in understanding the pathogenicity of
the diseases they transmit and their control. To this day, the role of ticks as competent vectors has
been widely studied and confirmed across many species widespread throughout Europe and other
continents. On the other hand, studies of the role of other potential vectors, such as horseflies,

stable flies, and members of the genus Hippoboscidae, remain scarce.

Given the growing horse population in Croatia and the increasing movement of horses between
regions due to trade, breeding, and competition, this study aimed to determine the molecular
prevalence of B. caballi, T. equi, A. phagocytophilum, and hemoplasmas (genus Mycoplasma), as

well as to assess their genetic diversity. The mild climate of Croatia supports the survival of a



number of potential vectors. So an additional objective was to investigate the potential role of

vectors—ticks, horseflies, forest flies, and hematophagous flies—in pathogen transmission.

A total of 834 blood samples were collected from the horses residing in all regions of Croatia.
Blood was sampled by licensed veterinarians from the jugular vein into an EDTA tube. Fourteen
samples came from symptomatic horses who were presented with clinical signs such as fever,
lethargy, oedema, and haemoglobinuria. The rest of the samples were derived from asymptomatic
animals. The study population included 462 mares, 286 geldings, and 72 stallions, ranging in age
from 8 months to 30 years. A total of 43 breeds were represented, including Croatian
autochthonous breeds. Animals of all uses were included, as ones used for leisure riding, sport,
breeding, and those in retirement. At the time of sampling, each horse underwent a clinical
examination and was inspected for ticks and other hematophagous insects. In addition, owners and
veterinarians filled out a questionnaire, providing information on breed, age, sex, use, health status,
housing conditions, pasture access, duration of vector exposure during a year, and information
about the horses' whereabouts prior to coming to the stable where the blood was sampled.

Collected ticks and insects were stored in plastic pots filled with 90% alcohol.

DNA was extracted from blood samples and tested vectors, and then analyzed using PCR targeting
the 18S rRNA and 16S rRNA genes, followed by sequencing of positive samples. Amplified
products were analysed using capillary electrophoresis, then purified with ExoSAP-IT® PCR
Clean-Up Reagent kit. Subsequently, samples were sent to Macrogen Europea nd sequenced in
both directions. Sequences were assembled using the Lasergene® software and edited with
SegmanTM. Next, they were compared with available sequences in GenBank®using the BLAST®

programme. Obtained results were visualised using QGIS® software.

The prevalence of piroplasm DNA was 35.85% (1.3% B. caballi, 98.6 % T. equi). At least one
positive case was identified in every region of Croatia. The highest prevalence was detected in the
Sisak—Moslavina region, where all horses tested positive (100%). Prevalence was high in the Lika
— Senj region (65, 95 %) and the Bjelovar — Bilogora region (32, 14 %). The prevalence in the area
around the capital city of Zagreb was also quite high and was 25, 20 %. Coastal regions had a
higher prevalence than continental ones. Therefore, the Dubrovnik—Neretva region had the
prevalence of 88, 89 %, the Sibenik — Knin 75%, the Split — Dalmatia region 56, 14 %, and Istria

53, 19 %. The important factors influencing prevalence included horse movement between



endemic and non-endemic areas, use and the type of horses, location, and duration of seasonal
activity of vectors on the location of sampling. . Sequencing confirmed T. equi genotypes A, D, E,
as well as a novel haplotype designated Al. Genotype E was the most prevalent (65.08 %),
followed by genotype A (30.51 %). The newly identified Al haplotype was detected in the Lika—
Senj and Split-Dalmatia regions. Coastal Croatia is the only region where all four T. equi
genotypes and B. caballi were recorded. Additionally, almost all horses who tested positive for T.
equi genotype A in the continental region were imported from the coastal region. Furthermore, the
molecular prevalence of A. phagocytophilum was 0.60 %. Coinfection with T. equi and A.
phagocytophilum was confirmed in 4 asymptomatic horses. The hemotropic mycoplasma
Mycoplasma wenyonii was detected in one asymptomatic horse from a coastal region. All of the
symptomatic animals were infected with T. equi. In four animals, coinfection with A.

phagocytophilum and T. equi was detected.

All in all, 2086 ticks were collected in this study, originating from seven locations, both from the
continent and the coast. Morphologically, five genera of ticks were detected: Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, and Rhipicephalus. The genus Hyalomma was the most
prevalent (1175 / 2086), followed by the genus Dermacentor (398 / 2086), Rhipicephalus (365 /
2086) and Ixodes (124 / 2086). The smallest number of ticks was identified belonging to the genus
Haemaphysalis (24 / 2086). Two species were identified belonging to the genus Dermacentor: D.
marginatus and D. reticulatus. Three species were identified from the genus Haemaphysalis:
H.concinna, H. punctata, and H. sulcata, while two belonged to the genus Hyalomma: H.
marginatum and H. scupense. Only I. ricinus was identified as a species from the genus Ixodes,
and two species, R. bursa and R. turanicus, belonged to the genus Rhipicephalus. Out of 299

samples from genus Hippoboscae, all of the samples were identified as H. equina.

Furthermore, three genera of horseflies were identified: Tabanus, Haematopota, and Philipomyia.
The genus Haematopota was the most prevalent ( 25 / 50). Species Haematopota grandis,
Haematopota italica, Haematopota pluvialis, Philipomyia graeca, Tabanus bromius, Tabanus
exclusus, and Tabanus sudeticus were tested, but no pathogen DNA was detected. The same result
was found when testing forest flies (Hippobosca equina) and stable flies (Stomoxys calcitrans). In
contrast, piroplasm DNA was detected in 28.74 % of ticks. DNA of the parasite B. caballi was

detected in Dermacentor marginatus and Dermacentor reticulatus species, while T. equi DNA



was detected in D. reticulatus, R.s bursa, R. turanicus, and H. marginatum. DNA of the bacterium

A. phagocytophilum was detected in I. ricinus (2.30 %). DNA of hemoplasmas was not detected.

Furthermore, the results obtained from blood and vectors from the same location were compared.
In the area of Cazma, Cilipi, Pinezi¢i, Seovica and Sjeverovac, the presence of pathogens was
recorded in both ticks and horse blood. Only in the area of Licki Ribnik was the causative agent
B. caballi proven in ticks, but only T. equi genotype E was proven in the blood of horses. In Konak,
T. equi genotype E was proven in two horses, but no pathogens were proven in ticks. In Labin, the
causative agents A. phagocytophilum, B. caballi, and two T. equi genotypes were proven. Despite
this, not a single pathogen was detected in the examined ticks of the species I. ricinus. A similar
situation is in the area of Lopaca in Primorsko-Goranska County. In the area of Desno Zeljezno in
the Sisak-Moslavina region, there was a 100% prevalence of the causative agent T. equi genotype
E in the blood of horses from that area. Despite this, the causative agent was not proven in the
tested ticks. In Dragani¢, Jalkovac, and Molvice, the pathogens investigated were not detected in

either horses or ticks.

This research has so far conducted the most comprehensive molecular analysis of the causative
agents of piroplasmosis, anaplasmosis, and hemotropic mycoplasmas in the horse population and
their hematophagous ectoparasites in the Republic of Croatia. The research included a large
number of blood samples from horses from all Croatian regions, while simultaneously collecting
data on the animals, their housing, purpose, movement, pasture access, and exposure to vectors.
This, unlike previous research, enabled not only an assessment of the molecular frequency of the
studied pathogens but also a broader interpretation of their geographical distribution, genetic
diversity, and possible factors that influence the maintenance and spread of these pathogens in the

horse population.

The most important finding of this research is the confirmation that equine piroplasmosis is
widespread in the Republic of Croatia. The molecular prevalence of piroplasmas was 35.85%, with
the species T. equi being the most prevalent, while B. caballi was less frequent (0.48%). This ratio
between the two causative agents is in accordance with their biology. Unlike B. caballi, which is
often considered a time-limited infection in horses and can cause a severe form of disease, T. equi

can persist for years or for life, making infected animals a long-term reservoir for vectors.



In addition to determining the prevalence of the investigated pathogens, this study examined the
influence of various risk factors on animal susceptibility and pathogen prevalence across different
counties in the Republic of Croatia. A significant strength of this research is the comprehensive
data collection: owners completed detailed forms during blood sampling, providing information
on age, sex, purpose, location, transport history, and the duration of tick and hematophagous insect
presence on horses. The attending veterinarian also recorded the health status of each animal. Such
detailed information is frequently absent in comparable studies, despite established evidence that
factors such as age, horse purpose, presence of other grazing animals, management practices,
pasture access, and resulting tick exposure are critical in disease transmission. The use of the horse
is closely related to the breed and the way they are kept. Cold-blooded horses, often kept in
extensive conditions and used for breeding, face a different risk than sports or recreational horses.
They are almost always kept on pastures, but they do not travel as much as animals used for sport
or recreational riding. In this sense, different groups of horses represent different epidemiological
models: some maintain a local cycle of infection through constant exposure to vectors, while others
can serve as mobile reservoirs and transmitters of genotypes between regions. Good example of
this is Sisak- Moslavina region where a 100% prevalence of equine piroplasmosis was observed,
which can be attributed to the year-round free-range management as the horses are primarily reared
for breeding and slaughter. This management practice increases the likelihood of tick exposure,
particularly in areas where pastures intersect with forest edges, wet meadows, and other habitats

conducive to tick development.

In addition to the high prevalence of the causative agent of equine piroplasmosis, sequencing of
the 18S rRNA gene fragment confirmed genotypes A, D, and E and a new haplotype called Al.
Together, these results confirm the extremely high genetic diversity of the T. equi population in
Republic of Croatia, especially in comparison with most European studies in which one or two
genotypes dominate. This diversity is probably the result of a combination of several factors,
including the geographical location of the Republic of Croatia, the presence of different species of
competent vectors, climatic diversity, and the intensive movement of horses between different
regions and countries. Furthermore, in contrast to hematophagous insects, piroplasm DNA was
detected in ticks in a significant proportion of tested individuals. B. caballi DNA was detected in
D. marginatus and D. reticulatus species, while T. equi DNA was detected in D. reticulatus, R.

bursa, R. turanicus, and H. marginatum. These findings fit well with the known biology of the



equine piroplasmosis vector. Particularly important are the findings in D. reticulatus and R. bursa,
species for which vector competence has previously been proven or strongly assumed. However,
the mere presence of the causative DNA in the tick does not prove vector competence. It confirms
tick exposure to the agent and a possible epidemiological link, but further research is needed to
prove transmission, including analysis of developmental stages, salivary glands, and experimental
transmission models. The finding of T. equi in H. marginatum is particularly significant. This
species is associated with warmer and drier habitats and is considered one of the indicators of
climate-related changes in tick distribution. Its finding in the context of equine piroplasmosis in
Croatia is important because it connects the Mediterranean climate area, longer seasonal vector
activity, and the possibility of maintaining piroplasms in coastal areas. Future research should pay
special attention to the Adriatic coast and hinterland, where climatic conditions are favorable for

species of the genera Hyalomma and Rhipicephalus.

Overall, the results of this study confirm the initial hypothesis that vector-borne agents of equine
diseases are widespread and genetically diverse in Croatia. The hypothesis was particularly clearly
confirmed for piroplasmas, while the presence, but not high frequency, of A. phagocytophilum and
hemotropic mycoplasmas was confirmed. Likewise, the research confirms the importance of ticks
as the main vectors, while the role of hematophagous insects has not been confirmed. This gave a
more realistic picture of the epidemiology of these agents: equine piroplasmosis is an endemic and
clinically and economically most important problem, anaplasmosis is present in low frequency,
and hemoplasmas are rare, but scientifically very significant due to poorly known epidemiology
and possible transmission between species. This study also provides the first evidence of
hemotropic mycoplasma in horses in Croatia and represents one of the few reported cases in
Europe. Given the country’s mild climate, warm winters, and widespread distribution of vectors,

these pathogens are likely to pose an increasing threat to animal health in the future.

Future studies should focus on expanding the molecular characterization of the pathogens to
additional genetic markers, especially for T. equi, to more precisely elucidate the phylogenetic
structure and potential differences between genotypes. Serological studies could complement
molecular findings and allow for a better assessment of horse exposure, while longitudinal studies
would allow for monitoring seasonal dynamics of infections and their association with the activity

of individual vector species. The integration of veterinary, ecological and climate data within the



“One Health” approach will be particularly important, as climate change, changes in animal
husbandry and the spread of vectors are likely already changing the epidemiology of tick-borne
diseases in Croatia and the wider region of South-Eastern Europe.

Keywords: vector - borne diseases, T. equi, B. caballi, M. wenyonii, ticks, horseflies



POPIS KORISTENIH KRATICA I ZNAKOVA

16S rRNK - 16S ribosomalna RNK (16S ribosomal RNA, eng.)

18S rRNK - 18S ribosomalna RNK (18S ribosomal RNA, eng.)

ankA - anikrin protein (anykrin protein, eng.)

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool, eng.

DNK - deoksiribonukleinska kiselina (deoxyribonucleic acid,eng.)

EDTA - kalijeva etilen-diamino tetraoctena kiselina (ethylenediaminetetraacetic acid, eng.)
ELISA - imunoenzimni test (enzyme linked immunosorbent assay, eng.)

EMA-1 - povrsinski izlozen protein izraZzen u merozoita T. equi (equi merozoite antigen-1, eng.)
groESI — gen za kodiranje povrSinskog Saperon proteina (chaperone protein encoding gene, eng.)
HAPIH - Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu

HRZZ - Hrvatska zaklada za znanost

HVI - Hrvatski veterinarski institut

IFAT- indirektna imunoflorescencija (immunoflourescent antibody testing, eng.)

ml - mililitar

MLST- multilokusne analize sekvenci razli¢itih lokusa (Multilocus Sequence Typing, eng.)
MSP2 - geni koji kodiraju povrsinske proteine (merozoite surface protein 2, eng.)

NCBI -National Center for Biotechology Information, eng.

NPCR - ugnjezdeni PCR (nested PCR, eng.)

OIE - Svjetska organizacija za zdravlje Zivotinja (Office International des Epizooties, fr.)
pb - parova baza (base pairs, engl.)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction, eng.)

QGIS -Open Source Geographic Information System, eng.



RAP-1 - rhoptry-povezan protein-1 (rhoptry-associated protein 1, eng.)

RH - Republika Hrvatska

rRNK - ribosomska ribonukleinska kiselina (Ribosomal Ribonucleic Acid, eng.)
RVK - reakcija vezanja komplementa

s.l. - sensu lato

UK- Ujedinjeno Kraljevstvo (United Kingdom, eng.)

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SD - standardna devijacija (standard deviation, eng.)



1.UvOD



Hematofagni artropodi mogu prenositi bakterije, parazite i viruse. Nazivaju se vektorima prenosivi
patogeni, a krpelji su najznacajniji prijenosnici patogena u zivotinja diljem svijeta (DIAKOU,
2024.). Danas je poznato 907 vrsta krpelja od kojih su 23 vrste dokazane u Republici Hrvatskoj
(KAPO i sur., 2024.). Pojedine vrste krpelja prenose specificne patogene stoga je njihova

prosirenost neposredno povezana s odredenim vrstama krpelja.

konji te se u njih bolest Cesto klini¢ki o¢ituje (ONYICHE i sur., 2019.). Naj¢esc¢e dolazi do razvoja
vru¢ice, anemije 1ili ikterusa sluznica, pada apetita, slabosti, edema, hepatomegalije 1
splenomegalije a moguce je i uginuée. T. equi znatno je ucestalija od B. caballi jer Zivotinje
invadirane T. equi ostaju invadirane cijeli Zzivot (RUEGG i sur., 2007). Piroplazmoze konja
negativno utjeCu na ekonomsku proizvodnju, ali uzrokuju i1 daljnje troSkove zbog lijeCenja,
nemogucnost sudjelovanja u sportskim natjecanjima i prodaje u druge drzave te gubitke u slucaju
pobacaja i smrti Zivotinje (COULTOUS i sur., 2019.; BARTOLOME DEL PINO i sur., 2023.).
Zbog velike vaznosti i ekonomskih utjecaja na konjicku industriju, Svjetska organizacija za
zdravlje zivotinja smatra piroplazmozu konja bolesc¢u koju je potrebno prijaviti (OIE), osobito jer
se procjenjuje da 90 % svjetske populacije konja Zivi u endemskim podru¢jima (TIROSH - LEVY
i sur., 2020c.).

Obje vrste pokazuju znacajnu genetsku heterogenost. Do sada je dokazano pet genotipova vrste T.
equi sekvenciranjem 18S rRNA (A-E) i tri (A—C) genotipa sekvenciranjem EMA - 1 gena. Unutar
vrste B. caballi opisana su tri genotipa sekvenciranjem 18S rRNA (A, B1iB2) irap - 1 (Al, A2,
B) gena. Nadalje, pretpostavlja se da razlike u klini¢kim znakovima bolesti ovise i 0 genotipovima
T. equi (MANNA isur., 2018.).

Jo$ u pedesetim godinama proslog stoljeca opisani su slucajevi piroplazmoze konja na podrucju
Republike Hrvatske (RH) (RICHTER, 1954.), a molekularna i seroloska istrazivanja ucéestalosti
uzroénika piroplazmoze provedena su i u novije doba GOTIC (2015.). Osim u konja, T. equi i B.
caballi dokazane su i u pasa iz Hrvatske (BECK i sur., 2009.) §to ukazuje na mogucnost invazija

i drugih vrsta zivotinja, a ne samo kopitara.



Jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjen vektorski potencijal pojedinih vrsta krpelja u prijenosu
piroplazmi. NADAL i sur. (2022.) opisuju osam vrsta krpelja potencijalno uklju¢enih u prijenos
B. caballi i T. equi u Europi i to Hyalomma marginatum, Dermacentor reticulatus, Dermacentor
marginatus, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus annulatus, Ixodes
ricinus i Haemaphysalis punctata. Prijenos je eksperimentalno dokazan vrstama H. marginatum,
D. reticulatus, D. marginatus i R. bursa. Theileria equi genotip E je potvrden u vrstama D.
reticulatus i D. marginatus prikupljenim s konja u kontinentalnoj Hrvatskoj, ali ne u drugim
vrstama krpelja (JURKOVIC, 2021.).

Osim krpelja, smatra se da i drugi hematofagni insekti, primjerice usi (Linognathus vituli,
Haematopinus eurysternus ), obadi, musice roda Culicoides (Culicoides brevitarsis, Culicoides
victoria) (LAKEW i sur., 2021.) te muhe (PHETKARL i sur., 2023.) imaju ulogu u mehanickom

prijenosu Theileria.

Osim parazitskih, krpelji su vektori i1 bakterijskih bolesti Zivotinja kao Sto su erlihioze 1
anaplazmoze uzrokovane bakterijama roda Anaplasma i Ehrlichia (Rickettsiales:

Anaplasmataceae).

Na podru¢ju Europe najznacajnija je granulocitna anaplazmoza konja uzrokovana vrstom
Anaplasma phagocytophilum, a vektor je krpelj Ixodes ricinus. Slucajevi bolesti opisani su
sporadi¢no u svijetu (ALEMAN i sur., 2024.; SEO i sur., 2019.), a uzro¢nik je prisutan i u
europskim zemljama, primjerice u Njemackoj (SCHAFER i sur., 2022.), ltaliji (VILLA i sur.,
2022.), Poljskoj (NOWICKA i sur., 2022.) i Nizozemskoj (BUTLER i sur., 2008b). Do sada je
opisan samo jedan slu¢aj anaplazmoze konja u RH, na podruéju Slavonije (GOTIC i sur., 2017.).
Uzro¢nik je dokazan u pasa (HUBER i sur., 2017.) 1 razli¢itih vrsta domacih 1 divljih Zivotinja

(BECK isur., 2014.), dok istrazivanja ucestalosti i proSirenosti u konja nisu provodena.

Hemotropne mikoplazme (hemoplazme) su male, gram-negativne, obligatne eritrocitne bakterije
bez stani¢ne stijenke iz roda Mycoplasma. U posljednjem desetljeCu sve je veli znacaj
hemoplazmoza prepoznat zahvaljujuci primjeni molekularnih metoda. Danas je poznato da ovi
emergentni, potencijalno zoonotski patogeni utjeu na zdravlje brojnih Zivotinjskih vrsta,

uzrokujuci ekonomske gubitke u stocarskoj proizvodnji (ARENDT i sur., 2024.).



Hemotropne infekcije konja i njihov prijenos vrlo su slabo opisane u stru¢noj i znanstvenoj
literaturi. Prvu naznaku moguée infekcije konja dao je 30 godina star izvjeStaj o sluCaju
"hemobartoneloze" konja u Nigeriji. Zarazeni konji pokazivali su klinicke znakove ukljucujuci
vru€icu, apatiju, limfadenitis, poremecaje cirkulacije i blijede sluznice. U razmazima krvi
otkrivene su bakterije veli¢ine 0,3 pm na povrsini eritrocita (GRETILLAT, 1978.). Prva
molekularna studija iz 2010. godine pruzila je dokaze o infekciji konja iz Njemacke
(DIECKMANN i sur., 2010.). Novi izolati konja grupirani su unutar skupine "haemofelis” i dijele
najvecu sli¢nost s Candidatus Mycoplasma haemobos i s Mycoplasma haemofelis. DIECKMANN
1 sur. (2012.) otkrili su prevalenciju od 26,5 % sa znaCajnom korelacijom utvrdenom izmedu
pozitivnog nalaza lan¢ane rekacije polimerazom (PCR-a) i anemije konja mladih anemije u konja
mladih od godinu dana, dok su konji stariji od godinu dana bili negativni. Mogu¢i utjecaj na razvoj
anemije dodatno je potvrden u iranskoj studiji nakon otkrivanja M. ovis - sli¢ne vrste u 6,77 %
konja (KALANTARI i sur., 2020.), a sekvenca svrstana u skupinu Candidatus M. haemocervae
potvrdena je u Nigeriji (HAPPI i OLUNIYI, 2020.). M. ovis je detektirana i u konja na podrucju
Brazila (KAKIMORI i sur., 2023.).

Unato¢ malom broju istrazivanja, ¢ini se da je uloga drugih hematofagnih c¢lankonozaca u
prijenosu patogena koje prenose krpelji vaznija nego Sto se do sada vjerovalo. Klimatske promjene
uzrokuju promjene prirodnih ekosustava 1 stvaraju pogodna okruzenja za Sirenje bolesti
omogucujuci migraciju vektora u nova podrucja gdje mogu zaraziti divlje i domace zivotinje te

ljude (BAJER isur., 2022.).



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA



2.1. PIROPLAZMOZA KONJA

Piroplazmoza konja je vektorski prenosiva bolest uzrokovana intraeritrocitnim parazitima Babesia
caballi i Theileria equi. Oboljeti mogu svi kopitari, uklju¢uju¢i magarce, zebre, mazge i mule no
sur., 2024.). Paraziti su pronadeni i u drugih vrsta zivotinja, kao $to su kamelidi (QABLAN i sur.,
2012.) psi ( BECK i sur., 2009.; FRITZ, 2010.), crni nosorozi (ZIMMERMANN i sur., 2022.)
tapiri (DE SOUZA GONCALVES i sur., 2020.) te u nekim vrstama vjeverica (LI i sur., 2024.).

Rodovi Babesia i Theileria pripadaju obitelji Piroplasmidae unutar koljena Apicomplexa koji
uklju¢uje 1 druge znacajne uzrocCnike bolesti ljudi 1 zivotinja, poput uzro¢nika malarije,
toksoplazmoze, kriptosporidioze i kokcidioze (ALLSOPP i sur., 1994.; ADL, 2012.). Zabiljezeno
je nekoliko razlika izmedu ova dva uzro¢nika. Babesia caballi se smatra ,,pravom babezijom™ jer
se umnazanje odvija iskljuivo unutar eritrocita kraljeznjaka. Theileria equi je dugo smatrana
,malenom babezijom* unato¢ S§to pokazuje nekoliko znacajnih razlika, poput umnazZanja u
limfocitima perifernog krvotoka prije invazije eritrocita, diobe u Cetiri merozoita (izgled
,malteSkog kriza“) te otpornosti na lijekove djelotvorne protiv babezija (SCHEIN i sur., 1981.;
SEARS i sur., 2020.). Filogenetska istrazivanja pokazuju da bi T. equi, obzirom da posjeduje
osobine oba roda, mogla predstavljati odvojen rod (KAPPMEYER i sur., 2012.).

Iznimna genetska raznolikost ovog parazita potvrdena je nedavnim otkricem novog uzro¢nika
piroplazmoze konja nazvanog Theileria haneyi na podrucju granice s Meksikom (KNOWLES i
sur., 2018.). Od tada je zabiljezena i u drugim drzavama Sjeverne Amerike, Juzne Amerike, Afrike
i Azije (MSHELIA i sur., 2020.; BASTOS i sur., 2021.; ELSAWY i sur., 2021.; ZHOU i sur.,
2023.; BHOORA i sur., 2025.; MEGE i sur., 2025.).

U povijesti je piroplazmoza konja opisivana kao "bedrenica konja™ (ALI isur., 1996.) ili ,,malarija
konja*“ (STOUTE, 1917.). Prvi zapisi o uzro¢niku piroplazmoze konja datiraju iz 1901. godine,
kada je Laveran u razmazima krvi perifernog krvotoka konja s podrucja Juzne Afrike po prvi puta
opisao malenog, intraeritrocitnog parazita. Nazvao ga je Piroplasma equi. Iste godine Theiler nudi
detaljan opis piroplazme konja, a kasnije nastavlja s istrazivanjima prijenosa uzro¢nika
transfuzijom krvi i krpeljima (THEILER, 1901.; THEILER, 1905., THEILER, 1906.). Daljnjim
istrazivanjima utvrdeno je da u patogenezi piroplazmoze konja ne sudjeluje samo jedan uzroé¢nik

(KOCH, 1906.). Uslijedile su daljnje taksonomske promjene, uslijed kojih je uzro¢nik premjesten



iz roda Nuttallia u rod Babesia (LEVINE, 1971.). Otkricem umnaZzanja B. equi u limfocitima prije
invazije eritrocita opet se dovela u pitanje ispravnosti klasifikacije uzro¢nika u rod Babesia
(SCHEIN isur., 1981., MOLTMAN i sur., 1983.). Posljedi¢no dolazi do promjene naziva B. equi
u Theileria equi koji se koristi i danas (MEHLHORN i SCHEIN, 1998.). Vektorska uloga krpelja
prepoznata je vrlo rano (SMITH i KILBORNE, 1893).

Prisutnost uzro¢nika piroplazmoze konja na podru¢ju RH traje vise od stolje¢a. RICHTER (1954.)
na temelju pregleda razmaza krvi 612 simptomatskih konja zakljucuje da je B. caballi glavni
uzrocnik klinicke piroplazmoze konja u RH. U zadnjem sustavnom istraZzivanju piroplazmoze
konja GOTIC (2015.) dolazi do istog zakljutka. Unatoé¢ tome, uzro¢nik T. equi prevladavao je u
asimptomatskih konja. Filogenetskom analizom dokazana su dva genotipa T. equi. Analizom gena
povrsinski izlozenog proteina izrazenom u merozoita T. equi (eng. equi merozoite antigen-1,

EMA-1 gen) otkrivene su ve¢ poznate grupe A i B, ali i dvije nove nazvane D i E.

2.1.2. ETIOLOGIJA

Piroplazmoza je bolest prenosiva vektorima te je prisutna na podru¢jima koja podrzavaju njihov
razvoj (THOMPSON, 1969.). Zbog Siroke rasprostranjenosti krpelja, piroplazmoza je znacajna
bolest krvozilnog sustava zivotinja (HOMER i sur., 2000.) i smatra se emergentnom zoonozom u
ljudi (ASQUITH isur., 2025.). Unato¢ tome, postoji jo§ ¢Cimbenika koji utjeCu na uspjesan prijenos
uzro¢nika bolesti. Dob, namjena konja, prisutnost drugih pasnih Zivotinja, na¢in drzanja, pristup
pasnjaku te posljedi¢na izloZenost Zivotinje krpeljima igraju vaznu ulogu u prijenosu (CAMINO i

sur., 2021.; CABETE i sur., 2025.; NADAL i sur., 2025.).

NADAL (2022.) te SCOLES i UETI (2015.) u svojim preglednim radovima navode viSe vrsta
krpelja kao moguce vektore piroplazmoze konja. Krpelji rodova Hyalomma, Dermacentor i
Rhipicephalus su kompetentni bioloski vektori T. equi i B. caballi. Neke vrste krpelja iz rodova
Ambylomma, Haemaphysalis i Ixodes navedeni su kao moguci vektori, no potrebna su daljnja

istrazivanja njihove vektorske kompetencije.

Smatra se da je invazija B. caballi samolimitirajuca te da za oko 4 godina od invazije, uzro¢nik

nestaje iz organizma. Konji invadirani T. equi ostaju doZivotni nosioci (RUEGG i sur., 2007.).



2.1.2. GEOGRAFSKA PROSIRENOST I MOLEKULARNA UCESTALOST

Uzro¢nici piroplazmoze prisutni su na svim kontinentima. Povecan transport zivotinja i globalno
zatopljenje uzrokovalo je pojavu piroplazmoze i u podrucjima koji su do sada smatrani slobodnima
od ove bolesti. U novijem istrazivanju, ONYICHE i sur. (2020.) procjenjuju da je globalna
prevalencija T. equi 29,4 %, a B. caballi 22.3 %.

Na podrucju Europe, vise je endemskih zemalja s prevalencijom piroplazmoze konja viSom od 30
%. Tako u Spanjolskoj molekularna prevalencija T. equi iznosi 42 %, B. caballi 22 % (PERIS i
sur., 2025.), a u Portugalu T. equi od 40.5 % i B. caballi od 8,3 % (CAMINO i sur., 2021.).
Prevalencija oba uzro¢nika u Italiji iznosi 38,1 % (FACILE i sur., 2025.). U Francuskoj
prevalencija T. equi varira izmedu 18, 7 % i 68,6 % a ona B. caballi iznosi izmedu 6,3 — 8,3 %
(ROCAFORT-FERRER i sur., 2022.; JOUGLIN i sur., 2025.).Visoka prevalencija T. equi od ¢ak
60 % i B. caballi od 7,2 % zabiljeZena je i u Rusiji (RAR i sur., 2025.). Endemskim zemljama
smatraju se i Brazil s molekularnom prevalencijom uzro¢nika piroplazmoze od 56,23 %
(FERNANDES i sur., 2025.), Alzir s prevalencijom T. equi od 40 % (SADEDDINE i sur., 2025.)
te africki Malawi s prevalencijom T. equi od 80 % (CHATANGA i sur., 2025.). Visoka
prevalencija T. equi zabiljeZena je i u Xinjiangu u Kini, gdje se prevalencija T. equi, OViSno o
zemljopisnom podrucju, kretala izmedu 20,88 - 86.27 % (QIN i sur., 2025.) te Iraku s
prevalencijom T. equi od 22,44 % i B. caballi 8,2 % (AZIZ isur., 2025.).

2.1.3. RAZVOJNI CIKLUS
2.1.3.1. Morfologija

Merozoiti B. caballi vidljivi su u eritrocitima kao dvije uklopine oblika kruske, duljine 2-5 pm i
Sirine 1.3-3.0 um. Spojeni su na posteriornom kraju. Merozoiti T. equi su manji, oko 2-3 um dugi.
Oblika su kruske, okrugli ili ovalni, a kada se spoje u posteriornom dijelu ¢ine tako zvani ,,malteski
kriz* koji predstavlja vaznu diferencijalno dijagnosti¢ku znacajku. Po veli¢ini, B. caballi pripada
,velikim babezijama®, a T. equi ,,malim*“ (SIPPEL i sur., 1962.; SIMPSON i sur., 1967.;
MEHLHORN i SCHEIN., 1984.).

2.1.3.2. Razvojni ciklus

Razvojni ciklus pripadnika koljena Apicomplexa sastoji se od tri faze. Nespolne faze se nazivaju
sporogonija i merogonija, a gametogonija ozna¢ava spolnu fazu stvaranja i fuzije gameta.
(MEHLHORN i SCHEIN, 1984.).



2.1.3.2.1. Babesia caballi

Razvojni ciklus B. caballi zapoc€inje inokuliranjem sporozoita u krv nosioca tijekom hranjenja
krpelja. Sporozoiti zatim invadiraju eritrocite te se dijele u trofozoite. Zatim Sizogonijom nastaju
merozoiti koji su ujedno i dijagnosticki stadij, vidljiv u eritrocitima. Merozoiti se umnazaju i dalje
invadiraju eritrocite. Tijekom hranjenja krpelja na invadiranoj zivotinji, dolazi do unosa
invadiranih eritrocita u crijevo krpelja. Dio merozoita biva unisten, a dio kre¢e u spolni dio
razvojnog ciklusa- proces gametogonije te se stvaraju mikro i makrogamete. Njihovim spajanjem
dolazi do formacije zigote koja invadira stanice crijeva krpelja i razvija se u ookinetu. Zatim slijede
dva ciklusa nespolne replikacije u kojima ookinete invadiraju slinske zlijezde, stanice crijeva te u
nekih vrsta i ovarij krpelja. U slinskim zlijezdama sporogonijom nastaju sporozoiti. U spolnom
sustavu dolazi do transovarijskog prijenosa parazita na jajasca i posljedi¢no li¢inke (MEHLHORN
i SCHEIN, 1988.). B. caballi ima sposobnost transstadijskog prijenosa pa su kroni¢no invadirani
konji rezervoari parazita za populaciju krpelja tog podru¢ja (UETI i sur., 2008.). Razina
parazitemije B. caballi je uglavnom niska te parazit rijetko invadira vise od 1 % eritrocita nosioca
(DE WAAL 1992.).

2.1.3.2.2. Theileria equi

Razvojni ciklus T. equi, kao i dijela ostalih pripadnika reda Piroplasmida, nije u potpunosti
razjasnjen (WISE i sur., 2013.).

Glavna znacajka razvojnog ciklusa T. equi je stadij Sizogonije u limfocitima nosioca, koji nastupa
prije invazije eritrocita (SCHEIN i sur., 1981.; MEHLHORN i SCHEIN, 1984.).Unato¢ tome $to
se smatra se da Sizonti nekih drugih pripadnika roda Theileria moduliraju imunosni odgovor
nosioca te djeluju na sposobnost apoptoze i proliferacije invadiranih stanica, te promjene nisu
opisane kod invazije T. equi (SCHREEG i sur., 2016.). Krajnji rezultat Sizogonije je formacija
merozoita. Oslobodeni merozoiti invadiraju eritrocite i daljnjom nespolnom replikacijom
formiraju karakteristiéne tvorbe nalik ,,malteSkom krizu“. Nakon uniStenja eritrocita, Sire se
krvotokom invadiraju¢i nove eritrocite. Neki merozoiti postaju gametociti. Krpelj ih hranjenjem
unosi u crijevo gdje podlijezu spolnom stadiju razvojnog ciklusa — gametogoniji te nastaju gamete
1 posljedicno zigota. U zigoti se formiraju kinete koje invadiraju slinske Zljezde krpelja gdje se
odvija proces sporogonije i nastaju sporozoiti. Nije prisutan transovarijski prijenos ( MEHLHORN
i SCHEIN, 1984.; KOCH, 1906.; MEHLHORN i SCHEIN, 1998.; JALOVECKA i sur, 2018.).



2.1.4 PRIJENOS

2.1.4.1. PRIJENOS VEKTORIMA

2.1.4.1.1. RED IXODIDA

Porodica Ixodidae sadrzi 15 rodova, od kojih je Sest smatrano vektorima piroplazmoza konja. Za
dva roda se smatra da su vektori bakterije Anaplasma phagocytophilum, uzro¢nika anaplazmoze
konja te hemotropnih mikoplazmi. Morfoloske karakteristike krpelja iz ove porodice ukljucuju
¢vrsti scutum koji kod muzjaka potpuno prekriva dorzalnu stranu tijela, a kod Zenki samo manji
dio. Moze biti ukrasen ili neukrasen. Kod veéine rodova, scutum obrubljuje niz brazdi nazvanih
festuni. O¢i mogu ili ne moraju biti prisutne. Lateralno, iza zadnjeg para nogu, nalaze se stigmalni
otvori ili odusci. Na prednjem dijelu tijela se nalazi ovratnik (basis capituli) te palpi razlicite
duljine, ovisno o vrsti. Anus se nalazi ventralno na straznjem dijelu tijela. Okruzen je analnom
brazdom ¢iji su izgled i polozaj znacajni u morfoloskoj identifikaciji vrsta. Obzirom na broj
nosioca koji odredena vrsta zahtijeva za razvoj, dijele se na monoksene krpelje (potreban je jedan

nosioc), diksene (dva nosioca) i triksene (tri nosioca) (ESTRADA-PENA i sur., 2006.).

Na podrucju RH opisane su 23 vrste krpelja iz porodice Ixodidae: I. ricinus, Ixodes hexagonus,
Ixodes canisuga, Ixodes vespertilionis, Ixodes kaiseri, Ixodes frontalis, Ixodes arboricola, Ixodes
gibbosus, Ixodes trianguliceps, Haemaphysalis inermis, H. punctata, H. sulcata, H. concinna,
Haemaphysalis. parva, Haemaphysalis erinacei, D. marginatus, D. reticulatus, R. bursa,
Rhipicephalus sanguineus s.l., R. turanicus, Rhipicephalus annulatus, H. marginatum i H.
scupense. Postoje i vrste ¢ija klasifikaciju trenutno nije definitivna no za sada se vode kao vrste:

Dermacentor silvarum, R. annulatus i Hyalomma dromedarii (KAPO i sur., 2024.)

Prema NADALOVOM pregledu iz 2022. godine, najceS¢e vrste krpelja koje se pronalaze na
konjima su H. marginatum i I. ricinus. Slijede R. bursa, H. punctata i D. reticulatus. R. sanguineus
i D. marginatus koji su rjede prisutni. Analiza potencijala razli¢itih vrsta krpelja kao vektora
piroplazmoze zahtjevna je zbog Cestih promjena u taksonomskoj nomenklaturi. Tako je u novijoj
literaturi nomenklatura vise vrsta krpelja poistovjecena, a neki nazivi su proglaseni zastarjelima ili

nevazecéima.

2.1.4.1.1.1. Rod Dermacentor
Rod Dermacentor odlikuje Cetvrtasti ovratnik, a okse muZjaka rastu od prvog para nogu prema

zadnjem. Imaju o¢i, festune, a §tit je ukraSen karakteristiénim Sarama. Kod muzjaka prekriva cijelu
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dorzalnu povrsinu tijela, a kod Zenki je malen te ne pokriva ni tre¢inu dorzalne povrsine tijela (

ESTRADA-PENA i sur., 2018.).

Dermacentor albipictus je vrsta krpelja prisutna na podrucju Sjedinjenih americkih drzava (SAD).
Dokazan je tranovarijski prijenos B. caballi, ali istrazivanja kompetencije za prijenos T. equi nisu
provedena (STILLER I COAN, 1995.).

Jedan od najcescih vektora bolesti na podru¢ju Mediterana i Rusije je Dermacentor marginatus
(CELINA i CERNY, 2025.), a prisutan je i na podrugju Azije (ZHANG i sur., 2021.; SANG i sur.,
2021.). U nomenklaturi ovog krpelja postoji vise nesuglasica jer je u starijim istraZivanjima
poistovjecivan s vrstom D. reticulatus (GUGLIELMONE i sur., 2010.). Obje vrste su potvrdeni
vektori uzro¢nika piroplazmoze konja (ENIGK, 1944.). D. marginatus predstavlja i prvu vrstu u
kojoj je potvrden transtadijski prijenos T. equi (BUDNIK, 1955.). Molekularna istrazivanja
talijanskih znanstvenika dokazala su prisutnost DNK T. equi (CHISU i sur., 2019.), ali i A.
phagocytophilum na podrucju Korzike (GRECH - ANGELINI, 2020.). Njegov razvoj traje godinu
dana. Trikseni je krpelj. Preferira otvorena podrucja — livade i paSnjake, gdje se moze naéi uz vrstu
D. reticulatus (ZAJAC i sur., 2020.). Dobro podnosi hladnoc¢u te odrasli krpelji postaju aktivni ve¢
na temperaturama malo viSim od 0 °C. Aktivnost je najviSa u proljece, a padom temperatura nakon
ljeta pada i njegova aktivnost. U srednjoj Europi odrasli oblici se aktiviraju krajem kolovoza, ali

tijekom blazih zima mogu ostati aktivni i do travnja i svibnja sljedec¢e godine (HORNOK, 2009.).

Vrsta D. reticulatus, ponekad smatrana sinonimom za vrstu D. marginatus, je kompetentan vektor
za oba uzro¢nika piroplazmoze konja (NOSEK, 1972.). Nije selektivan u izboru nosioca sto
pogoduje njegovom brzom Sirenju. Dokazan je u preko 60 razliCitih vrsta domacih i1 divljih
Zivotinja. Za razvoj su potrebna tri nosioca. Odrasli oblici hiberniraju dva puta prije hranjenja pa

razvojni ciklus obi¢no traje oko dvije godine (NOSEK, 1972.).

Na podruc¢ju Balkana, MARKOFF (1916) je opisao invaziju vrste D. reticulatus parazitom B.
caballi. Bioloskim pokusima je utvrdena vektorska kompetencija ove vrste za transstadijski
prijenos T. equi ( ENIGK, 1943b., ENIGK, 1944.) i transovarijski prijenos B. caballi (NEITZ,
1956.). Na podruéju Europe, DNK B. caballi je dokazan u krpeljima prikupljenima iz okolisa na
podrucju Nizozemske i Belgije (JONGEJAN isur., 2015.) te u Njemackoj (SPRONG i sur., 2019.).
Molekularnim metodama u ovoj vrsti je =zabiljezena prisutnost A. phagocytophilum

(SNEGIRIOVAITE isur., 2025.). Na podruéju RH je ovom vrstom dokazan prijenos A. marginale
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na goveda (JURKOVIC i sur., 2020.), ali za sada ne postoje podaci o prijenosu A.
phagocytophilum. Na podruc¢ju Zagreba u navedenoj je vrsti krpelja dokazan DNK B. canis (BECK
i sur., 2010.). D. reticulatus je rasprostranjen u Europi i Ujedinjenom Kraljevstvu (UK), centralnoj
Spanjolskoj, zapadu Europe i Balkana, a pokazuje tendenciju $irenja prema sjeverozapadu i
sjeveroistoku Europe (RUBEL i sur., 2016., DREHMANN i sur., 2020.). Siri se i na sjever
Francuske, a njegova pojava je zabiljezena i u Belgiji i Nizozemskoj (NADAL, 2022.). Na
podrucju Hrvatske D. marginatus je dokazan u kontinentalnoj Hrvatskoj, srednjem priobalju te na
otoku Hvaru, a D. reticulatus u kontinentalnoj Hrvatskoj te u sjevernom i srednjem priobalju
(DUH i sur., 2006.; KRCMAR, 2012.; KRCMAR, 2014.; JURKOVIC, 2021.). Smatra se da ée
globalno zatopljenje te promjene u temperaturi koli¢ini vlage utjecati na daljnje Sirenje vrsta D.
reticulatus i D. marginatus Europom. Brojna pogodna podrucja za Sirenje D. marginatus nalaze
se u zapadnoj, srediSnjoj i juznoj Europi, a za D. reticulatus u zapadnoj, centralnoj i sjevernoj
Europi. Nisa pogodna za Sirenje D. marginatus je Sira, $to pokazuje izrazeniju prilagodljivost

klimatskim promjenama (CUNZE | SUR., 2022.).

Nadalje, rodu Dermacentor pripada jo$ jedna americ¢ka vrsta, D.nitens. Transovarijski prijenos B.
caballi utvrden je eksperimentalno i pomoc¢u epidemioloskih istrazivanja (HEUCHERT i sur.,
1999., DARLING, 1913., ROBY isur., 1964., STRICKLAND i GARRISH, 1964.). Transtadijski
prijenos utvrden je u krpeljima prikupljenima iz okoliSa (SCHWINT i sur., 2008.). IstraZivanja
vektorske kompetencije za T. equi baziraju se samo na epidemiolos$kim podacima ( KERBER i
sur., 2009., PECKLE isur., 2013.).

Daljnja istrazivanja roda Dermacentor dokazala su vektorsku kompetenciju vrste D. nuttalli na
primjeru transstadijskog prijenosa oba uzro¢nika te transovarijskog za B. caballi. Krpelj je prisutan
na podru¢ju Azije (BATTSETSEG i sur., 2001., BATTSETSEG i sur., 2002.). D. silvarum se
smatra kompetentnim vektorom za transovarijski prijenos B. caballi (BUDNIK, 1941.), dok za
prijenos T. equi postoji samo epidemioloska poveznica (DEMIDOV i sur., 1944.). U nedavnom
ruskom istrazivanju, DNK B. caballi dokazan je u vrsta D. silvarum i D. nuttali, a DNK T. equi
samo u D. silvarum (RAR i sur., 2025.). Vrsta D. variabilis se pokazala kompetentnim
transstadijskim vektorom za oba uzro¢nika piroplazmoze (STILLER i COAN, 1995., STILLER i
COAN, 1982., STILLER i sur., 2002.), a temeljem bioloskih pokusa na konjima utvrdila se
kompetentnost i za intrastadijski prijenos T. equi (SCOLES i UETI, 2015.).
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2.1.4.1.1.2. Rod Haemaphysalis
Kod roda Haemaphysalis palpi imaju leteralni sekundarni segnement. Nemaju oci, S§tit je
neukragen, analna brazda je smjestena posteriorno. Prisutni su festuni (ESTRADA-PENA i sur.,

2018.).

Molekularna istrazivanja vrste H. longicornus na podrucju Japana dokazala su prisutnost oba
uzro¢nika piroplazmoze u slinskim zlijezdama (RODRIGUEZ-BAUTISTA i sur., 2001.) Unato¢
tome, potrebna je provedba bioloskih pokusa kako bi se ti rezultati potvrdili. Najnovije istrazivanje
je temeljem bioloskog pokusa i molekularnih pretraga dokazalo da ova vrsta nema sposobnost

transstadijskog prijenosa T. haneyi (POH i sur., 2025.).

2.1.4.1.1.3. Rod Hyalomma

Rod Hyalomma odlikuje se dugim palipima te karakteristiénim Sarenim nogama. OCi su
prisutne, $tit je jednobojan, a analana brazda je smjestena posteriorno. Muzjaci imaju dodatne
i adanalne stitove. Rod Rhipicephalus prepoznatljiv je po basis capituli koja je heksagonalnog
oblika. Analna brazda je smjestena posteriorno od anusa. OC¢i i festuni su prisutni, skutum je

neukrasen. MuZjaci imaju dodatni §tit i adanalni §tit (ESTRADA-PENA i sur., 2018.).

Hyalomma marginatum je kompetentan vektor oba uzro¢nika piroplazmoze (ENIGK, 1943b). Za
razvoj su potrebna dva nosioca traje godinu dana. Cesto se hrani i na ljudima (KESKIN i sur,
2016.). Larve su aktivne u lipnju i srpnju, a nimfe se pojavljuju u srpnju. Odrasli oblici postaju
aktivni u ozujku te vrhunac aktivnosti dostizu u svibnju. Aktivnost polagano pada do kolovoza no
ponekad se mogu prona¢i i u listopadu i studenom (ESTRADA-PENA i sur., 2008.).
Karakteristino je predatorsko ponasanje pa se uslijed senzornog, kemijskog ili mehanic¢kog
podrazaja krpelj po¢ne brzo kretati tlom kako bi dostigao plijen. Slican obrazac ponasanja se
uocava i kod ostalih vrsta roda Hyalomma (ROMANENKO, 2005.) H. marginatum nastanjuje
podrucja stepa, savana te ravnica niske vegetacije u kojima vlada mediteranska klima s niskim do
umjerenim razinama vlage te dugim, toplim ljetima (HEKIMOGLU i sur., 2023.) Prisutan je u
gotovo cijeloj Europi iako je u sjevernoj Europe pretezito zapazen na pticama selicama
(FERNANDEZ-RUIZ i ESTRADA-PENA, 2021.; CELINA i CERNY, 2025.). U RH je prisutan
na podruéju srednjeg i juznog priobalja (JURKOVIC, 2021.).

Rodu Hyalomma pripada i vrsta H. anatoliticum c¢ija vektorska kompetencija je dokazana

bioloskim pokusima te mikroskopskim pregledima invadiranih razvojnih stadija (ENIGK, 1943b,
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MOLTMANN i sur., 1983.; KUMAR i sur., 2007.). Hyalomma dromedari nema veliko znacenje
u prijenosu piroplazmoze konja jer se hrani na konjima samo u odsustvu kamelida i goveda. Unato¢
tome, starija istrazivanja navode ovu vrstu kao kompetentnog vektora za prijenos oba uzro¢nika
piroplazmoze konja (ENIGK, 1944, ZAPF i SCHEIN, 1994.). Vrstu Hyaloma aegyptum neki
znanstvenici poistovjecuju s H. marginatum. ENIGK (1943a) je smatrao da je ova vrsta mogu¢
vektor za oba uzro¢nika piroplazmoze, no druga istrazivanja nude samo epidemiolosSku poveznicu
(BELITZER, 1925.; SHARIF, 1938.). Hyalomma excavatum se u literaturi moze naci i pod
imenom ,,H. anatoliticum® no danas se smatra odvojenom vrstom. Molekularna istrazivanja su
dokazala prisutnost DNK oba uzro¢nika piroplazmoze konja u zZlijezdama slinovnicama ove vrste
krpelja (ABEDI isur., 2014., ROS-GARCIA isur., 2013.).Vektorska kompetencija H. lusitanicom
za T. equi dokazana je hranjenjem nimfi na bolesnim konjima te promatranjem razvoja sporozoita
u slinskim Zlijezdama. Sporozoiti su pokazali sposobnost invazije zdravih konja (ZAPF i SCHEIN,
1994.). 1z ove vrste krpelja prikupljenih s divljih papkara je izoliran i DNK A. phagocytophilum
(DIAZ-CAO i sur., 2022.). U vrsti H. scupense dokazan je transtadijski prijenos T. equi (PFEIFER-
BARBOSA isur., 1995.) H. truncatum znacajan je vektor u prijenosu B. caballi, zbog sposobnosti
transovarijskog prijenosa uzro¢nika, ¢ak i u sluéajevima niskih parazitemija (DE WAAL, 1990.,
BLOUIN i DE WAAL, 1989.).

2.1.4.1.1.4. Rod Ixodes
ZnacCajna morfoloSka znacajka roda Ixodes je analna brazda koja je sprijeda (anteriorno)
anusa, dok je kod drugih rodova smjeStena posteriorno. Palpi su dugi. O¢i i festuni nisu

prisutni, skutum je neukragen (ESTRADA-PENA i sur., 2018.).

U starijoj literaturi se navodi da ova vrsta ne moze biti vektor uzro¢nika piroplazmoze konja
(ENIGK, 1944.; DU TOIT, 1919.) no novija istrazivanja pokazuju potencijal za intastadijski
prijenos T. equi (IORI i sur., 2010.). Unato¢ tome, l. ricinus je, uz l. persulcatus, znacajan
transtadijski vektor bakterije A. phagocytophilum (DUMLER i sur., 2001., PUSTERLA i sur.,
2002.). Promjene klime pogodovale su $irenju vrste |. ricinus na podrucja sjeverne i isto¢ne Europe

(MEDLOCK i sur., 2013.).

2.1.4.1.1.5. Rod Rhipicephalus
Rod Rhipicephalus prepoznatljiv je po basis capituli koja je heksagonalnog oblika. Analna brazda

je smjeStena posteriorno od anusa. O¢i i festuni su prisutni, skutum je neukraSen. MuZjaci imaju
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dodatni §tit i adanalni §tit ( ESTRADA-PENA i sur., 2018.). Rod Rhipicephalus sadrzi nekoliko

vrsta koji se dovode u vezu s prijenosom piroplazmoza konja.

Za vrstu R. bursa je dokazana vektorska kompetencija za oba uzro¢nika piroplazmoze konja
(MARKOV i sur., 1940.). U slinskim zlijezdama ove vrste na podrucju Irana, Tunisa, Italije i
Francuske dokazan je DNK oba uzroénika (ROS-GARCIA i sur., 2013.; ABEDI i sur., 2014.,
ROMITI i sur., 2020.; ROCAFORT-FERRER i sur., 2022.). U ovoj vrsti krpelja prikupljenih s
divljih konja na podruc¢ju Portugala, uz DNK T. equi i B. caballi, potvrdena je DNK T. haneyi
(BARRADAS i sur., 2024.). Molekularnim metodama dokazana je i prisutnost bakterije A.
phagocytophilum (DAHMANI i sur., 2017.) Potrebna je godina dana te dva nosioca za zavrsetak
razvojnog ciklusa uz izrazenu sezonsku aktivnost. Odrasli stadiji aktivni sredinom ljeta, a nezreli
nadmorske visine. Moze se prilagoditi i travnatim podruéjima, ali i onima s djelomi¢no
pustinjskom klimom (RAELE i sur., 2015.). Unato¢ tome, njegova prisutnost je zabiljeZena i u
hladnim podrucjima Krima i Ukrajine, §to pokazuje njegovu sposobnost prilagodbe (AKIMOV i
NEBOGATKIN, 2013.). Na podru¢ju RH prisutan je na podruéju gotovo cijelog primorja te u
Zagrebu, Daruvaru i Slunju (JURKOVIC, 2021.) U krpeljima prikupljenim s invadiranih ovaca
izoliran je DNK T. ovis (DUH i sur., 2008.).

Rhipicephalus annulatus je vrsta koji se primarno hrani na govedima. Doveden je samo u
epidemioloSku vezu s izbijanjem piroplazmoze na podrucju Europe (CARPANO, 1914.). Na
podrucju Izraela, u zlijezdama slinovnicama ove vrste pronaden je DNK T. equi (TIROSH- LEVY
i sur., 2020a). Promjene u nomenklaturi zahvatile su i sljedece dvije vrste s podru¢ja Afrike:
Rhipicepalus evertsi i Rhipicephalus mimeticus. Danas se vode kao dvije odvojene vrste, a neko¢
su smatrane podvrstama, pod nazivom R. evertsi evertsi i R. evertsi mimeticus (GUGLIELMONE
i sur., 2010.). U R. evertsi evertsi dokazan je uspjeSan transstadijski prijenos oba uzro¢nika no
transovarijski prijenos T. equi nije bio uspjesan ( THEILER, 1906.; DE WAAL i POTGIETER,
1987.). R. evertsi mimeticus pokazao se kompetentnim vektorom za transstadijski prijenos T. equi
(POTGIETER isur., 1992.) R. microplus se ranije smatrao pripadnikom roda Boophilus no danas
pripada rodu Rhipicephalus (MURRELL, 2000.). U eksperimentalnim uvjetima se pokazao
u¢inkovitim vektorom T. equi (GUIMARAES i sur., 1997., GUIMARAES i sur., 1998., UETI i

sur, 2003., UETI i sur., 2005.) no u terenskim uvjetima postoji samo epidemioloska poveznica
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(UETI isur., 2008.). Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se razjasnila njegova vektorska uloga.
U ranijim istrazivanjima R. sanguineus je smatran vektorom oba uzro¢nika piroplazmoze
(AGRINSKI, 1938., ENIGK, 1944.) no novija istrazivanja nisu uspjela potvrditi te rezultate. Zato
se pretpostavlja da je u ranijim istrazivanjima poistovje¢en s vrstom R. turanicus (IOFFE-
USPENSKY i sur., 1997.; DANTAS-TORRES i sur., 2024.). Takoder je moguce da R.
sanguineus, zbog svoje izrazite genetske varijabilnosti, zapravo kompleks vrsta u kojem se nalazi
i R. turanicus (MILLAN i sur., 2024.). Rhipicephalus turanicus se kroz sve razvojne stadije
pokazao sposobnim podrzati razvoj T. equi (MOLTMAN i sur., 1983.) Istrazivanja
transstadijalnog prijenosa nisu bila uspjeSna (POTGIETER i sur., 1992.). U vrsti R. turanicus na
podruéju RH dokazan je DNK bakterije A. phagocytophilum ( JURKOVIC - ZILIC i sur., 2024.)
te T. ovis (DUH i sur., 2008.).

2.1.4.1.2. RED DIPTERA

Red Diptera (dvokrilci) uklju¢uje dva podreda, Nematocera i Brachycera. U podredu Brachycera
nalazi se nekoliko porodica od veterinarskog zna¢aja. Porodica Tabanidae obuhvaca 13 razli¢itih
rodova obada s podru¢ja Europe. Muhe koje se hrane sekretom (sekretofagne muhe) i krvlju
(hematofagne muhe) nalaze se u porodici Muscidae. Vrste porodice Glossinidae su Cesti vektori
razli¢itih vrsta tripanosoma. U porodici Hippoboscidae nalazi se naj¢es¢u hematofagni parazit

konja, Hippobosca equina (HALL i GERHARDT, 2002.).

2.1.4.1.3. Porodica Hippoboscidae

Porodica Hippoboscidae obuhvaca tri podporodice s 213 vrste, od kojih 30 naseljava podrucje
Europe (HUTSON, 1984.; OBONA i sur., 2019.). Kao mogu¢i vektor bolesti konja najznacajnija
vrsta je Hippobosca equina. Zadnjih godina $iri se i u urbana podruéja ¢ime se povecava rizik od
moguceg prijenosa bolesti na ljude i Zivotinje (DECASTELLO i FARKAS, 2010.). Na konjima se
ponekad moze pronaci i vrsta Lipoptena cervi, ektoparazit jelenske divljaci (DEHIO i sur., 2004.).
Sve vrste su makrolarviparne. Li¢inka ostaje u maternici i hrani se sekretom Zzlijezda gotovo do
vremena prelaska u kukuljicu. Zenka li¢inke polaZe u pti¢ja gnijezda, na dlaku sisavaca koji sluze
kao nosioci ili na tlo (HAFEZ i sur., 1977.). Aktivni su tijekom toplih mjeseci te se mogu pronaci
na podrucjima tijela konja koje pokriva tanka koza, kao $to su okolina spolnih organa, prepona te
anusa (SOKOL, 2015.). Na tijelu konja najéedée se pronalazi konjska koznatica, Hippobosca

equina. Tijelo je dorzoventralno spljosteno, uze u prednjem kraju dok se iza Siri u vrecasti
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abdomen. Pokriveno je dlacicama. Duljina varira izmedu 6 — 8 mm. Smede su boje, a prisutne
mogu biti i Zuékaste pjege. Glava je Siroka i spljostena, djelomi¢no uvucena. Lateralno na glavi se
nalaze izraZzene oci, smede- crvene boje. Usni aparat je dobro razvijen, udeSen za probijanje koze
i hranjenje krvlju. Krila su velika i prozirna. Noge su snazne i obrasle dla¢icama. Na kraju tarzusa
se nalaze dvije pandze koje im omogucéavaju dobro prijanjanje za povrsinu i nesmetano kretanje
kroz dla¢ni pokrivac zivotinje. Izmedu pandzi se nalaze strukture nazvane pulvili koje olakSavaju
prijanjanje uz dlake (OBONA i sur., 2022.). Kratko, robusno tijelo, velika krila, snazan usni aparat
i jastuci¢i na nogama koji omogucavaju ¢vrsto prianjanje za dlaku nosioca, dokaz su prilagodbe
predatorskom nacinu zivota (ANDREANI 1 sur., 2020.). Unato¢ tome, istrazivanja vektorskog
potencijala ovog ektoparazita jo§ se uvijek oslanjaju na dokaz DNK uzro¢nika bolesti te na

epidemioloSkim poveznicama.

Molekularnim istrazivanjima ektoparazita H. equina dokazan je DNK brojnih uzro¢nika bolesti,
primjerice bakterije Corynebacturium pseudoturbeculosis equi, Bartonella sp., Tripanosoma sp.,
Borrelia sp., Anaplasma sp. te Wolbachia sp. (BOUCHEIKHCHOUKH i sur., 2018.;
ABDULLAH i sur., 2022.; PENA-ESPINOZA i sur., 2023.; MASLANKO i sur., 2024.). DNK
oba uzro¢nika piroplazmoze konja izoliran je iz konjskih koznatica prikupljenih s konja pozitivnih
na babeziozu i theilarijozu na podrudju Spanjolske (DORREGO i sur., 2026.). Unato¢ tome §to je
uzro¢nik T. equi dokazan u krvi magaraca iz Kenije, u H. equina prikupljenih s istih Zivotinja DNK
uzro¢nika nije dokazan (MWAKI, 2023.). SELMI i sur. (2020.) su ustanovili viSu razinu
infestacije H. equina konja koji su bili pozitivni na uzro¢nika Anaplasma sp. Osim $to je dokazan
u H. equina, DNK bakterije A. phagocytophilum dokazan je u L. cervi (VICHOVA isur., 2011.).

2.1.4.1.4. Porodica Tabanidae

Rodovi od veterinarskog i medicinskog znafaja unutar porodice Tabanidaec su Tabanus,
Haematopota i Philipomyia. Na podru¢ju RH opisano je ukupno 78 vrsta i podvrsta obada,
svrstano u deset rodova i dvije podporodice (KRCMAR i sur., 2011.). Odlikuje ih zbijeno tijelo,

duga, jaka krila te velike o¢i ¢ija boja varira ovisno o vrsti (FAIRCHILD, 1969.).

Morfoloske znacajke vazne za identifikaciju rodova obada ukljucuju duljinu i boju tijela, izgled
krila, veli¢inu, poziciju i boju o¢iju, karakteristike ¢eonih pjega i ¢eonog trokuta te izgled i duljinu

ticala i pipala (KRCMAR i sur., 2011.).
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Rod Haematopota odlikuje sivkasto i usko tijelo. Duljine su oko 7-13 mm. Antene su duge i uske
no za razliku od roda Tabanus nemaju razvijen dorzalni ,,zubi¢*“. O¢i su najéesée jarko zelene,
smede ili sivkasto zelene s zavojitim prugama. Izrazena je ¢eona pjega koja zauzima veci prednji
dio glave koja je Siroka barem koliko i prvi torakalni segment. Na glavi su prisutne i crne pjege.
Usni aparat je izraZen, pozicioniran ventralno i udesen za ubadanje. Abdomen je crno — siv. Krila

su sivkasto — smeda, prekrivena sivkastim $arama ili pjegama (CHVALA i sur. 1972.).

Jedinke roda Philipomyia odlikuju se zdepastim tijelom, srednje veli¢ine koje moze nalikovati
onome roda Tabanus. Duljine su izmedu 10- 20 mm. NajceS¢e su smede boje 1 prekriveni
dlac¢icama. O¢i su izrazene, bez crtica. Kao i kod ostalih rodova, usni aparat je dobro razvijen.
Ceoni dio je umjereno §irok. Antene su izraZene s razvijenim dorzalnim ,,zubiéem*. Krila su

velika, dobro razvijena bez $ara ili pjega (KRCMAR i sur., 2011.).

Vrste roda Tabanus veli¢inom variraju od srednje velikih do velikih primjeraka. Duljina se krece
izmedu 10 — 30 mm. O¢i su istaknute 1 u boji (zelena, smeda) te su prisutne od jedne do Cetiri
tamnije crte na njihovoj povrsini no neke vrste nemaju crte u o¢ima. Antene su izraZene i1 pruzaju
se prema naprijed. Sastoje se od Cetiri segmenta i izrazenog dorzalnog ,,zubi¢a“. Vrs$ni dio pipala
je tanak 1 zaSiljen, a ona su obrasla tankim dlac¢icama. Usni aparat je vrlo izraZzen, posebno kod
zenki. Abdomen je najcesce crno- siv, ali moze biti i smed, ovisno o vrsti te prekriven dla¢icama.
Tijelo se suzava prema zadtku na kojem su prisutne karakteristi¢ne pruge koje bojom variraju od
smede do sivkaste. Krila su prozirna, sa tamnijim, razgranatim rebrima. Krila ve¢ine vrsta ovog

roda nemaju Sare no u manjem broju vrsta su prisutne sive pjege (HUTSON i KEDS, 1984.).

Zenke se hrane krvlju koja im je potrebna za dozrijevanje jaja, a muZjaci nektarom razli¢itih vrsta
biljaka (THOMAS, 1973.). Usni aparat je prilagoden zasijecanju koze i ozljedivanju kapilara $to
uzrokuje mikro krvarenja (DICKERSON i LAVOIPIERRE, 1959.). Zbog bolnog uboda, Zivotinje
Cesto burno reagiraju $to prisiljava obada da prekine hranjenje i odleti na drugu Zivotinju. Tamo
se hranjenje nastavlja te dolazi do regurgitacije krvi u ranu nastalu hranjenjem. Djelovanjem
pepsina tabanina, rane krvare dulje vrijeme $to privlaci i druge insekte (KOH i KINI, 2009.).
Tijekom hranjenja i do 10 mL krvi zaostaje u usnom aparatu (FOIL i sur., 1987.). Nadalje,
razlicite vrste obada hrane se na razli¢itim mjestima na tijelu konja ¢ime se smanjuje kompeticija

medu vrstama i produljuje doba hranjenja (KRCMAR i sur.,1995.).
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Unato¢ svim navedenim karakteristikama koji ih ¢ine idealnim vektorima u prijenosu bolesti, malo
je istrazivanja koja se bave njihovom vektorskom ulogom (BALDACCHINO i sur., 2014.).
Pomoc¢u matemati¢kog modela i eksperimentalnih studija obada i tripanosoma, DESQUESNES i
sur. (2009.) zaklju¢ili su da uspjeh prijenosa uzro¢nika ovisi o gusto¢i populacije insekata, veli¢ini
usnog aparata, koli¢ini krvi zaostaloj na usnom aparatu, razini parazitemije u krvi zivotinju te o
omjeru invadiranih i zdravih Zivotinja u stadu. Mogu¢ utjecaj ima i duljina neometanog hranjenja
insekta na Zzivotinji (SCHOFIELD i TORR, 2002.). FOIL (1989.) obade dovodi u vezu s
prijenosom viSe od 30 uzro¢nika bolesti domacih Zivotinja. Istrazivanja provedena na konjima
dokazala su prijenos virusa infekciozne anemije konja (IAK) (HAWKINS i sur., 1976.;
DELIBERATO i sur., 2019.) te parazita roda Trypanosoma (TAN i sur., 2022.). DNK bakterije
A. phagocytophilum je dokazan u nekoliko vrsta obada porodice Tabanidae (WERSZKO i sur.,
2019.). Potencijalna vektorska veza postoji i kod prijenosa bakterija Borrelia burgdorferi, Brucella
spp., Clostridium chauvoei, Coxiella brunetii, Erysipelothrix rhusiopathiae, Francisella
tularensis, Listeria moncytogenes, Neorickettsia risticii i Pasteurella multocida na konje
(KRINSKY, 1976., BALDACCHINO i sur., 2014.).

2.1.4.1.5. Porodica Muscidae

Rod od najveceg veterinarskog znacaja unutar porodice Muscidae jest rod Stomoxys. Obuhvaca 18
razli¢itih vrsta muha koje su sve obligatni hematofagi. Obitavaju na podruc¢jima tople klime, osim
vrste Stomoxys calcitrans (,,stajska muha*) koja je kozmopolit. Odlikuje je smede tijelo i toraks
isprugan crnim prugama. Usni aparat je udeSen za hranjenje krvlju i dobro razvijen. Oba spola se
hrane krvlju. Zenka polaZe jajasca na supstrat bogat organskom tvari, poput vegetacije u raspadu
te stelje kontaminirane urinom i izmetom (COOK i sur., 2018.). Aktivna je tijekom dana, posebice
tijekom toplih mjeseci. Najcesce se nalazi u blizini domacih zivotinja, no u njihovom odsustvu,
hrani se i na ljudima. Kao i kod hranjenja porodice Tabanidae, zbog bolnog uboda, Zivotinje ju
Cesto otjeraju pa nastavlja hranjenje na drugoj Zivotinji. Tijekom obroka uzima oko 11-15 pL krvi
(SALEM i sur., 2012.) te regurgitira slinu, ali i dio krvi iz proslog obroka u ranu ¢ime dolazi do
prijenosa uzro¢nika bolesti. Osim toga, dio krvi pohranjuje u ezofagealni divertikulum Koji
omogucava preZivljavanje uzro¢nika bolesti. Time je moguc¢ i njihov odgoden prijenos na druge
zivotinje (BUTLER i sur., 1977., STOFFOLANO, 2022.). HORNOK i sur. (2020.) smatraju da je

to jedan od mehanizama prijenosa T. equi.
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Osim uzro¢nika tajlerioze konja, pronaden je i DNK uzro¢nika Theileria sp. te Babesia canis
vogeli (CHANGBUNJONG i sur., 2016.).Eksperimentalan prijenos Trypanosoma vivax na goveda
nije bio uspjesan (HELLER i sur., 2024.). Osim parazita, dovodi se u vezu s moguéim prijenosom
bakterija Bacillus anthracis, Coxiella brunetii, Dermatophilus congolensis, Enterobacter sakzakii,
Erysipelothrix rhusiopathiae (BALDACCHINO i sur., 2013.). Smatra se mehani¢kim vektorom
virusa IAK (FOIL isur., 1983.; HAWKINS i sur., 1973.), virusa papilomatoze goveda, uzro¢nika
sarkoida konja (HASPESLAGH i sur., 2018.). te virusa Zapadnog Nila (DOYLE i sur., 2011.). U
najnovijim istrazivanja u stajskim muhama na podruc¢ju Austrije dokazan je RNA hepacivirusa
konja (FRISCH i sur., 2025.). Osim prijenosa bolesti, molestira zivotinje na pasnjaku, uzrokujuci
stres, smanjen unos hrane te pad mlije¢nosti sto dovodi do ekonomskih $teta (Rodriguez-Vivas i
sur., 2017.; PATRA i sur., 2018.) Kod ve¢ih navala, moguc je gubitak krvi (CORTINAS i JONES,
2006.), razvoj mijaza i opseznih lezija koze (GONZALEZ i sur, 2022.).

2.1.4.2. MEHANICKI PRIJENOS
Osim mehanic¢kog prijenosa uzroc¢nika piroplazmoze nekim insektima 1 krpeljima, prijenos je
mogu¢ i na druge nacine. Veterinarski postupci poput vadenja krvi, cijepljenja te aplikacije

lijekova mogu biti potencijalan nac¢in prijenosa bolesti (SHORT i sur., 2012.).

2.1.4.3. INTRAUTERINE INVAZIJE

Kobile koje su asimptomatski nosioci T. equi mogu transplacentalno prenositi uzro¢nika na
zdrebad ve¢ nakon Cetvrtog mjeseca graviditeta. Prijenos se moze ponavljati nekoliko godina, kroz
viSe zdrebnosti, bez patoloskih promjena posteljice. Smatra se da do invazije zdrebeta dolazi
tijekom perioda histiotropne hranidbe i prije razvoja imunosnog sustava §to omogucéava rodenje
asimptomatskog Zdrebeta nosioca (ALLSOPP i sur., 2007., SANT i sur., 2016.). Do
transplancentalnog prijenosa moze do¢i i usred patoloskih promjena posteljice (DU PLESSIS i
BASSON, 1966; ERBSLOH, 1975.). Graviditet moze prekinuti pobacaj, a ukoliko se bolest
razvije nakon poroda, klini¢ki simptomi ukljucuju poviSenu temperaturu, letargiju, smanjen apetit,
hemolizu te pojavu edema. U lzraelu je opisan i slucaj tajlerioze ziv€anog sustava novorodenog
Zdrebeta (LEVI i sur., 2018.), no smatra se da tajlerioza nije Cest uzrok pobacaja i smrtnosti
Zdrebadi u toj drzavi (TIROSH-LEVY i sur., 2020d.). Sporadi¢ni slu¢ajevi intrauterinog prijenosa
opisani su u Austriji (DIRKS isur., 2021.), Brazilu (DE SOUSA i sur., 2017.), Indiji (CHHABRA
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i sur., 2012.; SUDAN i sur., 2015.), Italiji (BARTOLOME DEL PINO i sur., 2023.), Trinidadu (
GEORGES isur., 2011.) i UK (PHIPPS i OTTER, 2004.).

IstraZivanje intrauterinih invazija u Francuskoj dokazalo je prisutnost T. equi ne samo u posteljici
nego iu pupcanoj vrpei te kolostrumu $to naglasava vaznost daljnjih istrazivanja na¢ina prijenosa

ovog uzro¢nika (HERMANS i sur., 2025.).

2.1.4. PATOGENEZA | IMUNOLOSKI ODGOVOR

Unatoc¢ tome $to je poznato da oba uzro¢nika piroplazmoze uzrokuju lizu eritrocita te hemoliti¢nu
anemiju puno je neodgovorenih pitanja kod uloge imunosnog sustava (MASAKE i MUSOKE,
2010.; TORINA i sur, 2020.). Poznato je da urodena imunost ima vaznu ulogu u kontroli nekih
pripadnika rodova Babesia i Theileria no mehanizam djelovanja uslijed razvoja piroplazmoze nije
sasvim razjaSnjen. Unato¢ tome, ¢ini se da duSi¢ni oksid kojeg proizvode makrofagi tijekom
invazije B. caballi ima vaznu ulogu (HANAFUSA isur., 1998.). U kontroli invazije zna¢ajna je i
uloga slezene. Sposobna je ukloniti ve¢inu hemotropnih protozoja te su konji invadirani B. caballi
i T. equi u vecini sluc¢ajeva kontroliraju invaziju. Medutim, splenektomirani konji razvijaju visoku
razinu parazitemije koja Cesto zavrSava smréu (GRACIA-CALVO i sur., 2015.). Nadalje, konji
invadirani T. equi proizvode antitijela protiv proteina na povr§ini merozoita, nazvani antigeni
merozoita konja (eng. equi merozoite antigens, EMA) (KNOWLES i sur., 1991.; KNOWLES i
sur., 1992.). Kod invazije B. caballi dolazi do razvoja protutijela na ,,rhoptry povezan protein-1
(eng., rhoptry associated protein, RAP) (BHOORA i sur., 2009.; BHOORA i sur., 2010b). Oba se
koriste u dijagnosticke svrhe ( RAPOPORT i sur, 2014.; OTGONSUREN i sur., 2024.; RAZA i
sur., 2024.). Takoder, poznato je da se antitijela kolostrumom prenose na Zdrijebe te mogu
perzistirati u organizmu zdrebeta &etiri do pet mjeseci. Zdrebad s endemskih podrugja otporna je
na invazije no ne moze se sa sigurno$céu tvrditi je li to posljedica prijenosa antitijela ili niske razine

parazitemije (DONNELLY i sur., 1982.; KUMAR i sur., 2008., RUEGG i sur., 2008.)

Ne postoji unakrsna reaktivnost izmedu B. caballi i T. equi uzro¢nika pa je moguca koinvazija
(MEHLHORN i SCHEIN, 1998.; TIROSH — LEVY i sur., 2021.; RAR i sur., 2024.). Unato¢
blagoj unakrsnoj reaktivnost, moguca je koinvazija uzro¢nicima T. haneyi i T. equi ( SEARS i sur.,
2019.).
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2.1.5. KLINICKA SLIKA I LWECENJE

Klini¢ki znakovi oboljenja su sli¢ni kod oba uzro¢nika, a tezina klinickih znakova ovisi o vrsti
uzroénika, razini parazitemije te zdravstvenom stanju konja. Zivotinje koje borave u endemskim
podruc¢jima najées$ée pokazuju blazu klini¢ku sliku ili su asimptomatske (WISE i sur., 2013.). Kod
niskih razina parazitemije, naj¢es¢e ne dolazi do razvoja klini¢kih znakova, ali su konji rezervoari
uzro¢nika (UETI i sur., 2008.). T. equi uzrokuje tezu klini¢ku sliku od B. caballi (CAMACHO i
sur., 2005.) Vrijeme inkubacije traje od 10-30 dana za B. caballi, a za T. equi od 12-19 dana
(FRIEDHOFF i SOULE, 1996.).

Najces¢i klinicki znakovi akutne piroplazmoze su vrucica, letargija, pad apetita 1 pojava edema.
(CAMINO i sur., 2019.). Kroni¢no invadirani konji najcesée pokazuju znakove nespecificne
kroni¢ne upale, ukljucujuci gubitak teZine, lose gojno stanje, malaksalost i Smanjenu spremnost na
rad. Ponekad je prisutna splenomegalija (FRIEDHOFF i SOULE, 1996.).

Unato€ postojanju Sirokog spektra preparata za lijeCenje piroplazmoze konja, najceséi izbor je
imidokarb dipropionat (ROTHSCHILD, 2013.). Dobrog je djelovanja na B. caballi, ali slabijeg na
T. equi pa su Cesto potrebne ponovne aplikacije lijeka kako bi se postiglo izljec¢enje (UETI i sur.,
2012.). T. haneyi je manje patogena od T. equi, ¢ak i na splenektomiranim konjima. Unato¢ tome,
zabrinjava neuspjeh lije¢enja imidokarb dipropionatom (SEARS i sur., 2020.; SEARS i sur.,
2022).

Vazno je istaknuti da se ciljevi lijeCenja razlikuju ovisno o tome zivi li zivotinja u endemskom
podrucju ili ne. Kompletno izljeCenje zivotinje endemskog podrucja moze dovesti do slabljenja
zaStitnih mehanizama. Posljedi¢no tome, veéa je vjerojatnost razvoja tezih klinickih znakova kod
sljedece invazije. Iznimka su samo konji namijenjeni prodaji ili transportu u podrucja koja nisu
endemska. Kod konja koji ne prebivaju u endemskom podrucju, cilj terapije je potpuno uklanjanje
uzro¢nika (TAMZALLI, 2013.).

2.1.6. DIJAGNOSTIKA

Obzirom da su klini¢ki znakovi piroplazmoze nespecifi¢ni, nuzno je provesti daljnju dijagnostiku
pa i kombinirati viSe dijagnosti¢kih metoda. To je posebno vazno pri transportu Zivotinja u zemlje
sluzbeno slobodne od piroplazmoze konja (AIDA i sur, 2023.). Poseban izazov trenutno
predstavlja dijagnostika T. haneyi koja nema EMA-1 gen, koristen za dijagnostiku T. equi
(KNOWLES i sur., 2018.).
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Metode se dijele u izravne i neizravne. Razmaz krvi, metoda kulture in vitro te molekularne metode
su izravne metode dokaza uzro¢nika. Test reakcije vezanja komplemenata (RVK), metoda
indirektne imunoflorescencije (IFAT), indirektni imunoenzimni test (iELISA) i kompetitivni
imunoenzimni test (CELISA ) ubrajaju se u neizravne metode dokaza uzro¢nika (MENDOZA i
sur., 2024.).

Dva seroloska testa — cELISA 1 IFAT su sluzbeno priznati testovi pri transportu zivotinja u zemlje

slobodne od piroplazmoze konja (OIE, 2021., CHEN i sur., 2022.).

2.1.6.1. NEIZRAVNE METODE

Seroloske metode otkrivaju prisutnost specifi¢nih protutijela u krvi konja no nisu dokaz akutne
invazije i eventualne pojave klinickih znakova u testirane zivotinje. Takoder, razina titra protutijela
nije u korelaciji s razinom parazitemije u krvi (WEILAND,1986.). Stoga se seroloske metode
najcesce koriste u epidemioloskim istrazivanjima uzro¢nika (PERIS i sur., 2025.; VILLA i sur.,
2025.). Dva seroloska testa — CELISA i IFAT su sluzbeno priznati testovi pri transportu zivotinja
u zemlje slobodne od piroplazmoze konja (OIE, 2021., CHEN i sur., 2022.).

2.1.6.2. IZRAVNE METODE

2.1.7.2.1. Razmaz krvi i metoda uzgoja na kulturi stanica

Pregled razmaza krvi jednostavan je za pripremu i jeftin jer ne zahtjeva nikakvu opremu osim
predmetnog stakalca i bojila (najéesée Giemse) te mikroskopa (BRUNING, 1996.). Merozoiti B.
caballi i T. equi karakteristi¢ni su i dobro vidljivi pa je metoda pouzdana za dijagnostiku akutnih
stadija piroplazmoze konja (SIMPSON i sur. 1967.).Unato¢ tome, kod kroni¢nih invazija i
asimptomatskih nosioca, razina parazitemije Cesto je niska (Sto je ponekad slucaj i kod akutnih

invazija) pa metoda gubi na specifi¢nosti (TAMZALI, 2013.).

Metoda uzgoja na kulturi stanica pokazala se uspjeSnom u detekciji oba uzro¢nika piroplazmoze,
¢ak i kod vrlo niskih razina parazitemije. Zato je prikladna za otkrivanje kroni¢no invadiranih i
asimptomatskih nosioca. Unato¢ tome, postupak je dugotrajan, uzorci krvi moraju biti svjezi, a

osoblje obu¢eno pa je zato sve vise zamjenjuju molekularne metode (ZWEYGARTH isur., 2002.).

2.1.7.2.2. Molekularna dijagnostika
Unato¢ tome Sto se seroloske metode cesto koriste u dijagnostici piroplazmoze konja, mogu

dovesti do lazno negativnih rezultata tijekom akutne faze bolesti. Za razliku od njih, molekularne
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metode su pouzdane ve¢ od ranih faza invazije. Takoder, postoje genotipovi B. caballi i T. equi
koje seroloske metode ne mogu detektirati (KETTER-RATZON isur., 2017.; WANG i sur., 2019.;
ZHOU isur., 2023.). Mogu se koristiti i za otkrivanje mjesSovitih invazija, asimptomatskih nosioca,
ali i za genetska istrazivanja uzro¢nika (JAFFER 1 sur., 2010.). Medutim, moguéi su lazno
negativni nalazi u slucaju niske parazitemije pa je potreban je daljnji rad na standardizaciji
molekularnih metoda (MENDOZA i sur., 2024.). Koriste se konvencionalni, ugnijezdeni i
kvantitativni PCR.

2.1.7.2.2.1. Konvencionalni PCR

Konvencionalni PCR je najstarija metoda od gore navedenih no i dalje vrlo pouzdana. Temelji se
na umnazanju specificne sekvence DNK patogena $to omogucava njegovu detekciju u ispitivanim
uzorcima. Za dijagnostiku uzro¢nika piroplazmoze konja koriste se vrsno specifi¢ne pocetnice
(BHOORA i sur., 2009.; MSHELIA i sur., 2020.). NajceS¢e se umnaza odsjecak 18S rRNA gena,
ali se koristi i EMA-1 gen. Posebno je korisna u detekciji kroni¢nih i subklinickih invazija, kada

je razina parazitemije niska (ONYICHE i sur., 2019.).

2.1.7.2.2.2. Kvantitativni PCR
Kvantitativni PCR predstavlja unaprijedenu verziju konvencionalnog PCR-a. Osim detekcije

uzro¢nika, sposoban je kvantificirati uzro¢nika u ispitivanom uzorku (MENDOZA, 2024.).

Koristi EMA-1 i RAP-1 gen (HEIN i sur.; 2007.; BHOORA i sur., 2010b), ali i EMA-2 gen u
detekciji uzro¢nika u krpeljima (UETI i sur., 2003.). Vrijedan je alat i u genetskim istrazivanjima

(WANG i sur., 2019.).

Ovom metodom je moguée istovremeno dijagnosticirati oba uzro¢nika piroplazmoze konja
(CHEN i sur., 2022.), a radi se i na razvoju metode za detekciju T. haneyi (ZHOU i sur., 2023.;
BHOORA i sur., 2025.).

2.1.7.2.2.3. Ugnijezdeni PCR

Pocetnice koje koristi ugnijezdeni PCR ciljaju EMA - 1 gen u dijagnostici T-equi i RAP-1 gen za
B. caballi (AYALA-VALDOVINOS i sur., 2017.; DIAZ-SANCHEZ i sur., 2018.). Metoda se
pokazala pouzdanom i kod pojave varijabilnosti ciljanih proteina (MAHMOUD i sur., 2016.). S
ciljem pouzdanije detekcije oba uzro¢nika piroplazmoze konja, razvijen je i multiugnijezdeni PCR

(CORTES i sur., 2019.). MACHADO i sur. (2025.) su pomoéu poluugnijezdenog PCR-a i
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koristenjem EMA-10 i EMA-11 gena uspjeli dokazati prisutnost T. haneyi u konja na podrucju
Brazila.

2.1.7.2.2.4. Obrnuta linijska blot hibridizacija

Obrnuta linijska blot hibridizacija razvijena je u cilju prevladavanja nekih nedostataka drugih
metoda, primjerice nemoguénosti istovremenog otkrivanja protozojskih i riketcijalnih uzro¢nika
(SCHNITTGER i sur, 2004.). Vrlo je osjetljiva i specifi¢éna. Korisna je u otkrivanju novih vrsta i
genotipova uzroénika (NAGORE i sur., 2004.), a moze se koristiti i u procjeni uc¢inkovitosti
antiparazitika (BUTLER i sur., 2008a).

2.1.4. GENETSKA RAZNOLIKOST UZROCNIKA PIROPLAZMOZE

Istrazivanja genetske raznovrsnosti uzro¢nika piroplazmoze temelje se na analizi Rap-1 gena u
istrazivanjima B. caballi (BHOORA i sur., 2010b; DANTAS-TORRES i sur., 2024.; WU i sur.,
2024.), EMA-1 gena za T. equi (COULTOUS i sur., 2022.; KALANTARI i sur., 2022.; KUMAR
i sur., 2021.), B tubulin gena (MONTES-CORTES i sur., 2017.) i hipervarijabilnih podrugja 18S
SRNK gena za oba uzro¢nika. Za otkrivanje uzrocnika te istrazivanja filogeneze i genetske
raznolikosti pripadnika koljena Apicomplexa, V4 hipervarijabilno podruc¢je 18S s RNA gena je
najbolji izbor (NEHRA i sur., 2021; RAR i sur., 2024.).

2.1.8.1. Analiza 18S sRNK gena
Najveci broj istrazivanja koja se bave taksonomskom klasifikacijom oba uzro¢nika piroplazmoze

temelje se na analizi V4 hipervarijabilnog podrucja 18S sRNK gena.
2.1.8.1.1. Babesia caballi

U ranijim istrazivanjima uzro¢nika piroplazmoze opisana su dva genotipa nazvana Babesia —like
genotip i Theileria-like genotip (NAGORE i sur., 2004.; KOUAM i sur., 2010.). Daljnjim
analizama 18S sRNK gena B.caballi, utvrdene su znacajne genetske razlike, §to je dovelo do
formiranja grupe A i B, koje su kasnijim istrazivanjima dodatno podijeljene na podgrupe Al i A2
te B1 i B2 (BHOORA i sur., 2009.; NAGORE i sur., 2004.). Istrazivanja konja u Jordanu
rezultirala su uspostavljanjem grupe C (QABLAN i sur., 2013.). Medutim, poteskoéu u
interpretaciji rezultata istrazivanja stvara neuskladenost nomenklature u literaturi. Neki autori
grupe oznacavaju slovima (BHOORA i sur., 2009.; CAMINO i sur, 2020.), a neki brojevima
(BRAGA isur., 2017.).
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Istrazivanja genotipa B. caballi provedena su u mnogim zemljama, posebice onima koje se
smatraju endemskima. Tako se u bazi GenBank mogu pronaci sekvence iz Brazila (BRAGA i sur.,
2017; DE SOUSA i sur., 2017.), Bugarske (NADER i sur., 2018.), ), Crne Gore (DAVITKOV i
sur, 2016.), Hrvatske (BECK isur., 2009.), Gvineje (KARTASHOV i sur, 2021.), Iraka (BADAWI
i sur., 2023.; ALANI i YOUSIF, 2023a), Izraela (TIROSH-LEVY i sur., 2021.), Italije (TOMA i
sur., 2017.; DEL PINO i sur., 2016.), Kazahstana (ZENG i sur., 2025.), Kine (WANG i sur.,
2019.), Kirgistana (SANG i sur, 2021.), Kube (DIAZ-SANCHEZ i sur., 2018.), Mongolije
(MUNKHJARGAL i sur., 2013.), Kariba (SANT i sur., 2019.), Senegala (DAHMANA i sur.,
2019.), Juzne Afrike (BHOORA i sur., 2009.) i Spanjolske (NAGORE i sur., 2004.; CAMINO i
sur., 2020.).

Unato¢ tome, rezultati filogenetskih istrazivanja nisu nuzno podudarna s rezultatima autorima

novijih istrazivanja (TIROSH-LEVY i sur., 2020c.; NEHRA i sur., 2021., RAR i sur., 2024.)

Istrazivanjem sekvenci u bazi GenBank, TIROSH-LEVY i sur. (2020c) na temelju 18S sRNK
dijele B. caballi na grupu A, B1 i B2. Veéina sekvenci potjecala je od konja, no nekoliko je
pronadeno u krpeljima i dodijeljeno grupama B1 1 B2. Sekvenca detektirana u psu iz Hrvatske i

magarcu iz Italije svrstana je u grupu A.

Godinu dana nakon tog istrazivanja, klasifikacija grupe B u dvije podgrupe nedavno je dovedena
u pitanje. NEHRA i sur. (2021.) svrstavaju podgrupe B1 i B2 (BHOORA i sur., 2009.) zajedno s
grupom C (QABLAN i sur., 2013.) u grupu B. Geografska rasprostranjenost grupe B obuhvaca
podru¢je Kine, Papue Nove Gvineje, Izraela, Italije, Kenije, Mongolije , Senegala, Juzne Afrike,

Spanjolske.

U istom istrazivanju, grupa A je podijeljena u podgrupe Al i A2. Podgrupa Al zabiljeZena je na
podru¢ju Brazila, Hrvatske, Italije, Kine, Kazahstana, Mongolije, Svetog Kristofora i Nevisa,
SAD-a i Spanjolske. Podgrupa A2 prisutna je samo na podru¢ju Kine (NEHRA i sur., 2021.).
Unato¢ tome, ova klasifikacija B. caballi nije jo$ univerzalno prihvacena u istrazivanjima pa to
predstavlja izazov pri sistematizaciji i pregledu literature (FACILE i sur, 2025.). Primjer toga je
najnovije istrazivanje genotipova uzro¢nika piroplazmoze na podru¢ju Rusije. RAR i sur. (2025.)
uspostavljaju Cetvrtu podgrupu grupe B te dijele grupu A u pet podgrupa oznacenih A1-A5. Prema
toj podijeli, podgrupa Al B. caballi je Siroko rasprostranjena i prisutna je u zemljama Afrike,
Sjeverne Amerike i Kine (BHOORA i sur. 2009.; DIAZ-SANCHEZ i sur. 2018.; WANG i sur.
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2019.). U Kini je prisutna samo podgrupa A2 (CHEN i sur., 2022.). Podgrupe A3 i A4 obuhvacaju
sekvence iz Sibira, a podgrupa A5 ukljucuje sekvence pronadene u kineskoj piki i voluharicama.
U podgrupu B3 su svrstani genotipovi B. caballi pronadeni u krpeljima s podrucja Gvineje
(KARTASHOQOV isur., 2021.).

2.1.8.1.1.2. Theileria equi

Thelieria equi pokazuje vecu genetsku raznolikost od B. caballi. Pocetna istrazivanja 18S rRNK
gena ustanovila su samo dva genotipa nazvana A i B (NAGORE i sur., KOUAM i sur.,2010.), a
kasnije je nadodana i grupa C (BHOORA i sur., 2009.; BRAGA i sur., 2017.; MANNA i sur.,
2018.). Ubrzo zatim formirana je i grupa D (SALIM i sur., 2010.; HALL i sur., 2013.). Grupu E
prvi opisuje QABLAN i sur. (2012.), a prisutna je u Mongoliji, (MUNKHJARGAL i sur., 2013.),
Jordanu (QABLAN i sur., 2013.), Svicarskoj (LIU i sur., 2016.), Turskoj (OZUBEK i AKTAS,
2017.), Brazilu (PECKLE i sur., 2013.), Kini (WANG i sur., 2019.), Spanjolskoj (CAMINO i sur.,
2020.) i Izraelu (TIROSH- LEVY i sur., 2020a.).

Izrazita genetska raznolikost T. equi dovela je do identifikacije nove vrste nazvane T. haneyi. 18S
rRNK sevenca T. haneyi je kraca od one T. equi i najsli¢nija je genotipu C (KNOWLES i sur.,
2018.). Uspostavljanje T. haneyi kao nove vrste donijelo je nove izazove dovode¢i u pitanje

podatke o rasprostranjenosti i genetskoj raznolikosti T. equi u do sada objavljenim istrazivanjima.

Prema najnovijoj klasifikaciji, genotipi T. equi pripadaju genotipu A, a T. haneyi-like genotip
pripada genotipu B. Genotip Theileria sp. Africa (DAHMANA i sur., 2019.) svrstan je u grupu D,
a genotip koji KNOWLES i sur. (2018.) nazivaju T. haneyi u genotip C. Postojanje grupe E je
osporeno te je pridruzena grupi B (NEHRA i sur., 2021.) Prema istom istrazivanju, T. equi genotip
A je najraSireniji i pronaden je u ukupno 31 zemlji na podrucju Europe, Azije, Afrike te Sjeverne
i Juzne Amerike. Zabiljezen je i u Hrvatskoj (GOTIC, 2015.). Zatim slijedi genotip B, zabiljeZen
u 21 zemlji Azije, Afrike i Europe. Nova vrsta T. haneyi tj. genotip C takoder je prisutan na svim
kontinentima, na podrucju Alzira, Argentine, Brazila, Kine, Gambije, Izracla, Italije, Nigerije,
Kariba, Juzne Afrike, Tunisa te SAD-a. Najmanju geografsku proSirenost ima genotip D,
zabiljeZzen u 21 zemlji Azije, Afrike 1 Europe. Unato¢ tome, kao i u slucaju filogenetskih
istrazivanja B. caballi, postoji neujednacenost u dosadasnjim istrazivanjima pa ni ova podjela nije
univerzalno prihvac¢ena. Tako primjerice proslogodiSnje istrazivanje genotipa T. equi u Mongoliji

klasificira pronadene genotipove u grupe A i E (OTGONSUREN i sur., 2024.).
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2.1.8.2. Analiza merozoit antigena konja (EMA- 1 gen)

EMA-1 gen je povrSinski antigen na kojem se temelji komercijalni ELISA test. Istrazivanja su
dokazala genetsku varijabilnost ovog gena te su formirane tri grupe koje se oznacavaju slovima ili
brojevima (BHOORA i sur., 2010a). Daljnjim istrazivanjima otkrivene su i etvrta i peta genetska
grupa (MUNKHJARGAL isur., 2013.; DIAZ-SANCHEZ i sur., 2018.). U RH su potvrdene grupe
A, B, D i E. Grupa A zabiljeZena je samo na sjeveru, a grupa E na jugu zemlje (COULTOUS i
sur., 2022.).

Ova metoda se Cesto koristi kao dodatna potvrda u genetskim istrazivanjima T. equi, zajedno sa
18S sRNK genom. Unato¢ tome, istraZivanja su pokazala da vrsti T. haney nedostaje ovaj gen pa

to ograni¢ava njezinu upotrebu u dijagnostici ove novo prepoznate vrste.

2.1.8.3. Analiza rhopthry povezanog proteina — 1 (RAP-1) i gena

Tijekom invazije B. caballi dolazi do razvoja protutijela na ,,rhoptry povezan protein-1¢ (eng.,
rhoptry associated protein, RAP-1). Temeljem njegove tipizacije utvrdena su tri genotipa, svrstana
u grupe Al, A2 i B (BHOORA i sur., 2009.; BHOORA i sur., 2010b, RAPOPORT i sur., 2014.;
MAHMOUD i sur., 2016.). Nove grupe koje su sadrzavale genotipove specifi¢ne za istrazivano
podruéje otkrivene su u Mongoliji (MUNKHJARGAL i sur., 2013), Kubi (DIAZ-SANCHEZ i
sur., 2018) i Cileu (DANTAS-TORRES i sur., 2024.) podizu¢i broj grupa na ¢etiri. Medutim,
nedavno istrazivanje u Kini je proSirilo ovu podjelu na osam grupa (WU i sur., 2024.). ZabiljeZene

su i invazije s vise genotipova (BHOORA i sur., 2025.).

Osim u filogenetskim istrazivanjima, cELISA temeljena na RAP-1 genu je odobrena dijagnosticka
metoda prije uvoza u zemlje sluzbeno slobodne od piroplazmoze konja (OIE, 2021.). Unato¢ tome,
metoda se pokazala neuspjeSnom u detekciji B. caballi u nekim izolatima uzoraka iz Juzne Afrike
(BHOORA i sur., 2024.) i Izraela (RAPOPORT i sur., 2014). Mogu¢ uzrok je nedostatak RAP-1
gena u tim izolatima pa je potreban rad na novim metodama dijagnostike kako bi se izbjeglo Sirenje
uzro¢nika piroplazmoze konja. S ciljem sprjecavanja Sirenja novih genotipova, klju¢no je razviti
metodu koja ih sve moze detektirati (BHOORA i sur., 2010a, BHOORA i sur., 2024.).

2.2. ANAPLAZMOZA KONJA
2.2.1. KLASIFIKACIJA UZROCNIKA
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Anaplasma phagocytophilum (prije Erlichia equi) pripadnik je obitelji Anaplasmataceae i reda
Rickettsiales. Osim roda Anaplasma, pripadaju mu i rodovi Ehrlichia, Neorickettsia i Wolbachia
(ANDRE, 2018.). A. phagocytophilum je obligatna je gram negativna, intracelularna bakterija.
Uzroénik je granulocitne anaplazmoze konja, granulocitne anaplazmoze ljudi te granulocitne
anaplazmoze pasa i macaka. U proslosti je svrstavana u rod Ehrlichia zajedno s uzro¢nicima
Ehrlichia canis (erlihioza pasa i rjede ljudi), E. chaffensis (monocitna erlihioza ljudi), E. ewingi
(erlihioza ljudi, granulocitna erlihioza pasa), Anaplasma platys (prije E. platys, ciklicka
trombocitopenija pasa), Anaplasma marginale (anaplazmoza goveda), Neorickettsia sennettsu
(prije E. sennetsu, Sennetsu groznica ljudi) i Neorickettsia risticii (prije E. risticii, Potomacka
groznica konja) (RIKIHISA, 2010.).

Dokazano je viSe novih vrsta i sojeva, primjerice Anaplasma odocoilei sp. Nov s podru¢ja SAD-a
(TATE isur., 2013.), Candidatus Anaplasma boleense i Anaplasma capra iz Kine (ALTAY i sur.,
2024.; GUO isur., 2019.) te vrsta srodna A. platys nazvana Candidatus Anaplasma cinensis (GUO
i sur., 2019.; ZOBBA i sur., 2022.).

Unato¢ tome, genetskim istrazivanjima 16S rRNA, groESL proteina 1 gena povrSinskih proteina
dokazala se izrazita genetska srodnost izmedu uzro¢nika granulomatozne anaplazmoze ljudi te
bakterija Ehrlichia equi i Ehrlichia phagocytophila. Danas se svi oni smatraju sojevima A.
phagocytophilum (DUMLER i sur., 2001., RIKIHISA, 2010.) Uz nju, u rodu Anaplasma se danas
nalaze i vrste A. bovis, A. centrale, A. marginale, A. ovis i A. platys. Od novih vrsta, rodu su
nadodane A. odocoilei i A. capra (TATE i sur., 2013.) kao i veéi broj novih genotipskih varijanti

koje se za sada ne mogu pridruziti niti jednoj vrsti.

Osim utjecaja na zdravlje zivotinja, A. phagoytophilum sve je veca prijetnja i javnom zdravstvu
zbog velikog broja nosioca (MONYAMA i sur., 2025.) koji ukljuuju ptice, reptile te razliite
vrste sisavaca (DINGLER i sur., 2014.; NIETO i sur., 2009.). Ptice mogu prenositi uzro¢nike
preko velikih udaljenosti no od posebnog su znacaja divlji i domaéi prezivaéi (RAZANSKE i sur.,
2021.; BIRTLES i HOLDING, 2025.). Ljudi, psi i konji se smatraju slu¢ajnim nosiocima
(PUSTERLA i MADIGAN, 2013.). Na podru¢ju RH, uzro¢nik je dokazan u pasa (HUBER i sur.,
2017.) i razli¢itih vrsta domacih i divljih Zivotinja (BECK i sur., 2014.).
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2.2.2. GEOGRAFSKA RASPROSTRANJENOST

Prvi slu¢aj granulocitne anaplazmoze konja zabiljezen je u Kaliforniji 1969. godine (GRIBBLE,
1969.). Od tada su slucajevi bolesti opisani u SAD-u (RESTIFO i sur., 2015.; Siska i sur., 2013.;
SUBBIAH i sur., 2021.), ali i u svijetu (ALEMAN i sur, 2024., SEO i sur., 2019.). Uzro¢nik je
prisutan i u europskim zemljama, primjerice u Bugarskoj (TSACHEV isur., 2018.), Ceskoj (JAHN
i sur., 2010.), Francuskoj (BONI i sur., 2009.), Njemackoj (SCHAFER i sur., 2022.), Italiji
(VILLA isur., 2022.), Poljskoj (NOWICKA i sur., 2022.) i Nizozemskoj (BUTLER i sur., 2008b).
Do sada je opisan samo jedan slu¢aj anaplazmoze konja u RH, na podruéju Slavonije (GOTIC i
sur., 2017.).

U Europi se anaplazmoza konja prijavljuje sporadi¢no. Epidemioloska istrazivanja se preteZito
oslanjaju na seroloske metode dok je molekularnih istrazivanja prevalencije A. phagocytophilum
u konja s podru¢ja Europe malo. OGUZ i sur. (2021.) su zabiljezili molekularnu prevalenciju A.
phagocytophilum konja u Turskoj od 6,4 %. Niske prevalencije izmedu 1,8 % (TEODOROWSKI
isur., 2021.) do 2.63 % zabiljezene su u Poljskoj, 2.56 % u Slovackoj, a u istom istrazivanju i 0%
u Ukrajini (SLIVINSKA isur., 2016.). Niska prevalencija od 5 % prijavljena je u Ceskoj (ZEMAN
i PECHA, 2008.). U istrazivanju u Nizozemskoj, BUTLER i sur. (2008b) su razmazom leukocitno
- trombocitnog sloja dokazali uzroc¢nika u 5 od 61 konja. Medutim, samo jedan od pet konja je
polucio pozitivan PCR rezultat. Nesto viSe prevalencije od 11, 30 % zabiljezene su u Francuskoj

(LEBLOND i sur., 2005.) i 15, 2 % u Njemackoj (SCHAFER i sur., 2022.).

U Sredisnjoj Italiji prevalencija A. phagocytophilum varira od 6,7 % (LAUS i sur., 2013.), 8.14 %
(PASSAMONTI isur., 2010.) pado 25.62 % (EBANI i sur., 2015.). Unato¢ pozitivnim seroloSkim
rezultatima, uzroénik nije dokazan molekularnim metodama u Rumunjskoj (MITREA i sur.,
2024.) i Slovackoj (DRAZOVSKA i sur., 2021.). Na podruéju SAD-a, prevalencija konja u
Teksasu je iznosila 18 % (RUSSELL i sur., 2021.) U Juznoj Americi, na podru¢ju Cilea,
prevalencija je iznosila 13,6 % (HURTADO i sur., 2020.), u Meksiku 0,8 % (MEDRANO-
BUGARINI i sur., 2019.), a u Brazilu je varirala od 0 % (COSTA i sur., 2021.) do 1,0 % (DOS
SANTOS isur., 2019.). U zemljama Afrike, uzro¢nik je u prevalenciji od 13 % dokazan u Tunisu
(M’GHIRBI i sur., 2012.), 86 % u Pakistanu (SALEEM i sur., 2018.), u Iraku od 13 % (ALANI |
YOUSIF, 2023b) do 18,6 % (ALIMAM i sur., 2025.). U Koreji je A. phagocitophilum dokazana
u krvi (0.3% ) i plu¢ima (10.3 %) konja (SEO i sur, 2023.). Seroprevalencija najéesée premasuje
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prevalenciju dokazanu molekularnim metodama ili uzro¢nik molekularno nije dokazan

(DRAZOVSKA isur., 2021; MITREA isur., 2024.).

2.2.3. ETIOLOGIJA | RAZVOJNI CIKLUS

A. phagocytophilum se prenosi tijekom hranjenja zarazenih vektora. Inficira granulocite, najéesce
neutrofile 1 eozinofile. U ciljnim stanicama izbjegava fagocitozu inhibiraju¢i spajanje s
lizosomima (BOGDAN i sur., 2024.). Unutar stanice umnaza se binarnom diobom te tvori
inkluzije u citoplazmi - “morule”. Promjera su izmedu 0.5-5 um te mogu sadrZavati oko dvadeset
bakterija. Predstavljaju dijagnosticki stadij u akutnom razdoblju bolesti. Tijekom hranjenja na
zarazenoj zivotinji, krpelj unosi uzro¢nika koji se zatim umnaZza u crijevima i u slinskim zlijezdama

(AUBRY i GEALE, 2011.). Moguce su i koinfekcije s T. equi (DOS SANTOS i sur., 2019.).

2.2.4. PRIJENOS

2.2.4.1. Prijenos vektorima

2.2.4.1.1. Red Ixodide

Na podrué¢ju Europe, naj¢es¢i vektor je vrsta I. ricinus, a u SAD-u Ixodes pacificus i Ixodes
scapularis. Medutim, DNK uzro¢nika dokazan i u mnogim drugim vrstama, primjerice Ixodes
crenulatus, 1. scapularis (STUEN i sur., 2013.; DUAN i sur., 2022), I. ovatus (OHASHI, 2013.),
Hyalomma spp. (RJEIBI i sur., 2022.), I. ventalloi (SANTOS i sur., 2018.), I. persulcatus (RAR i
sur. 2014), 1. canisuga, . hexagonus (KEYTE i sur., 2021.), Rhipicephalus sanguineus
(HAMIDINEJAT isur., 2021.), Haemaphysalis punctata (PALOMAR i sur., 2015), Dermacentor
marginatus i D. reticulatus (BONNET i sur., 2013.). Unato¢ tome, smatra se da je vektorski znacaj

vrsta izvan roda Ixodes malen (MATEI i sur., 2019.).

Moguénost prijenosa uzroc¢nika na krpelje najvisa je tijekom akutnog stadija bolesti Zivotinje, a
raste i porastom brojem krpelja koji se hrane na zarazenoj zivotinji. Mogu¢nost infekcije je veca
u nimfi nego u li¢inki (OGDEN i sur., 2003.), a najvisa je u odraslih stadija (KAZIMIROVA i
sur., 2018.). A. phagocytophilum se prenosi transstadijski. Postojanje transovarijskog prijenosa
nije dokazano (HAUCK i sur., 2020., KARBOWIAK i sur., 2016.).
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2.2.4.1.2. Red Diptera

Prijenos uzro¢nika anaplazmoze konja rodom Diptera je mehanic¢ki. Moguce je da ulogu prijenosu
imaju i drugi hematofagni insekti, primjerice krpusa jelena, L. cervi (PEARSON i sur., 2025.),
buhe (PAWELCZYK i sur., 2019.) i razlicite vrste obada (WERSZKO sur., 2019.). .

2.2.4.2. Intrauterini prijenos
Intauterini prijenos opisan je u konja, goveda i ovaca (STUEN isur., 2018.; DIXON i BEDENICE,
2021.; JURKOVIC- ZILIC i sur., 2025.).

2.2.5. KLINICKA SLIKA I LIJECENJE

Patogeneza razvoja anaplazmoze konja jos je uvijek nedovoljno istraZzena. Vjeruje se da uzrokuje
imunosupresiju pa je zivotinja osjetljivija na sekundarne infekcije. Dolazi do poremecaja
humoralne imunosti, stani¢no posredovane imunosti te funkcije neutrofilnih fagocita (GARYU i
DUMLER., 2005.). Inkubacijski period traje izmedu 8-12 dana. Ve¢ dan, dva nakon infekcije
dolazi do razvoja vruéice koja raste izmedu 3-5 dana (PUSTERLA i MADIGAN, 2013.). Moguca
je pojava zutice, slabosti, pada apetita, ataksije, edema nogu, petehijalnih krvarenja sluznice nosa,
trombocitopenije, anemije, leukopenije i hiperbilirubinemije. Izrazena slabost i ataksija mogu biti
uzrok padovima i lomovima kostiju (GOTIC i sur., 2017.; DINIZ i sur., 2022.). ZabiljeZena je
pojava simptoma diSnog sustava (DEANE i sur., 2021.) te ziv¢anih simptoma ( GUSSMANN i
sur., 2014., NOWICKA i sur., 2022.) kao i pojava rabdomiolize (HILTON i sur., 2008.). Bolest
moze zavrsiti smréu (FRANZEN i sur., 2007.). U nelije¢enih konja, klini¢ki znakovi mogu trajati
oko dva tjedna. Konji mladi od Cetiri godine Cesto pokazuju blaze simptome bolesti od starijih
(PUSTERLA i MADIGAN 2013.). U lijeCenju se koriste antibiotici iz skupine tetraciklina u
trajanju od tri do sedam dana te potporna terapija. PoboljSanje je vidljivo unutar dvanaest sati od
pocetka terapije (LEWIS i sur., 2009.).

2.2.6. DIJAGNOSTIKA
2.2.6.1. Mikroskopski pregled trombocitno — leukocitnog medusloja

Zbog izrazene leukopenije u oboljelih Zivotinja, za mikroskopski pregled se koristi trombocitno —
leukocitni medusloj. Bojenje Giemsom ili Wrightom omogucava vizualizaciju ,,morula“ dva do tri

dana nakon pojave vrucice u oboljele zivotinje (MADIGAN, 2021.).

32



2.2.6.2. Molekularne metode

U svrhu dokazivanja uzro¢nika nekoliko dana prije izbijanja klinickih znakova uspjesno se koristi
PCR koji se pokazao metodom visoke specifi¢nosti i osjetljivosti (BARLOUGH i sur., 1997.).
Potrebno je izmedu 3 do 17 dana nakon eksperimentalne infekcije kako bi PCR mogao detektirati
uzro¢nika u krvi konja (PUSTERLA i sur., 2002.). Kod prirodne infekcije to je mogucée ve¢ dva
dana nakon infekcije (SIM i sur, 2017.). DNK A. phagocytophilum moze se dokazati u krvi,
leukocitima, kostanoj srzi i slezeni (DZIEGIEL i sur., 2013.), ali i u cerebrospinalnoj tekucini,
misi¢ju, perikardijalnoj tekuéini i pleuralnim izljevima oboljelih konja (HILTON i sur., 2008.;
RESTIFO isur., 2015.; NOWICKA isur., 2022.).

2.2.6.3. Seroloske metode

Seroloske metode, primjerice ELISA i IFAT, dokazuju protutijela protiv A. phagocytophilum.
Protutijela su prisutna oko dvije godine od infekcije. Cetverostruko povecanje titra tijekom
dijagnosti¢kog perioda od dva tjedna kod klinickih slu¢ajeva potvrduje akutnu infekciju (SAINZ
i sur., 2015).

Seroloske metode se najéeS¢e koriste za provodenje epidemioloskih istrazivanja (LAUS i sur.,

2013.).

2.2.7. GENETSKA RAZNOLIKOST
Sekvenciranje jednog lokusa (engl. single locus sequence typing, SLST) najée$¢a je metoda
koriStena u istrazivanjima genetske raznolikosti A. phagocytophilum. Koristi se u epidemioloskim

1 filogenetskim istrazivanjima.

2.2.7.1. 16S RNA gen
Na temelju 16S RNA opisano Sest varijanti A. phagocytophilum (MASSUNG i sur., 2003.), a zatim
se broj prosirio na 15 (RAR i GOLOVLJOVA, 2011.).

Analizom ovog gena mozZe se razlikovati za ljude patogena Ap-ha varijanta A. phagocytophilum ,
od apatogene Ap-varijante 1 (MASSUNG i sur, 2003.) no neki autori tu podjelu smatraju
nepouzdanom (LANGENWALDER i sur., 2020.). Europske varijante Ap-ha i Ap varijanta 1
dokazane su u ovaca, goveda i jelenske divlja¢i (DUGAT 1 sur., 2015.). Novija istrazivanja
pokazala su da je americka Ap-ha varijanta porijeklom iz Europe (AARDEMA, 2023.). Ap-ha i

Ap varijanta 1 ujedno su i varijante najces¢e analizirane ovom metodom. U istrazivanjima konja s
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podrucja Europe, SILAGHI i sur. (2011) su na temelju 14 konja oboljelih od anaplazmoze s
podrucja Njemacke ustanovili postojanje 4 razli¢ite genetske grupe nazvane A, B, S i D. Varijanta
B pokazala se identi¢na uzro&niku granulocitne piroplazmoze ljudi, a dokazana je i u konja Ceskoj
(JAHN i sur.., 2010.) i Njemackoj (VON LOEWENICH i sur., 2003.). Varijanta A najcesce je
prisutna u krpelja (VON LOEWENICH i sur., 2003.). Genotip S dokazan je o domacih prezivaca
u Svicarskoj (SILAGHI i sur., 2011), divljih preZivaga s podruéja Alpa u Austriji (SILAGHI isur.,
2011.) te krpelja vrste 1. ricinus (SCHARF i sur., 2011.). Genotip S nije bio prije dokazan.

Unato¢ primjeni u dijagnostici klinickih slu¢aja te epidemioloskim 1 filogenetskim istrazivanjima,
smatra se da multilokusne analize sekvenci razli¢itih lokusa (MLST) pruzaju pouzdanije podatke

od onih dobivenih analizom 16S rRNA gena (CAUDILL i sur., 2022.).

2.2.7.2. groESL operon gen
Obuhvaca regiju koja pokriva dva gena koja inkodiraju GroES i GroEL proteine, a odvaja ih
intragensko podrucje. Sekvence dobivene analizom groESL gena preciznije odvajaju ekotipove A.

phagocytophilum od onih dobivenih analizom 16s RNK gena.

JAHFARI isur. (2014) su analizom groELgena podijelili genotipove A. phagocytophilum u ¢etiri
ckotipa razli¢itog zoonotskog potencijala, geografske rasprostranjenosti i raspona nosioca. Novija
istrazivanja proSirila su tu podjelu u klastere (grupe) i haplotipove (JAHFARI i sur., 2017.
GRASSI 1 sur., 2021.) Unato¢ tome, ekotip I se smatra zoonotskim te je povezan sa Sirokim
rasponom nosioca koji ukljuuju goveda, konje, muflone, male prezivace, jezeve, jelena obicnog

1 ljude. Nosioci ekotipa II su isklju¢ivo prezivaci, ekotipa III glodavci, a ekotipa IV ptice.

Ekotipovi I i II najéesce su zabiljezeni u vrsti I. ricinus, ali i u jelenskoj krpusi. NajceSc¢e vrste
zarazene ekotipom Il i IV su Ixodes trianguliceps i Ixodes frontalis koje se najces¢e hrane na
pticama $to ukazuje na jasnu poveznicu izmedu vektora i nosioca odredenih ekotipova (JAHFARI
i sur., 2014.; JAARSMA i sur., 2019.). Medutim, zabiljezene su i koinfekcije razli¢itim
ekotipovima u istoj vrsti, $to dovodi u pitanje vrsnu specificnost A. phagocytophilum (JAARSMA
isur., 2019.; MATEI isur., 2019.; STIGUM i sur., 2019.).

Ekotipovi I i II zabiljezeni su na podrucju sjeverne Europe (GANDY i sur., 2022.; STIGUM i
sur., 2019.), a ekotipovi I, II i IV zabiljeZeni su u Sredisnjoj Europi (MYCZKA i sur., 2022.;
DWUZNIK-SZAREK isur., 2022.). U Spanjolskoj, Nizozemskoj i Belgiji prisutni su svi ekotipovi
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(JAHFARI isur., 2014.; REMESAR isur., 2025.). GRASSI i sur. (2021.) dokazali su ekotipove |
11l na podrucju sjevernoistoc¢ne Italije. Istrazivanja provedena u Kini otkrila su ekotipove razlicite

od onih u Europi (YANG i sur., 2016.).

Medutim, novija istrazivanja dovode u pitanje i tu podjelu (RAR i TIKUNOVA, 2021.) pa su

potrebna daljnja istrazivanja s ciljem ujednacenja nomenklature.

2.2.7.3. ankA gen

AnkA gen kodira anykrin protein koji ima ulogu u regulaciji transkripcije stanica nosioca.
Sekvenciranjem ankA gena moguce je razlikovati pet razlicitih grupa A. phagocytophilum s
podrucja Europe 1 SAD-a (SCHARF i sur., 2011.). Najvec¢u raznolikost nosioca pokazuje prva
grupa koja obuhvaca sekvence dobivene od ljudi, konja, macaka, pasa te domacih 1 divljih
prezivaca. U drugoj grupi nosioci su jelenska divlja¢, a u treem domaci i divlji preZivaci. U
Cetvrtom je nosioc bio jelen obiéni, a u petom samo glodavci. Sekvence dobivene iz vrste 1. ricinus
pripadale su grupi I i Il (SCHAREF isur., 2011.). U kasnijim istrazivanjima, LANGENWALDER
i sur. (2020.) su prosirili podjelu na dvanaest grupa, od kojih su temeljem analize europskih

sekvenci oformili osam. Grupa I i ovdje obuhvaca najsiri spektar nosioca.

Sekvenciranje ankA gena grupira sekvence temeljem vrste nosioca pa unato¢ tome §to se moze
koristiti u filogenetskim istrazivanjima, ¢ini se da nije potpuno pouzdana u epidemioloskim

istrazivanjima (DUGAT i sur., 2015.).

2.2.7.4. Glavni geni koji kodiraju povrSinske proteine (Msp2 gen)

Msp2 gen je povrsinski protein A. phagocygophilum, a koristi se u filogenetskim analizama.
SILAGHI i sur. (2011.) su koriStenjem hipervarijabilnih regija uspjeli razlikovati europske i
americke sojeve A. phagocytophilum. Nosioci su u oba slu¢aja bili konji pa je ovo grupiranje
upitno jer se moglo oslanjati na nosioca, a ne na geografsko porijeklo (DE LA FUENTE i sur.,
2005.).

Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja jer gore navedenim, trenutno koriStenim markerima nije
mogucée u potpunosti istraziti genetsku raznolikost ovog uzro¢nika. Zato se koristi metoda
sekvenciranja viSe lokusa. Ova metoda se bazira na PCR umnazanju i sekvenciranju nekoliko
lokusa. 2014.godine razvijena su dva pristupa ovoj metodi. CHASTAGNER i sur. (2014.) su

analizom devet lokusa na sekvencama podrijetlom iz Francuske oformili tri genetske grupe.
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Drugi pristup je ukljucivao analizu sedam lokusa (HUHN i sur., 2014.) sto je rezultirao
uspostavljanjem nekoliko razli¢itih klonalnih komplekasa. Njihovom kasnijom analizom,
uspostavljeno je osam grupa koje su se razlikovale temeljem geografske prosirenosti, vrste nosioca
te vektorima uklju¢enim u razvojni ciklus. Na podruéju Europe prepoznate su tri glavne i dvije
manje grupe. Grupa I je najraznolikija i ukljuuje sekvence podrijetlom od ljudi, vrste I. ricinus te
Sirokog raspona nosioca koji uklju¢uju konje, pse, macke, lisice te divlje i domacée prezivace

(LANGENWALDER i sur., 2020.).

2.3. HEMOTROPNE MIKOPLAZME KONJA
2.3.1. KLASIFIKACIJA UZROCNIKA

Hemotropne mikoplazme (hemoplazme) su male, gram-negativne, obligatne intraeritrocitne
bakterije bez stani¢ne stijenke. Prvotno su pripadali porodici Eperythrozoon i Haemobartonella u
redu Rickettsiales no napretkom molekularne dijagnostike i rezultata istrazivanja temeljenih na
analizi 16S rRNA gena, klasifikacija se promijenila te sada pripadaju rodu Mycoplasma
(NEIMARK i sur., 2001.; NEIMARK i sur., 2002.). Danas je poznato da ovi emergentni,
potencijalno zoonotski patogeni utje¢u na zdravlje brojnih zivotinjskih vrsta, posebice goveda u
kojih su opisane dvije hemoplazme: Mycoplasma wenyonii (prije Eperythrozoon wenyonii) i
Candidatus Mycoplasma haemobos. Uzrokuju hemoliticku anemiju, pad proizvodne sposobnosti
te posljedi¢no ekonomske gubitke (ARENDT i sur., 2024.). Unato¢ velikom znacaju u sto¢arstvu,

gotovo da nema podataka o prijenosu, klini¢koj slici te prevalenciji ovog patogena u konja.

2.3.2.PRIJENOS

Na temelju molekularnih dokaza u Sirokom rasponu nosioca, ovi patogeni se smatraju prenosivima
putem hematofagnih vektora, iako kona¢ni dokazi o kompetenciji vektora ostaju rijetki. Prijenos
je mogu¢ putem izravnog kontakta s krvlju ili jatrogeno (ARENDT i sur., 2004.). Ne moze se

iskljuéiti ni moguénost intrauterinog prijenosa (JURKOVIC- ZILIC i sur., 2025.).

Unato¢ tome §to su Siroko rasprostranjene medu domac¢im i divljim sisavcima, njihova pojava kod

konja do danas ostaje nedovoljno razjasnjena.

2.3.3. MOLEKULARNA PREVALENCIJA UZROCNIKA PRONAPENIH U KONJIMA
Prvo izvjesée o hemotropnim mikoplazmama kao uzroéniku bolesti kod konja datira iz Nigerije

1978. godine (GRETILLAT, 1978.). Zarazene zivotinje mogu pokazivati letargiju, neaktivnost,
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anoreksiju, gubitak tezine i blijede sluznice zbog razli¢itih stupnjeva anemije. Do danas, niti jedna
vrsta hemoplazme nije prepoznata kao specificna za konje. Ogranicene studije izvijestile su o
Mycoplasma ovis u konjima iz Irana i Brazila (KALANTARI i sur., 2020.; KAKIMORI i sur.,
2023.), koji su blisko povezani s organizmima slicnim Candidatus Mycoplasma haematobovis i
Mycoplasma haemofelis iz Njemacke (DIECKMANN i sur., 2010.; DIECKMANN i sur., 2012.),
Mycoplasma haemocervae iz Nigerije (HAPPI i OLUNIYI, 2020.) te Candidatus Mycoplasma
haemovis i Mycoplasma haemocanis iz Meksika (BALLADOS-GONZALEZ i sur., 2025.).
Najnovije istrazivanje u lraku je utvrdilo prevalenciju M. haemofelis u konja od 88 % (JARAD i
ALSAAD, 2026.). Svi uro¢nici su detektirani PCR-om i sekvenciranjem gena 16S rRNA.

Uzroénik Candidatus M. haemovis je po prvi puta dokazan u ovcama na podru¢ju Madarske, a
smatra se visoko patogenim te odgovornim za nekoliko izbijanja bolesti u stada ovaca koja su
zavrSila smrtnim ishodom velikog broja Zivotinja. Unato¢ prijetnji za zdravlje malih preZivaca,
malo se zna o vektorima i epizootiologiji ovog uzro¢nika (SUZUKI i sur. 2011.; WANG i sur.
2017). Poznato je da je usko povezan s patogenom Mycoplasma ovis, prvotno opisanom u Juznoj
Africi no danas prisutnom i na podrué¢ju Europe, Australije, Juzne Amerike, Azije. U suptropskom
i tropskom podrucju pojava uzro¢nika je vrlo ¢esto i endemska (NEIMARK i sur., 2004.; JESSE i
sur., 2015.; TAGAWA i sur., 2012.; AKTAS i OZUBEK, 2017.). U Zivotinja uzrokuje anemiju
koja rezultira razli¢itim stupnjevima smrtnosti, uz pad proizvodnosti, tezine te pobacaj i pove¢anu
smrtnost janjadi (URIE i sur., 2019.). Zabrinjavajuéi je podatak da je ovaj patogen u nekoliko
godina zabiljeZen i kod ljudi, time postaju¢i emergentna zoonoza (MAGGI i sur., 2013.). Konji
zaraZeni ovim uzro¢nicima nisu pokazivali klini¢ke znakove (BALLADOS-GONZALEZ i sur.,
2025.).

M. haemofelis uzroénik je akutne do kroni¢ne hemoliti¢ke anemije u macaka, ali oboliti mogu i
psi. Vjeruje se da se prenose buhama no opisani su i drugi oblici prijenosa, primjerice putem rana.
Od tri hemoplazme koje mogu inficirati macke (Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma
haemominutum, Candidatus Mycoplasma turicensis), M. haemofils je najpatogenija te cesto
uzrokuje akutnu, smrtonosnu hemoliticku anemiju (YASMIN i sur., 2022). Konji zaraZzeni ovim
uzrocnikom takoder su pokazivali klinicke znakove anemije, vrudice, limfadenomegalije te

malaksalosti (DIECKMANN i sur., 2010., JARAD i ALSAAD, 2026.).
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Uzro¢nik Candidatus M. haemocervae je primarno dokazan u jelenske divljaci (TAGAWA i sur.,
2012.). Konj iz Nigerije u kojem je dokazan pokazivao je simptome letargije, malaksalosti i
anoreksije (HAPPI i OLUNIYI, 2020.)

Studije prevalencije hemotropnih mikoplazmi konja su rijetke. Samo nekoliko istrazivanja Sirom
svijeta—u Meksiku, Brazilu, Njemackoj, Kirgistanu i Iranu—provedeno je s ciljem molekularne
detekcije hemoplazmi (DIECKMANN i sur., 2012.; VIEIRA i sur., 2015.; VALENTE i sur.,
2019.; KALANTARI isur., 2020.; KAKIMORI isur., 2023.; ALTAY isur., 2024.; BALLADOS-
GONZALEZ i sur., 2025.;). Nalazi ovih studija su raznoliki pa tako dva istrazivanja u Brazilu i
Kirgistanu nisu uspjela detektirati hemoplazme u niti jednoj uzorkovanoj Zivotinji, dok su druga
izvijestila o prevalencijama od 2,44 % u Meksiku, 4,55 % u Brazilu, 6,7 % u Iranu i 26,5% u

Njemackoj.

Osim podataka o prevalenciji, DIECKMANN i sur. (2012.) utvrdili su i znacajnu korelaciju
izmedu pozitivnog nalaza PCR-a 1 anemije u konja mladih od godinu dana, dok su konji stariji od

godinu dana bili negativni. Moguc¢i utjecaj na razvoj anemije dodatno je potvrden u iranskoj studiji

nakon otkrivanja M. ovis - sli¢ne vrste u 6,77 % konja (KALANTARI i sur., 2022.),

Nedostatak ciljanog nadzora i odsutnost vrsta specifiénih za konje prepreka su razumijevanju

njihove epidemiologije, patogenog potencijala i dinamike prijenosa.

38



3. OBRAZLOZENJE TEME
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Patogeni prenosivi vektorima mogu uzrokovati razli¢ite klinicke simptome u konja, a u najtezim
slu¢ajevima i smrt. Njihovo Sirenje dovodi do znacajnih ekonomskih Steta. Postojeca istrazivanja
piroplazmi u konja u RH provedena su prije deset i viSe godina, a sustavna istrazivanja anaplazmi
I mikoplazmi nikad nisu provedena kao ni istrazivanja vektorskog potencijala hematofagnih

insekata.

Hipoteza istrazivanja je da su krpeljima i hematofagnim insektima prenosivi uzroc¢nici bolesti
konja u RH ucestali, Siroko proSireni 1 genski raznoliki, a analiza krvi konja 1 njthovih ektoparazita
omoguéit ¢e utvrdivanje proSirenosti, ucestalosti i genotipizacije piroplazmi, anaplazmi i

hemotropnih mikoplazmi.
Kako bi se testirala hipoteza, utvrdeni su sljedeci ciljevi:

- utvrditi proSirenost, ucestalost 1 genotipizaciju piroplazmi, anaplazmi i hemotropnih mikoplazmi
u krvi konja te njihovim ektoparazitima- odrediti gensku raznolikost T. equi sekvenciranjem
odsjecka 18S rDNK te utvrditi njithovu geografsku rasprostranjenost, ¢ime ¢e se usporediti
proSirenost 1 ucestalost pojedinih haplotipova u odnosu na rezultate istrazivanja od prije deset

godina

- utvrditi postoji li moguénost prijenosa dokazanih haplotipova u pojedinim vrstama hematofagnih

insekata

- utvrditi ulogu pojedinih vrsta ektoparazita u prijenosu istrazivanih uzroc¢nika
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4.1. UZORCI KRVI KONJA

4.1.1. Porijeklo uzoraka krvi konja

Za istrazivanje su koriSteni arhivirani uzroci krvi konja, krpelja te hematofagnih insekta skupljenih
u okviru projekta ,,Apikompleksni i bakterijski krpeljima prenosivi patogeni u domacih prezivaca,
konja i hematofagnih vektora“ voditelja dr. sc. Relje Becka. Uzorkovanje je provedeno u razdoblju
0d 01.06.2024. do 31.9.2025. godine. Uzorci pune krvi konja prikupljeni su u svrhu dijagnostickih
postupaka i potreba navedenog projekta od strane licenciranih veterinara zaposlenih u
veterinarskim organizacijama na podru¢ju Republike Hrvatske. Zivotinjama je krv uzorkovana
jednokratno iz jugularne vene u epruvetu (Vacutainer®, Becton Dickenson., SAD) s
antikoagulansom (kalijeva etilendiamino- tetraoctena kiselina, EDTA). Nakon uzorkovanja, krv je

upucena U Laboratorij za parazitologiju Hrvatskog Veterinarskog instituta (HV1).

4.1.2. Zivotinje

Ukupno je pretrazeno 834 konja, iz svih dijelova Republike Hrvatske. Najvise konja je uzorkovano
iz Zagrebacke (n=127), Li¢ko — senjske (n=86) i Osjecko - baranjske (n= 68) zupanije, a najmanje
s podru¢ja Dubrovacko — neretvanske (n =9) te Brodsko — posavske, Medimurske i Vukovarsko —
srijemske Zupanije gdje je uzorkovano deset konja. Pretrazene su 462 kobile, 286 kastrata i 72
pastuha. S obzirom na klinicke znakove, konji su podijeljeni na simptomatsku i asimptomatsku
skupinu. Cetrnaest konja je pokazivalo klini¢ke znakove bolesti, dok su ostali bili bez simptoma.
Istrazivanjem je obuhvacene ukupno 45 pasmina, toplokrvnih i hladnokrvnih, ukljuéujuéi hrvatske
autohtone pasmine. Testirani konji su bili Sirokog dobnog spektra. Najmladi konj je u vrijeme
uzorkovanja imao 8 mjeseci, a najstariji 31 godinu. Prosje¢na dob kobila u istrazivanoj populaciji
iznosila je 11 godina, a raspon dobi se kretao od 9 mjeseci do 30 godina. Raspon dobi kastrata se
kretao od jedne do 30 godina, a prosjecna dob iznosila je 12 godina. Prosje¢na dob ispitivanih
pastuha bila je 7,9 godina, a raspon se kretao izmedu 8 mjeseci 1 24 godine starosti. Istrazivanje je
obuhvatilo i1 sve na¢ine drzanja konja, od onih na slobodnoj ispasi pa do onih koji pretezito borave
u zatvorenom prostoru, bez ili uz ograniceno vrijeme izlaska na pasnjak. Ukljuceni su bili konji

svih namjena- uzgojni, sportski, umirovljeni te one koristeni za svrhe rekreacije (Slika 1).
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Slika 1. Konj drzan za rekreaciju s podrucja Istarske zupanije i konji namijenjeni uzgoju iz
Karlobaga. (Izvor: autor)
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Slika 2. Infestacija krpeljima kobile u podrepnom podruéju. (I1zvor: autor)
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4.1.3. Obrasci

Vlasnik Zivotinje dao je informirani pristanak za koriStenje uzoraka u svrhe provedbe istrazivanja,
potpisujué¢i dokument “Suglasnost”. Vlasnik je takoder ispunio i upitnik kojim je dao opce
informacije o konju (dob, spol, pasmina), o lokacijama na kojima je konj boravio prije kupnje i
dolaska u Stalu gdje je uzorkovana krv (ako su poznate), vremenu u godini tijekom kojega
pronalaze krpelje i hematofagne insekte na konjima, informacije o pristupu pasnjaku i duljini

boravka na paSnjaku te o namjeni konja.

Veterinari su tijekom uzorkovanja krvi obavili op¢i klinicki pregled zivotinje te ispunili obrazac o
trenutnom zdravstvenom stanju. Ukoliko su prilikom pregleda zapazeni krpelji (Slika 2.) i

hematofagni insekti, oni su prikupljeni i zajedno s uzorkom krvi upuceni na analizu.

4.2. UZORCI KRPELJA | HEMATOFAGNIH INSEKATA

4.2.1. Porijeklo

Krpelji i hematofagni vektori su prikupljeni u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ)
pod nazivom ,, Apikompleksni i bakterijski krpeljima prenosivi patogeni u domacih prezivaca,
konja i hematofagnih vektora®. Prikupljani su u razdoblju od 01. 06. 2024. do 31. 9. 2025. godine
s gospodarstava na kojima se uzorkovala krv konja za isti projekt. Ukupno je prikupljeno 2086
krpelja, 128 obada, 299 konjskih koznatica (Hippobosca equina) i sedam muha. Svi krpelji i
hematofagni insekti prikupljani su direktno s tijela konja od strane vlasnika i veterinara. Krpelji su
potjecali s ukupno 24 lokacije u RH. Prikupljani su na podrucju Bjelovarsko — bilogorske zupanije
(Bjelovar, Cazma), Dubrovac¢ko — neretvanske ( Cilipi), Grada Zagreba (Odranski obrez), Istarske
(Hrboki, Labin, Medulin,), Karlovacke (Dragani¢), Licko — senjske (Li¢ki Ribnik, Karlobag ),
PoZesko — slavonske ( Seovica ), Primorsko — goranske (Lopaca, Pineziéi), Sisacko — moslavacka
(Desno Zeljezno, Sjeverovac), Sibensko — Kninske (Knin, Suknovci), Varazdinske (Jalkovec),
Vukovarsko-srijemskoj (Vinkovci), Zadarske (Zadar) i Zagrebacke zupanije (Vrbovec, Konak,

Molvice). Ukupno je prikupljeno 2,086 krpelja.

Prikupljene konjske koznatice porijeklom su bile iz Istarske zupanije (Hrboki), Licko — senjske (
Bilaj, Licki Ribnik) i Primorsko — goranske zupanije (Pinezi¢i) (Slika 3). Ukupno je prikupljeno

299 jedinki. Prikupljeno je i sedam muha s podru¢ja Bjelovara, Hrboka i Seovice.
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Obadi su prikupljani s podruéja Istarske Zupanije (Hrboki, Medulin), Bjelovarsko — bilogorske
(Bjelovar), Karlovacke (Ozalj, Rakovica), Li¢ko — senjske (Bilaj), Pozesko — slavonske (Seovica)

i Viroviti¢ke Zzupanije (Spisi¢ Bukovica). Ukupno je prikupljeno 128 obada.

4.2.2. Pohrana
Krpelji i hematofagni vektori su nakon prikupljanja pohranjeni u plasti¢ne posudice oznaéene
datumom i lokacijom, te transportirani u Laboratorij za parazitologiju HVI. Do identifikacije

¢uvani su u plasticnim epruvetama s 96% otopinom etanola.

| @ Hippobosca equina |

Slika 3. Lokacije prikupljenih konjskih koznatica (H. equina) (QGIS).

4.2.3. Morfoloska identifikacija
Prikupljenim krpeljima i hematofagnim insektima se pomocu Stereo mikroskopa Discovery v20
(Carl Zeiss AG) ili mikroskopa Axiolmager M2 i dokumentiranog softvera ZEN (Carl Zeiss AG).

Mikroskopski se odredio rod i vrsta prema zna¢ajnim morfolosSkim karakteristikama navedenim u
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literaturi (CHVALA i sur. 1972.; HUTSON, 1984.; KRCMAR i sur., 2011., POVOLNY |
VERVES, 1997.; SIVELL, 2021.; OBONA i sur., 2022.).

4.3. OBRADA UZORAKA KRVI KONJA

4.3.1 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM

4.3.1.1. lzdvajanje deoksiribonukleinske Kiseline iz pune krvi

Za izdvajanje deoksiribonukleinske kiseline (DNK) iz 200 pl pune krvi koriSten je komercijalni
kit DNeasy® Blood and Tissue Kit, proizvodaca Qiagen (Venlo, Nizozemska), prema uputama
proizvodaca uz upotrebu automatskog sustava za izdvajanje DNK, QIACube® (Qiagen, Venlo,

Nizozemska). Set omogucuje izdvajanje DNK 1z krvi 1 mikroorganizama prisutnih u uzorku.
4.3.1.2. Odredivanje nukleotidnog slijeda 18S rRNA gena

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je koriStena za umnaZanje ciljanog odsjecka 18S rRNA gena
duljine 560 parova baza (base pairs, bp) te za odsjeCak od 1700 pb kojim se umnaza cijela
podjedinica ribosomske RNA. Za dokazivanje invadiranih Zivotinja, koriSten je kra¢i odsjecak. S
ciljem kvalitetnije genske tipizacije uzro¢nika, dulji odsjecak je koristen za sekvenciranje ponovno

umnozenih pozitivnih uzoraka.

S ciljem otkrivanja invadiranih konja koriStena je prednja pocetnica BAB F 5’
CCCTTCATCGGTGGTAACTT-3’ 1 straznja pocetnica BAB R 5-
GTGGCCACCACTCCCGTGCC-3’ te je dobiven slijed duljine 560 bp (BECK i sur., 2009.).
Ovim protokolom je moguée umnoziti sve pripadnike rodova Babesia i Theileria. Reakcija se

sastojala od pocetne denaturacije tijekom dvije minute nakon ¢ega je uslijedilo 40 ciklusa:
1. denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 30 sekundi,

2. prihvacéanje pocetnica pri temperaturi od 53°C tijekom 30 sekundi,

3. produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 30 sekundi.

Nakon posljednjeg ciklusa, produljenje je provedeno na 72°C tijekom sedam minuta. Reakcija je

automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

Ciljani odsje¢ak DNK, potreban za sekvenciranje umnoZen je upotrebom dvaju parova pocetnica

prema HERWALDT i sur. (2003.). Za umnazanje odsjecka od 1715 bp upotrebljena je prednja

47



pocetnica CRYPTO F 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCAT-3’ i straznja pocetnica
CRYPTO G 5-GAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’. Koristeno je 5 ul izdvojene
DNK. Reakcija se sastojala od pocetne denaturacije u trajanju od 15 minuta. Zatim je uslijedilo 40

ciklusa pri uvjetima:

1. Denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 30 sekundi.

2. Prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 53°C tijekom 30 sekundi.
3. Produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 30 sekundi.

Nakon posljednjeg ciklusa, provedeno je produljenje na temperaturi od 72°C tijekom sedam

minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

U oba protokola upotrijebljene su pozitivna 1 negativna kontrola. UspjeSnost umnozavanja
provjerena je kapilarnom elektroforezom QIAEXEL-om (Qiagen, Venlo, Nizozemska). Uspjesno
umnozeni uzorci pro€is¢eni su pomoéu ExoSAP-IT® (USB® Products Affy Inc.,Ohio, SAD)

prema uputama proizvodaca.

4.3.1.3.. Odredivanje nukleotidnog slijeda 18S rRNA gena

Nukleotidni sljedovi DNK odredivani su sa svrhom genskog razlikovanja piroplazmi. Za
odredivanje nukleotidnog koristeni su ABI PRISM® BigDyeTM” 1 GeneAmp® PCR 2400 sustav
prekidanja, proizvodaca Applied Biosystems (Foster City, Kalifonija, SAD) i setom pocetnica.
Koristene su prednja poc¢etnica CRYPTO F 5°- AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCAT-3 i
straznja pocetnica CRYPTO G 5- GAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’ u

koncentraciji od 10 ul/ml. Uzorci su sekvencirani u tvrtki Macrogen Inc. u oba smjera.

4.3.1.4. Analiza sljedova nukleotida 18S rRNA

Rezultati odredivanja nukleotidnih sljedova obradeni su s pomocu racunalnog programa
Lasergene® (DNASTAR inc., Madison, Winsconsin, SAD) s pripadaju¢im potprogramima
SeqManTM i EditSeqTM. Dobiveni nukleotidni sljedovi poravnani su raéunalnim potprogramom
SeqManTM i usporedeni s nukleotidnim sljedovima B. caballi i T. equi pohranjenima u banci gena
GenBank. Banka gena pretraZzena je pomocu programa Basic Local Aligment Search Tool,

BLAST®.
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4.4, OBRADA UZORAKA KRPELJA | HEMATOFAGNIH INSEKATA

4.4.1. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZOM

4.4.1.1. Izdvajanje DNK iz pojedina¢nih primjeraka krpelja

Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) je izdvojena iz svakog pojedinacnog pohranjenog primjerka
krpelja i hematofagnog insekta koristenjem komercijalnog kita za izdvajanje DNK, RNK i proteina
insekata ,,Blood and tissue kit-NucleoSpin® DNA Insect* (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka),

prema uputama proizvodaca.

Izdvojena DNK je do daljnje uporabe u svrhu umnazanja specifi¢nog odsjecka 16S rRNA gena
krpelja i kasnijeg dokazivanja DNK patogena, pohranjena na 4°C u Laboratoriju za parazitologiju,

Hrvatskog veterinarskog instituta u Zagrebu.

4.4.1.2. Umnazanje odsjecka 16S rRNA gena krpelja

Lancana reakcija polimerazom (PCR) koriStena je kako bi se umnozio ciljni odsjecak 16S rRNA
gena duljine 460 parova baza (base pairs, bp) te kako bi se provjerila uspjeSnost ekstrakcije
krpeljne DNK svakog pojedinog krpelja. Takoder je koriStena za procjenu prikladnosti uzorka za
daljnju molekularnu analizu. KoriStena je prednja pocetnica (5-
CTGCTCAATGTTTTTTAAATTGCTGTGG-3") 1 straznja pocetnica (5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3") (BLACK 1 PIESMAN, 1994.).

Reakcija se sastojala od pocetne denaturacije na 94°C u trajanju od 2 minute. Zatim je uslijedilo

40 ciklusa pri uvjetima:
1.Denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom minute.
2. Prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 54°C tijekom 30 sekundi.
3. Produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 90 sekundi.

Nakon posljednjeg ciklusa, provedeno je produljenje na temperaturi od 72°C tijekom sedam

minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

4.4.1.3. Molekularno dokazivanje mikroorganizama u krpeljima i hematofagnim vektorima
Molekularno dokazivanje patogena je nakon umnaZanja odsjecka 16S rRNA gena krpelja, radeno

iz izdvojene krpeljne DNK svakog pojedinac¢nog primjerka krpelja. Izdvojena krpeljna DNK je
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prethodno bila pohranjena na 4°C u Laboratoriju za parazitologiju, Hrvatskog veterinarskog

instituta u Zagrebu.

4.4.1.4. UmnaZanje odsjecka 18S rRNA gena piroplazmi iz rodova Babesia i Theileria

U svrhu dokazivanja DNK piroplazmi rodova Babesia i Theileria te umnazanja ciljnog odsjecka
18S rRNA gena duljine 560 pb, koriStena je prednja pocetnica Bab F (5'-
GTCTTGTAATTGGAATGATGG-3") i straznja pocetnica Bab R (5'- CCAAAGACTTTGA
TTTCTCTC-3") (BECK i sur., 2009.).

Reakcija se sastojala od pocetne denaturacije na 94°C u trajanju od 2 minute. Zatim je uslijedilo

40 ciklusa pri uvjetima:
1. Denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 30 sekundi.
2. Prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 53°C tijekom 30 sekundi.
3. Produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 30 sekundi.

Nakon posljednjeg ciklusa, provedeno je produljenje na temperaturi od 72°C tijekom sedam

minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

4.4.1.5. Umnazanje odsje¢ka 16S rRNA gena proteobakterija iz porodice Anaplasmataceae
Za dokazivanje vrsta iz rodova DNK Anaplasma i Ehrlichia umnazan je odsje¢ak 16S rRNA gena
(PAROLA i sur., 2000.) duljine 345 pb. Koristene su prednja pocetnica EHRI16SD (5°
TAGCACTCATCGTTTACAGC-3") 1 straznja pocetnica EHR16SR(5'-
GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3").

Veci odsjecak od 1462 pb kojim je moguce umnoziti gotovo cijeli 16S rRNA gen koristio se u

slu¢aju pozitivnih uzoraka s ciljem kvalitetnije genetske tipizacije uzro¢nika (KAWAHARA i sur.,
2006.). Za umnazanje su koristene prednja pocetnica EC9 (5'- TACCTT GTTACGACTT-3") i
straznja pocetnica EC12 (5- TGATCCTGGCTCAGAACGAAC-3").

Reakcija se sastojala od pocetne denaturacije na 94°C u trajanju od 2 minute. Zatim je uslijedilo

35 ciklusa pri uvjetima:
1. Denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 30 sekundi.

2. Prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 52°C tijekom 30 sekundi.
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3. Produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 1 minute.

Nakon posljednjeg ciklusa, provedeno je produljenje na temperaturi od 72°C tijekom sedam

minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

4.4.1.6. Umnazanje odsjecka 16S rRNA gena hemotropnih bakterija iz roda Mycoplasma
Za dokazivanje DNK hemotropnih bakterija iz roda Mycoplasma umnazan je ciljni odsjecak 16S
rRNA gena (VARANAT i sur., 2011.) duljine 600 pb. KoriStene su prednja pocetnica Myco 322s
(5’- GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT-3") i straznja pocetnica Myco 938as (5'-
CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC-3").

Reakcija se sastojala od pocetne denaturacije na 94°C u trajanju od 2 minute. Zatim je uslijedilo

40 ciklusa pri uvjetima:
1. Denaturacija pri temperaturi od 94°C tijekom 30 sekundi.
2. Prihvacanje pocetnica pri temperaturi od 68°C tijekom 30 sekundi.
3. Produljenje pri temperaturi od 72°C tijekom 30 sekundi.

Nakon posljednjeg ciklusa, provedeno je produljenje na temperaturi od 72°C tijekom sedam

minuta. Reakcija je automatski zaustavljena pri temperaturi od 4°C.

4.4.1.7. Odredivanje nukleotidnih slijedova gena.

Uspjesnost umnazanja provjerena je vizualizacijom koriStenjem kapilarne elektroforeze QIAxcel-
om (Qiagen, Hilden, Njemacka) koriStenjem DNK Fast Analysis kita (Qiagen, Hilden, Njemacka),
te ,,size* (50 bp -1,5 kb/ 100 pb — 2,5 kb; QX DNA Size Marker, Qiagen) i ,,aligment markera“
(15 pb - 3 kb; QX Alignement Marker, Qiagen). Radi odredivanja nukleotidnih sljedova umnozeni
odsjecci procis¢eni su dodavanjem 2 pl ExoSAP-IT® PCR Clean-Up Reagent kita (USB
Corporation, Cleveland, SAD) prema uputama proizvodaca, te su potom inkubirani u

toplokruzniku na 37°C kroz 15 minuta i inaktivacijom na 80°C kroz 15 minuta.

PCR proizvodi su, nakon procis¢avanja, poslani u tvrtku Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska) radi odredivanja nukleotidnih sljedova u oba smjera. Racunalnim programom
Lasergene® (DINASTAR inc., Madison, Winsconsin, SAD), s pripadaju¢im potprogramima
SeqManTM i EditSeqTM rezultati su obradeni. Za poravnanja nekleotidnih sljedeova koristen je

racunalni program SeqmanTM. Zatim su usporedeni s dostupnim nukleotidnim sljedovima
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pohranjenima u banci gena (GenBank®) koja je pretrazena pomocéu programa Basic Local

Aligment Search Tool (BLAST®).

4.5. MAPIRANJE LOKACIJA KRPELJA I PRONADENIH PATOGENA
Radi bolje vizualizacije podataka, dobiveni rezultati mapirani su koristenjem racunalnog programa

QGIS (Open Source Geographic Information System, https://qgis.org/en/site/).

4.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka obavljena je programom Stata 13.1 (Stat Corp., SAD). Rezultati su
prikazani kao medijan, minimalna 1 maksimalna vrijednost ili kao aritmeticka sredina s
pripadaju¢om standardnom devijacijom, ovisno o razdiobi podataka. Vrijednosti su medusobno
usporedene t-testom ili testom za neparametrijske vrijednosti (Man Whitneyev U test). Za
usporedbu vrijednosti vise od dviju skupina koriSten je Kruskall-Wallis test. Za usporedbu varijabli
iskazanih u binarnom obliku (da/ne) koristen je hi-kvadrat ili Fisherov egzaktni test. Cimbenici
koji su bili statisticki povezani s ishodom uvrsteni su u model logisticke regresije. Dijagnosticki

testovi usporedeni su Kappa testom. Statisticki zna¢ajnom smatrane su vrijednosti p < 0,01.
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5. REZULTATI
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5.1. PRIKAZ CJELOKUPNE POPULACIJE TESTIRANIH KONJA

U istrazivanju je ukupno 834 uzoraka pune krvi konja pretrazeno PCR-om na prisutnost
piroplazmi, anaplazmi/erlihija i hemotropnih mikoplazmi. S ciljem identifikacije uzroénika u
uzorcima krvi pozitivnih konja zatim su analizirani sljedovi odsjec¢aka 18S rRNA piroplazmi i 16S
rRNA rodova Mycoplasma te Anaplasma i Erlichia. Istrazivani su i ¢imbenici rizika invazijama

navedenih uzroc¢nika.

Od ukupno 834 uzorka pune krvi, specifican odsje€ak DNK piroplazmi utvrden je u 299 (35, 85
%) uzoraka. Od toga je sekvenciranjem u 4 (1,3 %) konja utvrdena prisutnost B. caballi, a u ostala
295 (98,6 %) uzorka T. equi. MjeSovita invazija s oba uzro¢nika nije utvrdena. U svih Cetrnaest
konja koji su pokazivali klini¢cke znakove dokazana je T. equi, genotipovi A, D i E. Gotovo svi
uzorci akutno oboljelih konja potjecali su iz primorja, a samo 4 uzorka iz kontinentalne Hrvatske.
Dokazano je 5 razli¢itih skupina sekvenci. Nakon usporedbe sa dostupnim sekvencama u bazi gena
GenBank odgovorale su hapltotipovima T. equi A, D, E i B. caballi. Dokazan je i jedan novi

haplotip T. equi nazvan Al.

Bakterija A. phagocytophilum dokazana je u pet konja, hemotropna mikoplazma M. wenyonii u

samo jedne kobile.

5.2. PRIKAZ REZULTATA UZORKOVANJA KRVI KONJA PO ZUPANIJAMA RH

Broj invadiranih konja razlikovao se medu Zzupanijama. Najvec¢i udio pozitivnih konja u odnosu
na ukupan broj testiranih Zivotinja iz pojedine Zupanije zabiljezen je u Sisacko-moslavackoj
zupaniji, gdje je DNK uzro¢nika dokazana u svih testiranih konja (n = 53, 100%). Sljedeca
zupanija s najvi§im udjelom pozitivnih konja u odnosu na ukupan broj testiranih bila je
Dubrovacko-neretvanska zupanija, gdje je DNK uzro¢nika dokazana u 8 od ukupno 9 testiranih
konja (88,8 %). Visoka prevalencija zabiljeZena je i u Li¢ko-senjskoj Zupaniji, gdje je od ukupno
86 testiranih konja njih 55 (63,95 %) bilo invadirano. Prevalencije vise od 50% utvrdene su i u
primorju. Tako je u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji utvrdena prevalencija od 56,14%, u Istraskoj
zupaniji od 53,19 %, a u Sibensko-kninskoj Zupaniji od 75 %. Potpun prikaz testiranih konja po

Zupanijama RH i rezultata analiza se nalazi u Tablici 1.
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Tablica 1: Prikaz prisutnosti DNK uzroc¢nika piroplazmoze u krvi konja po zupanijama.

ZUPANIJA PCR+ | T.equiA | T.equi Al | T.equiD | T.equi E | B.caballi | Ukupno
Grad Zagreb 2 1 0 0 1 0 28
Zagrebacka 32 1 0 0 31 0 127
Krapinsko-zagorska 2 1 0 0 1 0 24
Sisalko-moslava¢ka 53 0 0 0 53 0 53
Karlova¢ka 1 0 0 0 1 0 22
Varazdinska 1 1 0 0 0 0 18
Koprivni¢ko-kriZevacka 12 0 0 0 12 0 56
Bjelovarsko-bilogorska 9 0 0 0 9 0 28
Primorsko-goranska 14 10 0 1 3 0 42
Li¢ko-senjska 55 0 5 0 50 0 86
Viroviticko-podravska 14 2 0 0 12 0 66
Osjecko-baranjska 6 0 0 0 6 0 68
Brodsko-posavska 2 2 0 0 0 0 10
Pozesko-slavonska 2 2 0 0 0 0 26
Vukovarsko-srijemska 1 0 0 0 1 0 10
Splitsko-dalmatinska 32 27 1 0 4 0 57
Istarska 25 20 1 0 0 4 47
Medimurska 1 0 0 0 1 0 10
Sibensko-kninska 15 10 0 4 1 0 20
Zadarska 9 8 0 1 0 0 28
Dubrovadkoe-neretvanska | 8 4 0 0 4 0 9
Ukupno 299 90 7 6 192 4 834
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Bakterija A. phagocytophilum dokazana je u dva konja iz Istarske, u dva iz Splitsko — dalmatinske

iu jedne kobile iz Pozesko — slavonske zupanije (slika 5.).

Hemotropna mikoplazma, M. wenyonii zabiljeZena je u samo jedne kobile iz Splitsko-dalmatinske

zupanije (slika 6.).

DNK piroplazmi dokazana je u uzorcima krvi 299 konja. Sekvenciranjem su identificirani
genotipovi T. equi A, A1, E i D. Najveci broj pozitivnih konja bio je invadiran genotipom T. equi
E (n = 192), zatim genotipom T. equi A (n = 90), dok je manji broj zivotinja bio invadiran
genotipovima T. equi AL (n=7) i T. equi D (n = 6). DNK parazita B. caballi dokazana je u Cetiri

konja.

Geografska proSirenost genotipova prikazana na karti pokazuje da su oba parazita, T. equi i B.
caballi, prisutna u Primorskoj Hrvatskoj, dok je u kontinentalnom dijelu zemlje dokazana samo T.
equi. Theileria equi genotip A dokazan je pretezito u primorskoj Hrvatskoj, ali i u sedam Zzupanija
u kontinentalnom dijelu RH. Genotip T. equi Al dokazan je u primorskoj Hrvatskoj i Lic¢ko-
senjskoj zupaniji, dok je genotip T. equi D zabiljezen iskljuc¢ivo u primorskoj Hrvatskoj.
Najrasireniji genotip bio je T. equi E, koji je utvrden u sve tri glavne geografske regije Republike

Hrvatske, primorskoj, gorskoj i kontinentalnoj Hrvatskoj (Graf 1).

Primorska Hrvatska ujedno je jedina regija u kojoj su zabiljeZzena sva Cetiri genotipa T. equi.
Takoder je uocena izrazita razlika u genotipskoj raznolikosti izmedu sjevernog i juznog dijela
primorskog podruéja. U sjevernom dijelu (Istra) zabiljeZena je ve¢a genotipska raznolikost (T. equi
A, T. equi Al i B. caballi), dok su u juznom dijelu obalnog podru¢ja dokazana dva T. equi

genotipa- A i E, $to je jasno vidljivo na geografskom prikazu (Slika 4.).

Dobiveni rezultati ukazuju na izrazenu regionalnu razliku u genotipskoj raznolikosti T. equi u
Hrvatskoj, pri ¢emu je najveca raznolikost genotipova zabiljezena u primorskoj Hrvatskoj, dok je
u kontinentalnim podru¢jima prisutnost piroplazmi bila ograni¢ena iskljucivo na T. equi, Uz manju

genotipsku raznolikost.
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Broj invadiranih konja 7. equi genotipovima na
razini regija RH
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Graf 1. Zastupljenost T. equi genotipova na razini regija RH.
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T. equi A, T.equi D
| A T.equiE, T.equiA, T. equiD
| A T.equiA, T. equiAL, B. caball
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Slika 4. Geografska rasprostranjenost genotipova T. equi i B. caballi na podru¢ju RH (QGIS).

Slika 5. Rasprostranjenost bakterije A. phagocytophilum u konja na podruéju RH (QGIS).
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Slika 6. Rasprostranjenost hemotropne mikoplazme M. wenyonii u konja na podru¢ju RH (QGIS).

5.3. ODNOS IZMEDPU CIMBENIKA RIZIKA I PCR STATUSA TESTIRANIH KONJA
5.3.1. Vrijeme provedeno na pasnjaku

Prosje¢no vrijeme boravka invadiranih konja na pasnjaku iznosilo je 18h (+ 8,8), a onih gdje
invazija nije zabiljezena 13 h (£ 8,8). Vrijeme provedeno na paSnjaku statistiCki se znacajno

razlikovalo izmedu PCR pozitivnih i PCR negativnih konja (Wilcoxon test, p < 0.001).

Logisticka regresija pokazuje kako se rizik invazije mijenja s vremenom provedenim na pasnjaku.
Svaki dodatni sat vremena provedenog na pasnjaku povecava izglede invazije za oko 7 %. Dulje
vrijeme provedeno na pasnjaku je testom logisticke regresije bilo statisticki znacajno povezano s

ve¢om vjerojatnoscéu pozitivnog PCR nalaza (p < 0.001).

5.3.2. Namjena

Od 834 testiranih konja, 175 (20,98%) se koristilo u svrhu uzgoja, 496 (59, 47%) za rekreaciju,
121 (14, 5%) za sport, a 42 (5,0 %) konja su u vrijeme testiranja bila u mirovini. U 76,6 % uzoraka
krvi konja iz kategorije uzgoja je dokazan DNK piroplazmi sto ih ¢ini kategorijom najizloZzenijom

tim patogenima. Zatim slijedi kategorija rekreacije (29,1 %), dok su sportski (13,2 %) i umirovljeni
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konji (7,3 %) imaju znatno nizu ucestalost izloZenosti patogenima (Graf 2.). Chi-square test
pokazuje da se ucestalost PCR pozitivnih konja statisti¢ki znacajno razlikuje izmedu razli¢itih

namjena drzanja (p<0.001).

Povezanost namjene s PCR statusom

7o) h
rekreacija F

sport —
umirovljeni —

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B uzrocnik nije dokazan ~ B uzrocnik dokazan

Graf 2. Povezanost namjene s PCR statusom.

Pretrazeno je ukupno 662 uzoraka krvi konja toplokrvnih pasmina (79,3 %) i 172 hladnokrvnih
(20,6 %). Od hladnokrvnih pasmina najée$¢e su bile hrvatske autohtone pasmine-hrvatski
hladnokrvnjak i hrvatski posavac. DNK uzro¢nika piroplazmoze konja je dokazan u krvi 164
zivotinja (24,7 %) toplokrvnim pashmina, a nije dokazan u uzorcima krvi 499 toplokrvnih konja
(75, 3 %), Kod hladnokrvnih konja rezultat je bio gotovo obrnut. DNK uzro¢nika piroplazmi je
dokazan u 135 (78,5 %) uzoraka krvi, a nije dokazan u samo 37 (21,5 %) (Graf 3). Logistickom
regresijom ustanovljeno je moguénost DNK piroplazmi u uzorcima krvi hladnokrvnih pashmina
konja jedanaest puta vece nego u konja toplokrvnih pasmina. S 95 % pouzdanos$¢u procjenjuje se
da su izgledi invazije kod hladnokrvnih konja izmedu 7.48 1 16.83 puta ve¢i nego kod toplokrvnih
(C1959% 7.48 do 16.83).
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Povezanost pasmine s PCR statusom
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Graf 3. Povezanost pasmine s PCR statusom.

5.3.3. Dob

Prosje¢na dob invadiranih konja (n=299) iznosila je 9,5 godina (+ 6,6), a ona zdravih konja
(n=536) je bila 12 godina (£ 6,6). Ustanovljena je statisticki znacajna razlika izmedu invadiranih
konja i onih u kojima parazit nije detektiran (p<0.001). Prosje¢na dob konja invadiranih B. caballi
(n=4) bila je 8 godina (z 8), a ona u konja invadiranih T. equi 9,5 godina (n = 295). Nije utvrdena
statisti¢ki znacajna razlika u dobi izmedu konja pozitivnih na ova dva uzro¢nika (p = 0,6302).
Nadalje, prosje¢na dob konja invadiranih T. equi genotipom A iznosila je 10,4 (+ 6,4), a raspon
dobi bio je od devet mjeseci do 27 godina. Kod genotipa Al prosjek dobi je iznosio 4,3 godine (£
2,3) uz raspon dobi od 1-8 godina. Kod genotipa D, prosje¢na dob invadiranih konja bila je 11 (+
7 godina), a raspon dobi je iznosio od pet do 23 godine. NajviSe pozitivnih konja pripadalo je
genotipu E, prosje¢ne dobi 0od 9,2 (+ 6,7) godine i dobnog raspona od jedne do 30 godina. Obzirom
da pretpostavka normalne raspodjele nije bila zadovoljena, za usporedbu dobi izmedu razli¢itih
genotipova primijenjen je Kruskal-Wallisov test. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u
distribuciji dobi izmedu razli¢itih genotipova (H (3) = 9,26; p = 0,026). Ovaj rezultat ukazuje na
to da se dob konja statisticki zna¢ajno razlikuje izmedu najmanje dva genotipa T. equi. Najniza
prosjecna dob zabiljeZena je kod genotipa Al, dok su viSe prosje¢ne vrijednosti utvrdene kod
genotipa A i D. Unato¢ tome, vazno je naglasiti da su genotipovi Al i D zastupljeni s vrlo malim

brojem zivotinja Sto moZze utjecati na rezultate analize.
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Graf 4. Krivulja logisticke regresije s predvidenom vjerojatnos¢u infekcije (y) u odnosu na dob

konja u godinama (x).

5.3.4. Spol

Istrazivanje je obuhvatilo 472 kobile, 290 kastrata 1 72 pastuha iz svih Zupanija RH. Ucestalost
PCR-pozitivnih konja statisticki se razlikovala izmedu skupina po spolu (¥2 test, p = 0,003).
Najvisa prevalencija uzro¢nika piroplazmoze zabiljezena je u pastuha (43,1%), zatim u kobila

(39,4%), dok je najniza zabiljezena u kastrata (28,3%) (Graf 4).

Pri analizi varijabli tipa pasmine uspostavilo se da hladnokrvni konji imaju 11 puta vece izglede
biti PCR pozitivni od toplokrvnih. Nakon prilagodbe za dob i spol, svaka dodatna godina starosti
smanjuje izglede invazije za 3% (OR = 1-0.97=0.03). Spol nije znac¢ajan faktor nakon prilagodbe
za dob i tip pasmine. Ranije je parametar spol bio znacajan u X2 testu, ali kad su dodani parametri

dobi i tipa pasmine, utjecaj ¢imbenika spola nestaje i nije viSe znacajan.
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Graf 5. Povezanost spola i PCR statusa.

5.3.5 Period prisutnosti krpelja na konjima tijekom godine

Podaci o razdoblju prisutnosti krpelja na konjima prikupljeni su putem upitnika koji su ispunjavali
vlasnici zivotinja. Kao moguci odgovori ponudeni su sljede¢i vremenski periodi: tijekom cijele
godine, od kraja zime do ljeta, samo u proljece, od proljeca do jeseni, od proljeca do zime, tijekom
proljeca i jeseni, tijekom prolje¢a i ljeta te nikada. Analizom povezanosti izmedu razdoblja
prisutnosti krpelja 1 invazije piroplazmama utvrdena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti
invadiranih konja medu promatranim skupinama (2 test, p < 0,001). Opcenito je uoceno da se s
produljenjem razdoblja prisutnosti krpelja povecava i ucestalost konja u kojih je dokazana DNK
piroplazmi. Najveci udio invadiranih konja zabiljezen je u skupinama u kojima su vlasnici naveli
da su krpelji prisutni tijekom duljeg dijela godine. Tako je u skupini konja kod kojih su krpelji
prisutni tijekom proljeca i ljeta invazija piroplazmama utvrdena u 76 % Zivotinja, dok je u skupini
u kojoj su krpelji prisutni tijekom proljeca i jeseni zabiljezeno 71,2 % invadiranih konja. Visoka
prevalencija zabiljeZena je 1 u skupini u kojoj su krpelji prisutni od prolje¢a do zime, gdje je 49 %
konja bilo invadirano. S druge strane, u skupini konja kod kojih su vlasnici naveli da krpelji nikada

nisu prisutni nije zabiljeZen niti jedan konj u kojem je dokazana DNK piroplazmi.

5.3.6. Pristup pasnjaku.
Ucestalost invazije piroplazmama nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu konja s pristupom

pasnjaku i onih bez pristupa (y? test, p = 0,93). Od ukupno 821 testiranog konja s pristupom
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pasnjaku, DNK piroplazmi dokazana je u 294 Zivotinje (35,8 %), dok je 527 konja (64,1 %) bilo
negativno. U skupini konja bez pristupa pasnjaku analizirano je ukupno 13 zivotinja, pri ¢emu je
DNK piroplazmi dokazana u 4 konja (30,8 %), dok je 9 konja (69,2 %) bilo negativno (Graf 5).
Rezultati Chi-square testa pokazali su da ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti
invazije piroplazmama izmedu konja s pristupom pasnjaku i onih bez pristupa (p = 0,9326).
Medutim, potrebno je naglasiti da je broj konja bez pristupa pasnjaku bio vrlo malen (n = 13) u
usporedbi s brojem konja s pristupom pasnjaku (n = 821), §to je moglo utjecati na pouzdanost
statisticke analize i interpretaciju dobivenih rezultata. Dobiveni rezultati upuéuju na to da pristup
pasnjaku u ovom istraZzivanju nije bio znaCajan Cimbenik povezan s pojavom invazije

piroplazmama.

Povezanost ¢imbenika pristupa pasnjaku i PCR statusa

bez pristupa pagnjaku F

s pristupom pasnjaku
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W uzrocnik nije dokazan B uzrocnik dokazan

Graf 6. Povezanost ¢imbenika pristupa pasnjaku i PCR statusa

5.4. Slijed odsjecka 18S rRNA gena

Lancanom reakcijom polimerazom odsjeCak 18S rRNA gena piroplazmi umnozen je u 299
(35,85%) od 834 pregledana uzorka, te je sekvencioniranjem utvrdeno da od toga 295 (98,6 %)
sljedova pripada T. equi te ¢etiri (1,3 %) slijeda B. caballi. Svi slijedovi B. caballi pripadaju istom
genotipu, dok je kod T. equi prisutno ¢etiri genotipa, koji su imenovani T. equi genotip A (n = 90),
T. equi genotip Al (n=7), T. equi genotip D (n=6) i T. equi genotip E (n=192). Slijedovi T. equi A
i T. equi E dugi su 1581 parova baza i medusobno se razlikuju na 52 lokusa (3,3 %). GenBan
(NCBI - National Center for Biotechology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pretraZzen
je BLAST-om (Basic Local Alignment Search Tool) i pronadeno devet sljedova B. caballi te 41
slijed T. equi. Usporedbom sljedova iz GenBank baze sa sljedovim dobivenim u ovom istrazivanju

utvrdeno je da je genotip T. equi E identi¢an slijedu KF559357 (TIAN isur., 2013.) koji je izoliran

64



iz krvi konja iz Kine, te identican slijedu HM229407 (SEO i sur., 2011.) koji je izoliran iz krvi

konja iz Juzne Koreje.

5.5. REZULTATI MORFOLOSKE DETERMINACIJE PRIKUPLJENIH UZORAKA
KRPELJA | HEMATOFAGNIH INSEKATA.

5.5.1. Rezultati morfoloSke determinacije prikupljenih krpelja

Identificirano je pet rodova krpelja: Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes i Rod
Hyalomma bio je najzastupljeniji (1175/2086, 56, 33%), zatim rod Dermacentor ( 398/2086, 19,08
%), rod Rhipicephalus (365/2086, 17, 50%), rod Ixodes (124/2086, 5,94%) te na kraju rod
Haemaphysalis s najmanje primjeraka ( 24/2086, 1, 15%) (Graf 6, Slika 8).

5.5.1.2 rod Dermacentor

Morfoloskom identifikacijom su dokazane dvije vrste roda Dermacentor: D. marginatus i D.
reticulatus. 24 krpelja vrste D. marginatus prikupljeni su s lokacija Li¢ki Ribnik i Suknovci.
Znacajno vise primjeraka prikupljeno je od vrste D. reticulatus. Ukupno 374 krpelja ove potjecalo
je s lokacija: Seovica, Li¢ki Ribnik, Bjelovar, Konak, Vrbovec, Sjeverovac, Desno Zeljezno 1

Jalkovec.

5.5.1.3. rod Haemaphysalis

Rod Haemaphysalis zastupljen je s tri vrste: H.concinna, H.punctata (slika 7.) i H. sulcata. Samo
tri krpelja vrste H.concinna prikupljena su s lokacija Pinezi¢i i Seovica. Morfoloski je
determinirano 20 krpelja vrste H.punctata prikupljenih s lokacija: Lopac¢a, Suknovci te Pineziéi.

Samo jedan krpelj vrste H. sulcata potjecao je s podruéja Pinezica.
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Slika 7: Krpelji vrste H. punctata. (Izvor: autor)

5.5.1.4. rod Hyalomma

1z roda Hyalomma morfoloski su determinirane dvije vrste: H. marginatum i H. scupense. Ukupno
je prikupljeno 1030 krpelja vrste H. marginatum s lokacija: Medulin, Hrboki, Seovica, Labin,
Li¢ki Ribnik, Lopa¢a, Karlobag, Suknovci, Knin, Cilipi i Pinezi¢i te 145 krpelja vrste H. scupense

s lokacija: Medulin, Labin, Lopaca, Suknovci, Cilipi i Pineziéi.

5.5.1.5. rod Ixodes
Prikupljeno je 124 primjeraka krpelja roda Ixodes. Morfoloskom identifikacijom dokazana je samo
jedna vrsta - Ixodes ricinus. Krpelji su prikupljeni s lokacija: Seovica, Labin, Li¢ki Ribnik, Lopaéa,

Odranski obrez, Konak, Vunkovei, Jalkovec, Dragani¢, Molvice i Pinezi¢i.

5.5.1.6. rod Rhipicephalus
Morfoloskom identifikacijom su dokazane dvije vrste roda Rhipicephalus: R. bursa i R. turanicus.
Prikupljeno je 115 krpelja vrste R. bursa s tri primorske lokacije: Zadar, Suknovci i Pinezici.

Prikupljeno je ukupno 250 krpelja vrste R. turanicus, svi s lokacije Cilipi.
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Slika 8. Lokacije prikupljenih vrsta krpelja (QGIS).

Zastupljenost rodova krpelja
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= rod Ixodes = rod Rhipicephalus

Graf 7. Zastupljenost rodova krpelja u istrazivanju.
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5. 5. 2. Rezultati morfoloske analize prikupljenih uzoraka hematofagnih insekata.

Tijekom hvatanja ve¢i dio obada je bio ostecen pa je morfoloska identifikacija na razini roda,
pomocu kljuceva u literaturi navedenoj u Materijalima i metodama, provedena na 50 od 128
prikupljenih jedinki. Ukupno su morfoloski identificirana tri roda obada: Tabanus, Haematopota
i Philipomyia. Rod Haematopota bio je najzastupljeniji s 24/50 jedinki. Najveci broj insekata
potjecao je s podru¢ja Iste, a nekoliko jedinki je dostavljeno s podruéja Bjelovara i Seovice.
Slijedio je rod Tabanus s 19 jedinki s podrugja Istre i Seovice. Najmanje je bio zastupljen rod

Philipomyia sa samo sedam jedinki s podru¢ja Li¢kog Ribnika.

Ukupno je prikupljeno i sedam muha koje su morfoloski identificirane kao Hermentia illucens
(417, Bjelovar), Musca domestica (2 /7, Bjelovar, Hrboki) i Stomoxys calcitrans (1/7, Seovica).

Morfoloskom identifikacijom utvrdeno je da sve koznatice pripadaju vrsti H. equina (Slika 9.).

—— T _ ekl s A
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Slika 9. : Konjska koznatica (Hippobosca equina). (Izvor: autor)

68



5.6. REZULTATI MOLEKULARNE ANALIZE PRIKUPLJENIH UZORAKA KRPELJA
| HEMATOFAGNIH INSEKATA

5.6.1. Rezultati molekularnih analiza hematofagnih insekata

DNK barkodingom (Marcrogen Inc.) identificirano je sedam vrsta obada: Haematopota grandis,
Haematopota italica (Slika 12., Slika 13.), Haematopota pluvialis (Slika 11.), Philipomyia graeca,
Tabanus bromius (Slika 14.), Tabanus exclusus (Slika 10.) i Tabanus sudeticus. Prikaz vrsta i

rasprostranjenost po lokacijama je prikazana u tablici 2.

Slika 10. Glava i usni aparat vrste T. exclusus. (Izvor: autor)
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Slika 11. Prednji dio vrste H. pluvialis. (1zvor: autor)

Slika 12. Prednji dio vrste H. italica. (Izvor: autor)
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Slika 13. Krilo vrste H. italica s karakteristi¢nim Sarama. (l1zvor:

autor)

Slika 14. Prednji dio vrste T. bromius. (Izvor: autor)
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Na prisutnost patogena je pretrazeno ukupno 162 obada vrsta H. grandis, H. italica, H. pluvialis,
P.graeca, T. bromius, T. exclusus i T. sudeticus. Testirano je i 53 konjskih koznatica te jedna muha
vrste S. calcitrans. U niti jednom pretrazenom insektu nije dokazan DNK rodova Babesia/

Theileria, Anaplasma / Erlichia ili Mycoplasma.

Tablica 2. Prikaz vrsta i rasprostranjenosti prikupljenih obada.

Bilaj | Bjelovar | Hrboki | Rakovica | Licki Medulin | Ozalj Seovica | Spisi¢
Ribnik Bukovica

Philipomyia + +

graeca

Haematopota | +
grandis

Haematopota + + + +
italica

Haematopota + + + +
pluvialis

Tabanus +

bromius

Tabanus + +

exclusus

Tabanus + + + + +

sudeticus

5.6.2. Rezultati molekularnih analiza krpelja.

Pretrazeno je 87 krpelja. Analizirani su sljedovi odsje€aka 18S rRNA piroplazmi i 16S rRNA
rodova Mycoplasma te Anaplasma i Erlichia. Ukljuene su bile vrste: D. marginatus (n=4),
D.reticulatus (n=9), R. turanicus (n=5), R. bursa (n=26), H. marginatum (n=1), H. punctata (n=2),
H. concinna (n=2) te I. ricinus (n= 38). Od 87 krpelja, u 25 je dokazan jedan od uzoro¢nika
piroplazmoze konja (28,74 %). Od toga je prevalencija B. caballi iznosila 8 % (2/25), a T. equi
92 % (23/24). Prevalencija bakterija A. phagocytophilum bila je 2, 30 % (2/ 87). Rod Mycoplasma

nije pronaden.
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U dva krpelja vrste D. marginatus je dokazan DNK uzro¢nika B. caballi. U ¢etiri jedinke D.
reticulatus je dokazan genotip T. equi E, a u jednom B. caballi. Od 26 testiranih krpelja R. bursa,
u deset je dokazan genotip T. equi A, u tri T. equi E . U dva krpelja vrste R. turanicus je dokazan
T. equi A, a u jednom T. equi E. Genotip T. equi E dokazan je i u vrsti H. marginatum. DNK
uzro¢nika A. phagocytophilum dokazan je u dva krpelja vrste I. ricinus. Oba krpelja vrste H.

concinna polucila su negativan rezultat na testiranju. (Tablica 3., Slika 15.).

Na podrugju Cazme, Cilipa, Pineziéa, Seovice i Sjeverovca zabiljeZena je prisutnost patogena i u
krpeljima i u krvi konja. Samo na podru¢ju Lickog Ribnika je dokazan uzro¢nik B. caballi u
krpeljima no u krvi konja je dokazana samo T. equi genotip E. U Konaku je u dva konja dokazana
T. equi genotip E no u krpeljima nisu dokazni patogeni. U Labinu su dokazani uzro¢nici A.
phagocytophilum, B. caballi i dva genotipova T. equi. Unato¢ tome, u pretrazenim krpeljima vrste
. ricinus nije detektiran niti jedan patogen. Sli¢na situacija je i na podruc¢ju Lopacée u Primorsko —
goranskoj Zupaniji. Na podrué¢ju Desnog Zeljezna u Sisa¢ko — moslavackoj Zzupaniji prisutna je
bila stopostotna prevalencija uzro¢nika T. equi genotipa E u krvi konja s tog podrucja. Unatoc
tome, uzro¢nik nije dokazan u testiranim krpeljima. U Dragani¢u, Jalkovcu i Molvicama

istrazivani patogeni nisu dokazani niti u konjima niti u krpeljima.

@ Babesia caballi
@ Theileria equi E -
@ T. equi E, Anaplasma phagocytophilum 0 50
O T.equiE T.equiA

Slika 15. Geografski prikaz patogena pronadenih u krpeljima (QGIS)
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Tablica 3. Prikaz patogena detektiranih u krpeljima uz nalaz patogena u krvi konja.

LOKACIJA VRSTA KRPELJA PATOGENI PATOGENI
DOKAZANI U | DOKAZANI U KRVI
KRPELJIMA KONJA
CAZMA D. reticulatus T.equi E T.equi E
l.ricinus A.phagocytophilum

CILIPI R.turanicus T.equi A T.equi E T.equi A, T.equi E

DESNO ZELJEZNO | D.reticulatus - T.equi E

DRAGANIC I.ricinus - -

JALKOVEC l.ricinus - -

KNIN D. marginatus - -

KONAK D.reticulatus - T.equi E

l.ricinus -

LABIN l.ricinus - T.equi A, T.equi E,
B.caballi, A.
phagocytophilum

LICKI RIBNIK D. marginatus B. caballi T. equi E

D.reticulatus B. caballi
H.punctata -
I. ricinus -

LOPACA I.ricinus - T. equi A, T. equi D,
T.equi E

MOLVICE l.ricinus - -

PINEZICI R.bursa T.equi A, T.equi E T. equi A

H.concinna -
H.marginatum T. equi E
H.punctata -
l.ricinus -

SEOVICA D.reticulatus T.equi E T. equi A,

A. phagocytophilum
l.ricinus A. phagocytophilum

SJEVEROVAC D. reticulatus T. equi E T. equi E
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6. RASPRAVA

75



Ovim istrazivanjem provedena je do sada najopseznija molekularna analiza uzro¢nika
piroplazmoze, anaplazmoze i hemotropnih mikoplazmi u populaciji konja te njihovim
hematofagnim ektoparazitima na podrucju Republike Hrvatske. IstraZivanje je obuhvatilo velik
broj uzoraka krvi konja iz svih hrvatskih Zupanija, uz istodobno prikupljanje podataka o
zivotinjama, nacinu drzanja, namjeni, kretanju, boravku na pasnjaku i izlozenosti vektorima. Time
je, za razliku od ranijih istraZivanja, omogucena ne samo procjena molekularne ucestalosti
istrazivanih patogena, nego 1 Sira interpretacija njihove geografske raspodjele, genetske
raznolikosti te mogucih ¢imbenika koji utjecu na odrzavanje i Sirenje ovih infekcija u populaciji

konja.

Najvazniji nalaz ovog istrazivanja jest potvrda da je piroplazmoza konja $iroko rasprostranjena u
RH. Molekularna prevalencija piroplazmi iznosila je 35,85 %, pri ¢emu je izrazito prevladavala
vrsta T. equi, dok je B. caballi dokazana znatno rjede (0, 48%) . Ovakav omjer izmedu dvaju
uzro¢nika u skladu je s njihovom biologijom. Za razliku od B. caballi, koja se u konja ¢esto smatra
vremenski ograni¢enom infekcijom i uzrokuju tezak oblik bolesti, T. equi mozZe perzistirati
godinama ili dozivotno, zbog Cega invadirane Zivotinje predstavljaju dugotrajan rezervoar za
vektore. Takva bioloska osobitost vjerojatno je jedan od glavnih razloga zasto je T. equi u ovom
istrazivanju gotovo potpuno dominirala medu pozitivnim nalazima (RUEGG i sur., 2007.;

DUASQ i sur., 2025).

U svim Zupanijama RH dokazan je bar jedan pozitivan konj. Stopostotna prevalencija uzrocnika
piroplazmoze konja zabiljeZena je u Sisacko- moslavackoj zupaniji i moze se objasniti boravkom
zivotinja na slobodnoj ispasi cijele godine. Takav nacin drzanja pove¢ava mogucnost kontakta s
krpeljima, osobito u podrucjima gdje se pasnjaci preklapaju s rubnim Sumskim stanistima, vlaznim
livadama i drugim pogodnim biotopima za razvoj krpelja. IstraZivanje autora GARCIA-
BOCANEGRA i sur. (2013) pokazala je da se rizik od seropozitivnosti na invadiranost s B. caballi
povecava 3 do 5 puta ako su zivotinje drzane u uvjetima na otvorenom povezanim S
poljoprivrednim aktivnostima, u kombinaciji s lo$ijim i zoohigijenskim uvjetima drzanja. Osim
Sisa¢ko — moslavacke, od ostalih Zupanija na kontinentu, nesto viSe prevalencije su zabiljezene u
Zagrebackoj zupaniji (25,20 %) , koja je ujedno i Zupanija s najvi§im brojem testiranih konja te u
Bjelovarsko —bilogorskoj s 32,14 %. U istrazivanju GOTIC (2015) podrugje Sisatko —moslavacke

zupanije je takoder imalo najviSu prevalenciju uzro¢nika piroplazmoze (72,73 %), dok su u ostalim
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Zupanijama prevalencije znatno manje ili uzrocnik uopce nije dokazan. Tako je na podrucju
Zagrebacke zupanije tada prevalencija uzro¢nika piroplazmoze konja iznosila 4,69 %, a u
Bjelovarsko — bilogorskoj uzro¢nici nisu dokazani. U Li¢ko — senjskoj zupaniji ispitivana su samo
dva uzorka krvi konja od kojih je u jednom dokazan uzro¢nik. Razlika izmedu prevalencija
uzroc¢nika bolesti po Zupanijama ovisi i o ukupnom broju konja u nekoj Zupaniji. Tako je prema
podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (HAPIH), broj registriranih konja u 2024.
godini iznosio 35. 920 zivotinje. Najvise grla zabiljezeno je u Sisacko-moslavackoj (n = 8.736) i
Zagrebackoj zupaniji (n = 3.145). Najmanje konja je registrirano na podru¢ju Dubrovacko-
neretvanske (n = 191) i Medimurske Zupanije (n = 362) (IVKIC i sur., 2024.). 1 u ovom
istraZzivanju najmanji broj konja je testiran u Dubrovacko — neretvanskoj (n = 9) 1 Medimurskoj
zupaniji (n = 10), ali takoder i u Brodsko — posavskoj i Vukovarsko — srijemskoj Zupaniji gdje je
testirano samo deset konja. Na tim podrucjima, posebice na podrucju Slavonije, potrebno je
provesti istrazivanje na ve¢em broju konja kako bi se dobio pouzdaniji podatak o stvarnoj

prevalenciji uzro¢nika bolesti.

Pri obrazlaganju dobivenih prevalencija uzroénika bolesti u ovom istrazivanju, paznju treba
obratiti i na lokacije testiranih konja unutar Zzupanija. Primjerice, u Bjelovarsko — bilogorskoj
Zupaniji osam konja od 28 bilo je locirano na podru¢ju Cazme. U svih osam testiranih konja
dokazan je uzro¢nik T. equi. Rije¢ je bila o staji gdje se konji koriste za uzgoj i rekreaciju te ve¢inu
vremena provode zajedno na pasnjaku, a pristup imaju i pasi u kanalu blizu vodene povrsine gdje
je oCekivana veca ucestalost krpelja i hematofagnih vektora. Rast i Sirenje krpelja iz roda Ixodes
pogoduje umjerena temperatura i visoka relativna vlaznost tijekom kisne sezone (MEDLOCK i
sur., 2013.). U ostalih staja na podruéju te Zupanije, uzroc¢nici su po lokacijama dokazani samo

sporadicno ili nisu dokazani.

Posebno je zanimljiva situacija i u Zagrebackoj Zupaniji gdje je od 128 testiranih konja, 57
testirano na podru¢ju Vrbovca. Od njih 57, 27 (47,37 %) je testirano pozitivno na uzro¢nika T.
equi. Rije¢ je bila o konjima namjenjenima uzgoju na slobodnoj ispasi te o rekreativnim konjima
koji se koriste za terenska jahanja po sumovitim predjelima. Takoder, dvije pozitivne kobile s tog
podrucja su kupljene iz Splitsko- dalmatinske te Istarske Zupanije ¢ime se pokazuje i vaznost ne
samo lokacije i na¢ina drzanja i koriStenja, nego i ¢imbenika transporta konja (AIDA i sur, 2023.)

prilikom kupoprodaje. Cimbenik kupoprodaje znadajan je i u obja$njavanju prevalencije u
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Vukovarsko - srijemskoj zupaniji gdje je u samo jednog konja dokazan uzro¢nik T. equi. Za njega
je poznato da je u Stalu u Vinkovcima pristigao iz Sisacko- moslavacke zupanije gdje je cijeli zivot
proveo na slobodnoj ispasi. Za jednog od dva konja u kojima je dokazan uzro¢nik T. equi u
Krapinsko - zagorskoj zupaniji, poznato je da je kupljen prije godinu dana iz Istarske zupanije. U
Koprivni¢ko- krizevackoj zupaniji, od 12 pozitivnih konja, sedam se nalazilo u istoj Stali. Vlasnik
ih koristi za uzgoj, a sve ih je nabavio iz Vrbovca, gdje su prije toga boravili na slobodnoj ispasi.
Staja je takoder na samoj granici Koprivni¢ko-krizevacke zupanije, samo nekoliko minuta voznje
od spomenute staje u Vrbovcu pa iako je rijec o dvije razli¢ite Zupanije, smatra se da su klimatski

uvijeti i populacija hematofagnih vektora isti (KRCMAR i sur., 2011)

Od ostalih zupanija u kontinentalnom dijelu RH, zanimljiva je niska prevalencija uzro¢nika
piroplazmoze konja na podru¢ju Slavonije, unato¢ tome §to je to jedno od podrucja s najvisSom
populacijom konja u RH, dok je u susjednoj Madarskoj ukupna prevalencija uzroénika
piroplazmoze iznosila je znacajno vise 49 % (FARKAS i sur., 2013.). Unatoc relativno visokom
broju konja testiranth na podrucju OsjeCko-baranjske zupanije, prevalencija uzro¢nika
piroplazmoze je iznosila samo 8,82 % (n = 6). Od Sest invadiranih zivotinja, tri su potjecale iz iste
Stale s podruéja opéine Vardarec gdje se konji koriste za natjecanja u utrkama daljinskog jahanja
(eng. endurance). Obzirom da se te utrke na podru¢ju RH trée po Sumovitim podrucjima, moguce
je da konji tijekom utrke i priprema budu izloZeni hematofagnim vektorima. Vecina ostalih konja
testiranih u toj Zupaniji boravila je u sportskoj staji s ograni¢enim izlascima na pasnjak (samo 1-
2h dnevno). Vlasnici ih timare svaki dan prije rada pa je samim time i smanjena moguénost
prijenosa bolesti krpeljima. U Brodsko — posavskoj Zupaniji, od dva konja u kojima je dokazan
uzro¢nik T. equi, za jednog je poznato da je dio zivota proveo u Istarskoj Zupaniji, od kuda je i
kupljen prije nekoliko godina te doveden u §talu gdje je prilikom provodenja ovog istraZzivanja i

testiran.

U Viroviticko — podravskoj zupaniji, u ¢etrnaest konja je dokazana T. equi. Sedam od Cetrnaest
zivotinja se koristilo u svrhe uzgoja i provodili su veéinu vremena na ispasi. Ostali konji su
rekreativni konji koje vlasnici Cesto izvode na terenska jahanja gdje su izlozeni hematofagnim
vektorima. U Pozesko — slavonskoj zupaniji oba konja u kojima je dokazan uzro¢nik T. equi

potjecu iz iste Stale. Koriste se za rekreaciju i ve¢inu vremena provode na paSnjaku.
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Na podrucju Karlovacke, Medimurske i Varazdinske zupanije uzro¢nik T. equi dokazan je samo u
jednom konju. Razlog niske prevalencije mozda lezi i u tome §to je iz tih Zupanija ujedno testirano
vrlo malo konja (n = 22, n =10, n = 18). Podrucje Primorsko- goranske obuhvaceno je s nekoliko
Stala s podrucje Lopace (opcina Jelenje) i okolice te otoka Krka. Na podruc¢ju Lopace testirani
konji su primarno koristeni za rekreativno jahanje. U okolici Stale gdje vlasnici odlaze na teren
obilje je vektora zbog guste vegetacije, a tom podrucja borave i goveda na slobodnoj ispasi, u
sklopu sustava poticaja. To je znacajan podatak obzirom da je poznato da napasanje konja i goveda
moze biti jedan od ¢imbenika rizika prijenosa uzro¢nika bolesti na konje putem vektora (GUIDI i
sur., 2015.; JURKOVIC i sur, 2020). Konji se drZe u boksevima no veéinu dana provode na
pasnjacima. Na otoku Krku konji se svi drze u lauf Stalama, a na lokaciji Pinezi¢i konji Zive
zajedno s nekoliko ovaca. Teren je krski, ispasa oskudna no vektori su prisutni u velikom broju
cijele godine, posebice tijekom toplijih mjeseci. Visoka izloZenost vektorima i blaga klima
objasnjavaju i prevalenciju od 33, 33 % u toj Zupaniji. Ovi podaci o niskoj prevalenciji na podrucju
Slavonije te Karlovacke, Medimurske i Varazdinske Zupanije odgovaraju i rezultatu istraZivanja
GOTIC (2015). Unatod tome, prije deset godina uzroénici piroplazmoze u Primorsko — goranskoj

zupaniji nisu dokazani, a u ovom istrazivanju prevelencija je iznosila 33,33 %.

S druge strane, visoka prevalencija u priobalnim 1 mediteranskim zupanijama moze se povezati s
klimatskim uvjetima koji omogucéuju dulju sezonsku aktivnost vektora. Blage zime, dulja
vegetacijska sezona i ve¢i broj dana pogodnih za aktivnost krpelja stvaraju uvjete u kojima prijenos
piroplazmi moze trajati dulje nego u kontinentalnim podru¢jima. Krpelji roda Dermacentor,
posebno D. marginatus ostaju aktivni tijekom zime i dobro preZivljavaju u podrucjima s rijetkom
vegetacijom (ESTRADA-PENA i sur. 2004.; RUBEL i sur. 2016.).

U tom smislu, primorska Hrvatska predstavlja posebno vazno podrucje za pracenje piroplazmoze
konja, ne samo zbog visoke prevalencije, nego i zbog dokazane najvece genetske raznolikosti
uzro¢nika. Sli¢ni obrasci opisani su i u drugim mediteranskim zemljama Europe poput Portugala,
Spanjolske i Italije, gdje toplija klima i dulja aktivnost krpelja izravno utjeéu na odrzavanje visoke

prevalencije piroplazmoze (CAMINO i sur., 2021.; FACILE i sur., 2025.; PERIS i sur., 2025.).

U usporedbi s ranijim istrazivanjem provedenim u Hrvatskoj, u kojem je molekularna prevalencija
piroplazmi bila znatno niza, sada$nji rezultati upucuju na porast ucestalosti infekcije u populaciji

konja. Unato¢ tome, taj porast ne treba nuzno promatrati iskljucivo kao posljedicu Sirenja
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uzro¢nika, nego i kao rezultat nekoliko medusobno povezanih ¢imbenika: veéeg broja testiranih
zivotinja, bolje geografske pokrivenosti, uklju¢ivanja razli¢itih tipova uzgoja i namjene konja te
moguce stvarne promjene u epidemioloskoj situaciji. Ipak, ¢injenica da su pozitivni konji dokazani
u svim zupanijama potvrduje da piroplazme viSe ne treba promatrati kao lokaliziran ili sporadi¢an

problem, nego kao endemski prisutne uzro¢nike u hrvatskoj populaciji konja.

Molekularna prevalencija bakterije A. phagocytophilum u konja bila je niska. Taj nalaz pokazuje
da je ovaj uzro¢nik prisutan u populaciji konja u Hrvatskoj, ali vjerojatno nema istu epidemiolosku
vaznost kao piroplazme. Ipak, nalaz ne treba zanemariti. Rije¢ je o uzro€niku koji se odrzava u
sloZzenim ciklusima izmedu krpelja, divljih Zivotinja, domacih Zivotinja 1 ljudi. Buduéi da je u
Hrvatskoj ranije dokazan u razliitim vrstama domacih 1 divljih Zivotinja, kao 1 u krpeljima,
pozitivni nalazi u konja uklapaju se u Siri kontekst koncepta ,,Jedno zdravlje“ cirkulacije ovog
patogena (BECK i sur., 2014.; HUBER i sur., 2017.). Zanimljivo je da je i u Cetiri aismptomatska
konja dokazana koinfekcija s T. equi genotipovima A i E. To dodatno pokazuje da konji mogu
istodobno biti izloZzeni ve¢em broju vektorima prenosivih uzrocnika, iako se klinicke posljedice
takvih koinfekcija u ovom istrazivanju ne mogu procijeniti. Upravo su subklinicke i kroni¢ne
infekcije jedan od najvecih epidemioloskih problema kod bolesti prenosivih krpeljima jer takve
zivotinje Cesto ostaju neprepoznati rezervoari infekcije za populacije vektora (DOS SANTOS i

sur., 2019.).

Dokaz hemotropne mikoplazme Mycoplasma wenyonii u jednom asimptomatskom konju
izuzetno su slabo istrazene, a dostupni podaci iz Europe i svijeta su oskudni (DIECKMANN i sur.,
2012.; KALANTARI isur., 2020.; ALTAY isur., 2024.; BALLADOS-GONZALEZ i sur., 2025.).
Budu¢i da se M. wenyonii najcesée povezuje s govedima, njezin nalaz u konja upuéuje na
mogucénost povremenog prijenosa izmedu razli¢itih vrsta domacdina. Takav nalaz podupire
pretpostavku da konji mozda nemaju strogo specificnu vlastitu hemoplazmu, nego mogu
povremeno steci infekciju vrstama koje primarno cirkuliraju u drugim domacinima. Epidemioloski
gledano, to otvara pitanje uloge zajednickih pasnjaka, bliskog kontakta konja s prezivacima i

hematofagnih ¢lankonoZaca u prijenosu hemoplazmi.

Osim utvrdivanja prevalencije istrazivanih uzro¢nika bolesti, u ovom istrazivanju se analizirao i

utjecaj ¢imbenika rizika koji mogu utjecati na primljivost zivotinja i prevalenciju uzro¢nika bolesti
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u razli¢itim zupanijama RH. Velika prednost ovog istrazivanja je $to su vlasnici, prilikom
uzorkovanja krvi, popunjavali obrasce te su time dali sve podatke o dobi, spolu, namjeni, lokaciji,
povijesti transporta, vremenu prisutnosti krpelja i hematofagnih insekata na konjima. Takoder su
od strane veterinara koji je uzorkovao krv pruzeni podaci o zdravstvenom stanju Zivotinje. Ti
podaci ¢esto nedostaju u ostalim istrazivanjima ovog obima, a poznato je da dob, namjena konja,
prisutnost drugih pasnih Zivotinja, nadin drzanja, pristup pasSnjaku te posljedi¢na izlozenost
zivotinje krpeljima igraju vaznu ulogu u prijenosu bolesti (CAMINO i sur., 2021.; CABETE isur.,
2025.; NADAL i sur., 2025.).

Prosje¢na dob invadiranih konja (n = 299) u ovom istrazivanju iznosila je 9,5 godina (£ 6,6), a ona
zdravih konja (n = 536) je bila 12 godina ( 6,6). U istrazivanju GOTIC (2015.) asimptomatski
konji u kojih je PCRom dokazan uzro¢nik piroplazmoze bili su starosti 6,3 (+ 4,1) godine, a oni u
kojima nije dokazan uzro¢nik bolesti bili su stari 8,9 (+ 5,2) godina. U navedenom istrazivanju
prosjecna dob invadiranih i konja u kojima nije dokazana invazija bili su neSto mladi od onih
ukljucenih u ovo istrazivanje. Veca mogucénost invazije u konja iznad 5 godina je zabiljeZena i u
Brazilu (FERNANDES i sur., 2025.). Nasuprot tome, neka istrazivanja su ustanovila veéu
ucestalost invazije u mladih konja, izmedu 1-3 godine (FARKAS i sur., 2013.). Smatra se da su
nedovoljno razvijenog imunoloskog sustava. To se posebice odnosi na endemska podrucja.
Poznato je da je zdrebad do oko devetog mjeseca starosti zaSticena majcinim protutijelima. Uskoro
zatim razina protutijela u krvi poc€inje padati pa se zato smatra da su na endemskom podrucju svi

konji do druge godine ve¢ invadirani piroplazmama (WISE i sur., 2013.).

Utjecaj spola na invaziju piroplazmama nije do kraja razjasnjen. U ovom istraZivanju, najvisa
prevalencija uzro¢nika piroplazmoze zabiljeZena je u pastuha (43,1 %), zatim u kobila (39,4 %),
dok je najniza zabiljeZena u kastrata (28,3 %). Nasuprot tome, u nekim istrazivanjima najvise
pozitivnih uzoraka pripadalo je kobilama (MORETTI i sur., 2010.; CABETE i sur., 2025.), a u
drugima kastratima (QABLAN i sur., 2013.). Medutim, ponekad se ¢imbenik spola nije pokazao
znacajnim (BAHRAMI i sur., 2014.; DAO i sur., 2026.). Kao obja$njenje ovih razlika navodi se
moguca povezanost izmedu razine hormona i rezistencije prema parazitskim invazijama
(ROBERTS i sur., 2001.). Neka istrazivanja navode i moguce ¢eS¢e koristenje muskih konja u

konjickom sportu pa time i imunosupresiju zbog stresa i napora (VIEIRA i sur., 2013.). Unato¢
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tome, paznju valja obratiti i na razlike u drzanju konja ovisno o spolu. Kobile i kastrati uglavnom
se drze zajedno i Cesto dulje vrijeme borave na pasSnjaku. S druge strane, pastusi se ¢esto drze u
izolaciji s ograni¢enim vremenom izlaska na pasnjak pa su samim time manje izloZeni vektorima

(GORECKA-BRUZDA i AURICH, 2025.).

Poznato je da je RH zemlja ¢ija klima omoguéava razvoj i prezivljavanje vektora razli¢itih
uzroc¢nika bolesti. Unato¢ tome, primjetan je manjak informacija o njihovoj rasprostranjenosti. To
je vazno jer interes za konjicka natjecanja i uzgoj konja u RH raste iz godine u godinu. Sve je veci
broj konjickih klubova, udruga, ran¢eva te konji¢kih natjecanja $to rezultira povecanim kretanjem
konja po teritoriju RH. Time posljedi¢no raste i mogucnost prijenosa razli¢ith patogena s jednog

kraja RH na drugi.

Analiza ¢imbenika rizika pokazuje da se prevalencija piroplazmi ne moZze objasniti samo
geografijom, nego ponajprije kombinacijom ekologije vektora, nacina drzanja i1 ponaSanja
zivotinja. Konji koji borave na paSnjaku, osobito tijekom duljeg dijela godine, imaju vecu
vjerojatnost kontakta s krpeljima. IzloZenost vektorima uvelike ovisi 0 namjeni i drzanju konja.
Konj namijenjeni uzgoju drze se slobodno na pasnjaku veéinu godine, ako ne i cijelu. Konji
namijenjeni rekreaciji takoder uglavnom svakodnevno dio vremena provode na ispustima i
pasnjacima. Time se povecava njihova izlozenost vektorima i moguénosti prijenosa bolesti. S
druge strane, sportski konji su ¢esto drzani u Stalama s vrlo ograni¢enim vremenom koje provode
na pasnjaku i u drustvu drugih konja. Unato¢ tome $to se na taj na¢in smanjuje rizik od ozljeda na
pasnjaku, udaraca drugih konja pa i izlozenosti vektorima, ta praksa sve vise dovodi u pitanje
njihovu dobrobit (PHELIPON i sur., 2024.). I u ovom istrazivanju nekoliko konja nije imalo

pristup pasnjaku i1 gotovo svi su bili pastusi.

Namjena konja takoder je vazna jer je usko povezana s pasminom i na¢inom drzanja. Hladnokrvni
konji, ¢esto drzani u ekstenzivnim uvjetima i koriSteni za uzgoj, izlozeni su drukc¢ijem riziku od
sportskih ili rekreativnih konja koji se ¢eS¢e premjestaju, ali se ne moraju stalno nalaziti na
pasnjaku. U tom smislu, razli¢ite skupine konja predstavljaju razlicite epidemioloske modele: jedni
odrZavaju lokalni ciklus infekcije kroz stalnu izloZenost vektorima, dok drugi mogu sluZiti kao

pokretni rezervoari i prenositelji genotipova izmedu regija.

Osim visoke prevalencije uzro¢nika piroplazmoze konja, sekvenciranjem odsjecka 18S rRNA

gena potvrdeni su genotipovi A, D 1 E te novi haplotip nazvan Al. Dobiveni rezultati potvrduju
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izrazito veliku genetsku raznolikost populacije T. equi u Hrvatskoj, osobito u usporedbi s ve¢inom
europskih istrazivanja u kojima dominira jedan ili dva genotipa (NAGORE isur., 2004.; QABLAN
i sur., 2013.). Takva raznolikost vjerojatno je posljedica kombinacije vise ¢imbenika, ukljucujuci
geografski polozaj RH, prisutnost razlicitih vrsta kompetentnih vektora, klimatsku raznolikost te

intenzivno premjestanje konja izmedu razlicitih regija i drzava.

Genotip E bio je dominantan u ovom istrazivanju i ¢inio je vise od polovice svih sekvenciranih
izolata. Zanimljivo je da je upravo genotip E ranije opisan u Hrvatskoj kao potencijalno specifican
ili barem izrazito proiren u jugoisto¢noj Europi (GOTIC, 2015.; JURKOVIC, 2021.). Njegova
Siroka rasprostranjenost u kontinentalnim 1 priobalnim podru¢jima Hrvatske moze upucivati na
dugotrajnu stabilnu cirkulaciju unutar lokalnih populacija konja i krpelja. Budu¢i da je isti genotip
prethodno potvrden u vrstama D. reticulatus i D. marginatus prikupljenim s konja u kontinentalnoj
Hrvatskoj (JURKOVIC, 2021.), moguée je da upravo vrste roda Dermacentor imaju vaznu ulogu

u odrzavanju genotipa E na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske.

S druge strane, genotip A bio je znacajno ¢eS¢i u primorskoj Hrvatskoj. Takva raspodjela moze
biti povezana s ekoloSkim uvjetima pogodnima za vrste rodova Rhipicephalus i Hyalomma, koje
prevladavaju u toplijim i su§im podru¢jima mediteranske klime (ZAJAC i sur., 2020.; NADAL i
sur., 2022.). Upravo su u priobalnim podru¢jima dokazani svi utvrdeni genotipovi T. equi te B.
caballi, $to dodatno potvrduje da primorska Hrvatska predstavlja podrucje najvece genetske

raznolikosti uzro¢nika piroplazmoze konja.

Zanimljivo je da su pojedini konji invadirani genotipom A prethodno boravili ili bili kupljeni u
priobalnim podruc¢jima Hrvatske. Iako se na temelju ovih podataka ne moZze sa sigurnoS¢u dokazati
put prijenosa, rezultati upucuju na mogucénost unoSenja pojedinih genotipova premjeStanjem
invadiranih konja iz endemskih podru¢ja u kontinentalni dio RH. Takvi nalazi imaju prakti¢nu
vaznost jer pokazuju da epidemiologija piroplazmoze konja nije odredena iskljuc¢ivo lokalnom
ekologijom vektora nego i antropogenim ¢imbenicima, prije svega transportom i prometom
zivotinja.

Nadalje, unato¢ tome $to je genotip E prevladavao u populaciji ispitivanih konja, genotip A je bio
najéeséi u klinicki oboljelih konja. I u istrazivanju GOTIC (2015.) u konja latentno invadiranima
T. equi genotipom A, dokazana je anemija, povisene Vrijednosti jetrenih enzima s

hipoalbuminemijom dok u konja latentno invadiranima s T. equi genotipom E tih promjena nije
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bilo. TIROSH — LEVY i sur. (2020b) zabiljezili su pojavu tezih klini¢kih znakova u konja
invadiranih genotipom T. equi A nego u konja invadiranih genotipovima C i D. Unato¢ tome, treba
naglasiti i da se veéina klini¢kih oboljelih konja nalazila u primorju, gdje je T. equi genotip A bio
dominantan. Takoder, treba naglasiti da za razliku od istraZivanja GOTIC (2015.) gdje su u klini¢ki

oboljelih konja zabiljezena oba uzro¢nika piroplazmoze konja, ovdje je zabiljezena samo T. equi.

Genotip D dokazan je znatno rjede u odnosu na genotipove E i A te je njegova rasprostranjenost
bila ograni¢ena na manji broj lokaliteta. Unato¢ tome, njegov nalaz potvrduje da u RH cirkulira
vise filogenetski razli¢itih populacija vrste T. equi. Genotip D ranije je opisan u razli¢itim
europskim 1 mediteranskim drzavama, ali uglavnom s niZom prevalencijom u odnosu na
dominantne genotipove A i E (QABLAN i sur., 2013.; TIROSH- LEVY i sur., 2020b; CAMINO
1 sur., 2021.). Njegova sporadi¢na pojavnost U RH moze upucivati na ograniceniju prilagodenost
lokalnim vektorskim sustavima ili na rjedi unos invadiranih konja iz drugih podruéja. Zanimljivo
je da je genotip D dokazan pretezito u kontinentalnim i prijelaznim podru¢jima RH, dok je u
priobalju bio znatno rjedi. Takva raspodjela mogla bi biti povezana s razlikama u sastavu
populacija krpelja izmedu kontinentalne i mediteranske Hrvatske. Kontinentalna podrucja
karakterizira veca zastupljenost vrsta roda Dermacentor, dok u priobalju dominiraju vrste rodova
Rhipicephalus i Hyalomma. lako stvarna povezanost pojedinih genotipova T. equi s odredenim
vrstama krpelja joS uvijek nije potpuno razjasnjena, sve je vise dokaza da razli¢iti vektorski sustavi
mogu utjecati na regionalnu distribuciju pojedinih genotipova (NADAL i sur., 2022.). Takoder,
moguce je da genotip D predstavlja stariju i stabilno prisutnu populaciju T. equi u kontinentalnom
dijelu Hrvatske, dok su genotipovi A i pojedine novije varijante ¢eS¢e povezani s intenzivnijim
prometom i premjestanjem konja. Medutim, za potvrdu takvih pretpostavki potrebna su dodatna
multilokusna filogenetska istrazivanja na veéem broju izolata te usporedba izolata iz konja 1

kompetentnih vektora.

Posebno je zanimljiv nalaz novog haplotipa Al u Lic¢ko-senjskoj i Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji.
Oba podrucja karakterizira prisutnost ekstenzivnog drzanja konja 1 velika izloZenost krpeljima, ali
istodobno predstavljaju i prijelaz izmedu kontinentalne 1 mediteranske klimatske zone. Moguce je
da upravo takva ekoloska prijelazna podrucja pogoduju odrZzavanju i nastanku genetski specifi¢nih

varijanti T. equi. Iako se na temelju jednog gena i relativno malog broja izolata ne moze govoriti
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0 zasebnom genotipu, nalaz haplotipa Al ukazuje na postojanje lokalne genetske varijabilnosti
koja do sada nije bila opisana.

Slicna pojava lokalnih haplotipova i regionalnih genetskih varijanti opisana je i u drugim
mediteranskim i endemskim podrucjima Europe, Azije i Juzne Amerike (SALIM i sur., 2019.;
CAMINO i sur., 2021.). Takvi rezultati potvrduju da populacije T. equi pokazuju znatnu genetsku
dinamiku te da njihova struktura moze biti pod utjecajem geografskih barijera, klimatskih uvjeta,

razli¢itih vektorskih vrsta i intenziteta kretanja konja izmedu regija.

Dobiveni rezultati takoder podupiru pretpostavku da genetska raznolikost T. equi u Hrvatskoj
posljednjih godina raste. U usporedbi s ranijim istrazivanjima provedenim u Hrvatskoj, sada su
potvrdeni Sira geografska distribucija pojedinih genotipova i veci broj genetskih varijanti. Takav
trend moze biti posljedica pove¢anog prometa konja unutar Europe, ali i klimatskih promjena koje
omogucuju Sirenje vektora i dulju sezonsku aktivnost krpelja (ONYICHE i sur., 2019.). Upravo
zbog toga bududa istrazivanja trebala bi ukljuCivati multilokusne filogenetske analize,
sekvenciranje dodatnih gena poput EMA-1 i RAP-1 te usporedbu izolata iz konja i krpelja kako bi
se preciznije razjasnila epidemioloska povezanost pojedinih genotipova i njihovih potencijalnih

vektora.

Jedan od vaznih dijelova ovog istrazivanja bila je analiza hematofagnih ektoparazita. U obadima,
konjskim koZnaticama i muhi S. calcitrans nije dokazana DNK istrazivanih patogena. Ovaj
rezultat ne potvrduje njihovu ulogu u prijenosu piroplazmi, anaplazmi ili hemotropnih mikoplazmi
u istrazivanoj populaciji. Medutim, zbog biologije mehani¢kog prijenosa, negativan nalaz treba
interpretirati oprezno. Mehanicki prijenos ne zahtijeva razvoj uzro¢nika u vektoru i moze biti
kratkotrajan dogadaj povezan s nedavnim prekidom hranjenja na invadiranoj zivotinji. Zbog toga
je vjerojatnost detekcije DNK patogena u takvim insektima manja nego u bioloSkim vektorima

poput krpelja (SCOLES, 2015.).

Zarazliku od hematofagnih insekata, u krpeljima je dokazana DNK piroplazmi u zna¢ajnom udjelu
testiranih jedinki. DNK B. caballi dokazana je u vrstama D. marginatus i D. reticulatus, dok je
DNK T. equi dokazana u D. reticulatus, R. bursa, R. turanicus i H. marginatum. Ovi nalazi dobro
se uklapaju u poznatu biologiju vektora piroplazmoze konja. Osobito su vazni nalazi u D.
reticulatus i R. bursa, vrstama za koje je ranije dokazana ili snazno pretpostavljena vektorska

kompetencija Ipak, sama prisutnost DNK uzro¢nika u krpelju ne dokazuje vektorsku
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kompetenciju. Ona potvrduje izlozenost krpelja uzro¢niku i mogucu epidemiolosku povezanost,
ali za dokaz prijenosa potrebna su dodatna istrazivanja, ukljucujuéi analizu razvojnih stadija,
slinskih zlijezda i eksperimentalne modele prijenosa (MARKOQOV i sur., 1940.; NOSEK, 1972.;
GARCIA-SANMARTIN i sur., 2008.; JONGEJAN i sur., 2015.; SPRONG i sur., 2019.).

Posebno je znacajan nalaz T. equi u Hyalomma marginatum. Ova vrsta povezana je s toplijim i
susim staniStima te se smatra jednim od indikatora klimatski uvjetovanih promjena u distribuciji
krpelja (ABEDI i sur., 2014.). Njezin nalaz u kontekstu piroplazmoze konja u Hrvatskoj vazan je
jer povezuje mediteranski klimatski prostor, dulju sezonsku aktivnost vektora i mogucénost
odrZavanja piroplazmi u priobalnim podru¢jima. Buduca istrazivanja trebala bi posebnu pozornost
posvetiti upravo podrucju jadranske obale 1 zaleda, gdje klimatski uvjeti pogoduju vrstama rodova

Hyalomma i Rhipicephalus.

U ovom istrazivanju na pojedinim lokacijama patogeni su dokazani i u krvi konja 1 u krpeljima.
Takvi nalazi daju najjacu terensku potporu pretpostavci lokalne cirkulacije uzroénika. Ipak,
interpretacija mora ostati oprezna jer nije uvijek moguce dokazati da se pozitivan krpelj prethodno
hranio upravo na pozitivnom konju ili da je bio sposoban prenijeti infekciju. Medutim,
podudarnost nalaza u konjima i krpeljima na istim podrucjima pokazuje da se u pojedinim

lokalitetima stvaraju uvjeti za odrzavanje stabilnih mikrozarista piroplazmoze.

Ovo istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. Uzorkovanje nije bilo potpuno ravnomjerno po
Zupanijama, a broj konja u pojedinim podrucjima bio je relativno malen, Sto otezava usporedbu
prevalencije medu Zupanijama. Nadalje, za dio Zivotinja anamnesticki podaci ovise o
informacijama vlasnika, §to moze utjecati na preciznost procjene ¢imbenika rizika. Molekularna
detekcija DNK patogena u krpeljima ne dokazuje nuzno aktivnu vektorsku kompetenciju, nego
samo prisutnost uzro¢nika u analiziranom uzorku. Takoder, istrazivanje je provedeno metodama
usmjerenima na odabrane gene, pa nije moguce iskljuciti prisutnost drugih uzroc¢nika ili genetskih

varijanti koje nisu bile obuhvacene koristenim protokolima.

Unato¢ tim ograni¢enjima, rezultati imaju jasnu znanstvenu i prakti¢nu vrijednost. Prvi put je na
razini cijele Hrvatske dobivena cjelovita molekularna slika piroplazmi, anaplazmi i hemotropnih
mikoplazmi u konja, uz istodobnu analizu hematofagnih ektoparazita. Dobiveni podaci mogu
posluZiti kao temelj za izradu preporuka o testiranju konja prije premjestanja, osobito iz podrucja

visoke prevalencije u podrucja nize prevalencije. Takoder, rezultati upucuju na potrebu sustavnog

86



pracenja krpelja na konjima i njihovim stanistima, osobito u podrucjima s ekstenzivnim drzanjem

konja i u mediteranskim regijama.

U budu¢im istrazivanjima potrebno je prosiriti molekularnu karakterizaciju uzro¢nika na dodatne
genetske markere, osobito za T. equi, kako bi se preciznije razjasnila filogenetska struktura i
potencijalne razlike medu genotipovima. Seroloska istrazivanja mogla bi nadopuniti molekularne
nalaze i omoguéiti bolju procjenu izlozenosti konja, dok bi longitudinalna istrazivanja omogucila
pracenje sezonske dinamike infekcija 1 povezanosti s aktivnoS¢u pojedinih vrsta vektora. Posebno
vazna bit Ce integracija veterinarskih, ekoloSkih i1 klimatskih podataka unutar pristupa “Jednog
zdravlja” , jer klimatske promjene, promjene u na¢inu drzanja Zivotinja i Sirenje vektora vjerojatno
ve¢ sada mijenjaju epidemiologiju bolesti prenosivih krpeljima u Hrvatskoj 1 Sirem podrucju

jugoistocne Europe.

Ukupno gledano, rezultati ovog istrazivanja potvrduju pocetnu hipotezu da su vektorima prenosivi
uzroc¢nici bolesti konja u Hrvatskoj Siroko proSireni 1 genetski raznoliki. Hipoteza je osobito jasno
potvrdena za piroplazme, dok je za A. phagocytophilum i hemotropne mikoplazme potvrdena
prisutnost, ali ne 1 visoka ucestalost. Isto tako, istrazivanje potvrduje vaznost krpelja kao glavnih
vektora, dok uloga hematofagnih insekata nije potvrdena. Time je dobivena realnija slika
epidemiologije ovih uzro¢nika: piroplazmoza konja predstavlja endemski i klinicko-ekonomski
najvazniji problem, anaplazmoza je prisutna u niskoj ucestalosti, a hemoplazme su rijetke, ali

znanstveno vrlo znacajne zbog slabo poznate epidemiologije i moguceg prijenosa izmedu vrsta.
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7. ZAKLJUCCI
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1. Analizom nukleotidnih sljedova odsje¢aka 18S rRNA u populaciji konja u RH utvrdena je
visoka prevalencija uzro¢nika piroplazmoze, osobito u Sisacko-moslavackoj, Dubrovacko-
neretvanskoj i Licko-senjskoj Zupaniji, Sto ukazuje na vjerojatnu enzootsku cirkulaciju
bolesti u tim podruc¢jima. Takva distribucija moze se povezati s povoljnim klimatskim
uvjetima za razvoj vektora te na¢inom drzanja konja.

2. Dokazana su Cetiri genotipa T. equi te parazit B. caballi, ¢ime je utvrdena veca genetska
raznolikost u odnosu na ranija istrazivanja. Takva raznolikost moze se povezati s
povecanim kretanjem 1 transportom konja, kao 1 s promjenama klimatskih uvjeta koji
pogoduju opstanku 1 Sirenju vektora. Istrazivanjem je dokazan trend Sirenja piroplazmoze
konja na podru¢ju RH,

3. Dokaz M. wenyonii kod konja u ovom istrazivanju pruza dodatne dokaze koji podupiru
hipotezu da kopitari ne posjeduju vlastite vrste hemoplazme specificne za domacina, veé
ponekad mogu steéi invazije od drugih domacina.

4. lzostanak nalaza DNK istrazivanih uzro¢nika u vrstama Haematopota grandis, H. italica,
H. pluvialis, Philipomyia graeca, Tabanus bromius, T. exclusus i T. sudeticus, konjskih
koznatica (Hippobosca equina) te muha vrste S. calcitrans upucuje na to da njihova uloga
u Sirenju navedenih uzro¢nika u ovom istrazivanju nije potvrdena.

5. Dokaz DNK parazita B. caballi u vrsta D. marginatus i D. reticulatus, te DNK T. equi u
vrstama D. reticulatus, R. bursa, R. turanicus i H. marginatum upucuje na njihovu

potencijalnu vaznu ulogu u prijenosu ovih uzro¢nika na podruc¢ju Republike Hrvatske.

Istrazivanje je doprinijelo poznavanju vektorima prenosivih bolesti konja te njihovih hematofagnih

ektoparazita, njihove prosirenosti, ucestalosti i genotipizaciji na podruéju Republike Hrvatske.
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