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OKRAJSAVE

AGG s toploto agregirani y globulini (angl. Heat-Aggregated Gamma-Globulin)

CD oznacevalec pripadnosti (angl. Cluster of Differentiation)

CFU kolonijska enota (angl. Colony Forming Unit)
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PATOGENEZA IN IMUNSKI ODZIV PRI NARAVNI OKUZBI PSOV Z BAKTERIJO
Anaplasma phagocytophilum

IZVLECEK

Kljuéne besede: Pes, bolezni; s klopi prenosljive bolezni; anaplazmoza — imunologija — kri;
patologija, klini¢na; hematoloski testi; serologija; verizna reakcija s polimerazo; klini¢ne

laboratorijske tehnike; psi

Izhodi$¢a: Okuzba z bakterijo Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum) pri psih
izzove imunski odgovor, ki se kaze v Sirokem spektru klini¢énih znakov in laboratorijskih
odstopanj. Ti se razlikujejo glede na fazo bolezni. Poleg demografskih podatkov in
ugotavljanja seroprevalence smo zeleli z ugotavljanjem imunsko pogojenih patoloskih
sprememb dolociti mehanizme nastanka teh odstopanj. Nadalje smo zeleli ugotoviti
morebitno razliko v pojavljanju klini¢nih znakov pri okuzbi z razli¢no genetsko razli¢ico
bakterije 4. phagocytophilum. Na§ kon¢ni cilj je bil z diagnosticnimi metodami, ki bi bile
tehni¢no izvedljive v rutinski praksi, ugotoviti dejavnike, ki prispevajo k poteku bolezni, s
¢imer bi pripomogli k ustreznejSem odloCanju o protokolu zdravljenja in spremljanju njegove
uspesnosti v kliniéni praksi.

Material in metode: V retrospektivnem delu smo proucili kliniéne podatke 754 psov. V
nadaljnjo raziskavo smo od testiranih vkljucili 553 psov, pri katerih je bila dokazana
prisotnost specificnih protiteles proti bakteriji 4. phagocytophilum in/ali prisotnost
povzrocitelja. Osredotocili smo se na pasmo, starost, spol ter morebitno socasno okuzbo z
bakterijo Borrelio burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.). Pri 149 psih smo poleg
omenjenih preverili Se klini¢na in laboratorijska odstopanja v ¢asu ugotovitve anaplazmoze.

V prospektivni del smo vkljucili 34 delovnih psov in 204 naklju¢ne paciente. V tem delu smo
proucevali imunski odziv z ugotavljanjem cirkulirajo¢ith imunskih kompleksov,
hiperglobulinemije in proteinurije. Kot kontrolno skupino smo uporabili 19 delovnih psov, ki
so bili serolosko in PCR negativni na bakterijo 4. phagocytophilum. Preverili smo morebitno
razliko v pojavnosti kliniénih znakov med obema genetskima razliCicama bakterije
A. phagocytophilum, ki se pojavljata pri psih v Sloveniji.

V obeh delih smo zivali razdelili v osem skupin, in sicer serolosko pozitivni v razli¢nih titrih

(Sest skupin), PCR pozitivni in kontrolna skupina (serolosko ter PCR negativni). Pse znotraj

11
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posameznih skupin smo primerjali s kontrolno skupino in med sabo v povezavi z izrazenostjo
bolezenskih znakov glede na prizadeti organski sistem, v povezavi s hematoloSkimi
odstopanji, hiperglobulinemijo, prisotnostjo cirkulirajocih imunskih kompleksov ter
prisotnostjo in vrsto proteinurije.

Rezultati: Pri psih v Sloveniji smo dokazali 73,8-odstotno pogostost okuzbe z bakterijo
A. phagocytophilum. 5,3 % psov je bilo PCR pozitivnih. Prevladovali so samci (56,4 %),
povprecna starost je bila 5,7 let. Med ¢istokrvnimi pasmami so bili najpogosteje okuzeni zlati
prinasalci (8,3 %). V 30,1 % smo potrdili soasno okuzbo z bakterijo B. burgdorferi s.1..
Prevladujoc¢i klini¢ni znaki v vseh skupinah so bili znaki akutnega infekcijskega sindroma
(poviSana telesna temperatura, letargija in anoreksija) ter Sepanje in gastrointestinalni znaki.
NajizrazitejSe hematolosko odstopanje je bila trombocitopenija, ki se je pojavila v vseh
skupinah z izjemo skupine z IFA titrom > 1:2048, biokemijsko pa poviSanje aktivnosti alkalne
fosfataze. Primerjava pojavnosti klinicnih znakov med genetskima razli¢icama bakterije
A. phagocytophilum je pokazala statisticno znacilno vi§je pojavljanje akutnih znakov pri
razli¢ici H, ki okuzuje pse in ljudi. Elektroforeza serumskih proteinov ni pokazala statisticno
znaCilne disproteinemije v primerjavi med okuzenimi in kontrolno skupino. Statisti¢no
znacilne povezave smo ugotovili med koncentracijo cirkulirajo¢ih imunskih kompleksov in
trombocitopenijo, hipergamaglobulinemijo ter zniZanim razmerjem med albumini in
globulini. Neselektivna glomerularna proteinurija je bila prisotna v 17,7 % primerov in ni bila
povezana z viSino IFA titra ali pozitivnim rezultatom PCR.

Zakljucek: Anaplazmoza najverjetneje poteka kot akutna bolezen in ne preide v kroni¢no
fazo. ViSina IFA titra protiteles sama po sebi ne zadostuje za odlocitev glede zdravljenja,
ampak mora pozitiven IFA titer spremljati trombocitopenija in/ali klini¢na slika, saj akuten
potek bolezni sprozi vrsto imunskih mehanizmov, ki pripelje do pojava trombocitopenije in
kliniénih znakov bolezni. Nasa raziskava dopusca moznost razvoja imunokompleksnega
glomerulonefritisa in akutizacije bolezni po perzistentni okuzbi, vendar je bilo Stevilo

vzorcev, ki bi to lahko potrdili, premajhno in tako ostaja predmet nadaljnjih raziskav.
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PATHOGENESIS AND IMMUNE RESPONSE IN DOGS NATURALLY INFECTED
WITH THE Anaplasma phagocytophilum BACTERIUM

ABSTRACT

Key words: Dog diseases; tick-borne diseases; anaplasmosis — immunology — blood;
pathology, clinical; hematologic tests; serology; polymerase chain reaction; clinical laboratory

techniques; dogs

Background: Infection with the Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum)
bacterium in dogs results in a wide variety of clinical signs and laboratory changes which
differ according to the phase of the disease. Our goal was to evaluate seroprevalence of 4.
phagocytophilum in dogs together with basic demographics as well as to try to understand the
mechanism behind the clinical changes by studying immune mediated pathological factors.
We were looking for potential differencies in the clinical manifestation of the disease in the
case of infection with a different A. phagocytophilum strain. Our main goal was to detect
factors which play a role in the development of the disease by diagnostic methods which
could be applied in a rutine diagnostic work in order to improve a treatment protocol and the
follow-up.

Material and methods: In the retrospective part, medical charts of 754 dogs were studied, of
which 553 dogs which were seropositive and/or PCR positive to 4. phagocytophilum were
included further on in the study. The points of interest included breed, age, gender and the
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) coinfection. In 149 dogs, clinical and
laboratory changes were established at the time of diagnosing anaplasmosis.

The prospective part included 34 working dogs and 204 random patients with the confirmed
infection. Immune response was studied by establishing circulating immune complexes,
hyperglobulinemmia and proteinuria. The control group included 19 working dogs which
were seronegative and PCR negative to 4. phagocytophilum.

Results: We demonstrated 73.8 % prevalence of A. phagocytophilum infection in dogs in
Slovenia. 5.3 % of the dogs were PCR positive. Males were overrepresented (56.4 %) and the

mean age of infected dogs was 5.7 years. Infection most frequently occured in Golden
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Retrievers (8.3 %). Coinfection with B. burgdorferi s.l. was confirmed in 30.1 % of the dogs.
Clinical signs of the acute infection syndrome including elevated body temperature, letargy,
anorexia, lameness and gastrointestinal signs were more prevalent in all groups. The most
typical hematological abnormality was thrombocytopenia which did not occur in the group
with the IFA titre > 1:2048. Biochemical abnormalities were limited to a slight increase of the
alkaline phosphatase activity. From the statistical significance point of view, the infection
with the H genetic variant, which infects both dogs and human, more frequently resulted in
acute signs of the disease. Serum protein electrophoresis did not reveal a statistically
significant dysproteinemia in infected dogs compared to the control group. However, we
demonstrated a statistically significant correlation between the concentration of circulating
immune complexes, thrombocytopenia and lower albumin to globulin ratio with
hypergammaglobulinemia. Non-selective glomerular proteinuria occured in 17.7 % of the
cases and was not in correlation with the amount of the IFA titre nor the PCR positive result.

Conclusion: Anaplasmosis is most likely an acute disease which does not progress to a
chronic phase. One cannot make a decision about starting the treatment based on the amount
of the IFA titre alone, but the positive IFA titre must be accompanied by thrombocytopenia
and/or typical clinical signs because an acute course of the disease triggers numerous
immunological mechanisms which result in the development of thrombocytopenia and
clinical signs of the disease. Our study allows the possibility of the development of an
immune-mediated glomerulonephritis and acutization of the disease after a persistent
infection, but the number of samples suggesting that was too small and this remains to be

investigated.
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1 UVOD

Okuzba z razli¢nimi rikecijami iz druzine Anaplasmataceae po klini¢ni simptomatiki in
laboratorijskih odstopanjih v akutni fazi poteka precej podobno. Ceprav se taréne celice teh
bakterij razlikujejo — od monocitnih do granulocitnih krvnih celic in trombocitov — so pri vseh
hematoloske spremembe precej podobne (Harrus in Waner, 2005). Prav tako klini¢ni znaki —
v akutni fazi prevladujejo znaki akutnega infekcijskega sindroma z letargijo, povisano telesno
temperaturo in inapetenco (Harrus in Waner, 2005; Greig in sod., 2006; Kohn in sod., 2008).
Glede na dosedanje raziskave se sklepa, da je vecina posledic okuzbe z rikecijami imunsko
pogojenih (Day, 2008; Harrus in sod., 2001; Vaden in Grauer, 2011; Komnenou in sod.,
2007). Opisuje se imunokompleksni glomerulonefritis, uveitis, poliartritis, imunsko pogojena
hemoliti¢na anemija in imunsko pogojena trombocitopenija (Harrus in sod., 2001). Vendar je
vecina poroc€il vezana na okuzbo z bakterijo Ehrlichia canis (E. canis), medtem ko so porocila
o imunsko pogojenih boleznih kot posledice okuzbe z bakterijo 4. phagocytophilum redka.
Sklepali smo, da so mehanizmi nastanka teh posledic pri anaplazmozi podobni kot pri
monocitni erlihiozi, zato smo raziskavo usmerili v dokazovanje hipergamaglobulinemije,
detekcijo cirkulirajo¢ih imunskih kompleksov in proteinurije. Pri monocitni erlihiozi je potek
bolezni po inkubacijski dobi dobro definiran, in sicer poteka v zaporednih fazah: akutni,
subklini¢ni in kroni¢ni. Psi, ki niso ali so nepravilno zdravljeni v akutni fazi, preidejo v
subklini¢no fazo, v kateri lahko spontano ozdravijo, lahko ostanejo perzistentni prenasalci ali
pa preidejo v kroni¢no fazo. Dejavniki, ki vplivajo na potek bolezni, zaenkrat ostajajo neznani
(Harrus in Waner, 2005). Pri anaplazmozi je akutna faza definirana kot pojav akutnega
infekcijskega sindroma (Alleman in sod., 2006). Nadalje je opisana perzistentna in
subklini¢na okuzba (Egenvall in sod., 2000; Alleman in sod., 2006; Alleman in sod., 2007),
na katero lahko sklepamo iz visoke specificne seroprevalence pri klini¢no zdravih psih na
endemicnih podrocjih. Cikli¢ni pojav klini¢nih primerov anaplazmoze, ki nastopi v sezoni
povecane aktivnosti klopov, potrjuje, da je anaplazmoza akutno obolenje (Egenvall in sod.,
1998; Greig in Armstrong, 2006). Kroni¢na okuzba naj ne bi bila neposredno povezana z
nastopom klini¢ne bolezni. Z naso Studijo smo Zzeleli ovrednotiti pomen kroni¢ne antigenske
stimulacije pri seroloSko pozitivnih psih brez specifi¢nih kliniénih znakov in s tem utemeljiti
spremljanje pacienta z dokazano okuzbo z bakterijo 4. phagocytophilum, predvsem
spremljanje ledvi¢ne funkcije, kjer lahko z laboratorijskimi preiskavami dokazemo patologijo

pred nastopom klini¢nih znakov.
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Imunski odgovor na okuzbo je v veliki meri odvisen od posameznikovega imunskega sistema,
nacina inokulacije, razli¢nih sevov povzroditelja in pogojev bivanja. V na$i raziskavi smo
proucevali naravno okuZene pse, zato je bil pri vseh nacin inokulacije enak, in sicer preko
ugriza okuzenega klopa. Glede na to, da smo raziskavo izvedli na lastniskih psih, ki so bili
zaradi razlicnih vzrokov pripeljani na Kliniko za kirurgijo in male zivali Veterinarske
fakultete, lahko sklepamo, da psi zivijo v primernih pogojih, ki nimajo neposrednega
negativnega vpliva na potek bolezni. Ker sta v Sloveniji po dosedanjih raziskavah prisotni dve
genetski razliCici bakterije A. phagocytophilum, ki okuzujeta pse, smo na manjSem Stevilu
pacientov skuSali ugotoviti razliko med njima. V svetu je prisotnth pet sevov
A. phagocytophilum, njihov vpliv na patogenezo anaplazmoze pa je slabo raziskan (Carrade in
sod., 2009). Morebitna razlika v poteku bolezni pri okuzbi z razli€no genetsko razli¢ico bi
lahko v klini¢ni praksi sluzila kot napovedni dejavnik za potek in izid bolezni pri dolocenem

pacientu.

1.1 Namen raziskave

Z raziskavo smo Zeleli:
- ugotoviti seroprevalenco anaplazmoze pri psih v Sloveniji z uporabo sodobnih
diagnosti¢nih metod (IFA in PCR)
- ugotoviti klini¢ne znake anaplazmoze in odstopanja v laboratorijskih parametrih
— ugotoviti mehanizme nastanka dolocenih odstopanj, pri ¢emer smo se osredotocili na
ugotavljanje imunsko pogojenih patoloskih sprememb
— ugotovitve uporabiti v klini¢ni praksi, z namenom ustreznejSega odloCanja o protokolu

zdravljenja in spremljanju njegove uspesnosti.

Namen raziskave je bil preveriti zapisane hipoteze:

1. Pri psih v Sloveniji zelo pogosto ugotavljamo prisotnost specificnih protiteles proti
A. phagocytophilum. Ugotovljeni klini¢ni znaki ter odstopanja v nekaterih laboratorijskih
parametrih pri serolosko in/ali PCR pozitivnih psih so posledica aktivne okuzbe ali kroni¢ne

prisotnosti povzrocitelja.
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2. Vecina klinicnih znakov ter odstopanja v nekaterih laboratorijskih parametrih so

posledica gostiteljevega imunskega odgovora na prisotnost povzrocitelja.

3. Spremljanje nekaterih imunskih dejavnikov je mogoce uporabiti za ustrezno izbiro

zdravljenja in spremljanje njegove ucinkovitosti.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 Anaplasma phagocytophilum

Povzrociteljica granulocitne erlihioze ali anaplazmoze pri psih in tudi pri mackah je
Anaplasma phagocytophilum comb. nov (A. phagocytophilum), ki po spremenjeni taksonomiji
iz leta 2001 (Dumler in Walker, 2001) zdruzuje prej loene vrste Ehrlichia phagocytophila,

Ehrlichia equi in humano granulocitno erlihijo (HGE).

A. phagocytophilum je obligatno znotrajcelicna bakterija, ki okuzuje granulocite (Bjoersdorff,
2005; Lilliehook in sod., 1998; Bakken in Dumler, 2000; Lepidi in sod., 2000). Zunanja
celicna stena je ultrastrukturno podobna celi¢ni steni gram-negativnih bakterij. Je edini
poznani mikroorganizem, ki vstopa in se razmnozuje v nevtrofilcth (Allen, 2003).
Prvi¢ je bila opisana pri ovci na Skotskem leta 1930 (Foggie, 1951). Med letoma 1950 in
1960 so o omenjenem mikroorganizmu, povzrocitelju »pasne mrzlice« pri govedu, porocali v
Veliki Britaniji in na Finskem. Prvo porocilo o okuzbi z bakterijo A. phagocytophilum pri psih
prihaja iz Kalifornije leta 1982 (Madigan in Gribble, 1987). Anaplazmoza pri mackah je bila
prvi¢ opisana na Svedskem, v poznih devetdesetih pa so o primerih okuzb ma&k poro&ali tudi
v Veliki Britaniji, na Danskem in v Severni Ameriki (Bjoersdorff, 2005). Prvi primer humane
granulocitne erlihioze v Evropi je bil potrjen leta 1997 v Sloveniji (Petrovec in sod., 1997,
Strle, 2004). Prvi primer anaplazmoze pri psu pa je bil pri nas ugotovljen in opisan leta 1998

(Tozon in sod., 2003).

2.2 Taksonomija

Reklasifikacija erlihij je bila narejena na osnovi filogenetske analize genskih sekvenc
(molekularnih analiz dveh genomskih regij: bakterijske 16S rRNA in groESL genske

sekvence) (Harrus in Waner, 2005).

V red Rickettsiales sta bili tako uvrS€eni dve druzini: druzina Rickettsiaceae z rodovoma
Rickettsia in Orientia ter druZina Anaplasmataceae z rodovi Ehrlichia, Anaplasma in

Neorickettsia (Greig in Armstrong, 2000).
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Tabela 1: Taksonomija erlihij

red RICKETTSIALES

druzina RICKETTSIACEAE ANAPLASMATACEAE

rod RICKETTSIA | ORIENTIA | EHRLICHIA | ANAPLASMA | NEORICKETTSIA

Predstavniki v rodu Ehrlichia in Anaplasma so s klopi prenosljive, znotrajceli¢ne, gram-

negativne bakterije, za razliko od bakterij v rodu Neorickettsia, ki se ne prenasajo s klopi.

E. canis je bila odkrita in prvi¢ opisana kot povzrociteljica monocitne erlihioze pri psih ze leta
1935 (Harrus in Waner, 2005). Psi se lahko okuZijo tudi z bakterijo Ehrlichia chaffeensis (E.
chaffeensis), povzrociteljico monocitne erlihioze pri ¢loveku, prvi¢ izolirano 1991, in z
bakterijo Ehrlichia ewingii (E. ewingii), povzro€iteljico granulocitne erlihioze pri psih, ki je
bila do sedaj dokazana le v ZDA. E. ewingii je genetsko (na osnovi 16S rRNA genske
sekvence) zelo sorodna bakterijama E. chaffeensis (98,1 % ) in E. canis (98,0 %) (Harrus in

Waner, 2005).

Rod Anaplasma vkljucuje vrsti A. phagocytophilum in Anaplasma platys (A. platys).
A. phagocytophilum povzroca granulocitno erlihiozo pri psih in tudi drugih vrstah zivali,
predvsem ovcah, konjih, govedu, redkeje pri macki. 4. platys povzroca infekcijsko ciklicno

trombocitopenijo psov.

Rod Neorickettsia vkljuCuje vrsto Neorickettsia risticii (N. risticii), povzrociteljico Potomac
konjske mrzlice, o kateri so do sedaj porocali le v ZDA. Podobno le v ZDA poroc¢ajo o
nekaterih drugih vrstah, ki lahko okuzijo tudi pse. Macke so dovzetne za eksperimentalno
okuzbo z bakterijo N. risticii, porocajo pa tudi o seroloskih dokazih naravne okuzbe (Harrus

in Waner, 2005).

Slika 1 prikazuje filogenetsko deblo, iz katerega je razvidna umescenost A. phagocytophilum.
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Slika 1: Filogeneza druzine Ehrlichiae (Dumler in Walker, 2001)

2.3 Epizootiologija in epidemiologija

Bakterijo A. phagocytophilum primarno prenasajo klopi iz druzine Ixodidae, in sicer Ixodes
ricinus (I. ricinus) v Evropi, Ixodes pacificus in Ixodes scapularis v ZDA ter Ixodes
persulcatus in Dermacentor silvarum v Aziji (Cao in sod., 2000; Richter in sod., 1996;
Telford in sod., 1996). Tudi drugi Ixodes spp klopi — Ixodes trianguliceps, Ixodes hexagonus
in Ixodes ventalloi — naj bi bili vkljuceni v prenos bakterije 4. phagocytophilum v Evropi
(Bown 1n sod., 2008; Santos in sod., 2009; Nijhof in sod., 2007). A. phagocytophilum prezivi
del svojega zivljenjskega ciklusa v klopu in se prenasa skozi razvojne oblike klopa, medtem
ko transovarialni prenos ni mogo¢ (Bakken in Dumler, 2000). Ker se klopi hranijo z
vec¢meseCnimi prekinitvami, so patogeni v njih v obdobju med obrokoma vecinoma v
neinfektivni obliki. Fenomen reaktivacije patogena v klopu je bil prvi¢ opisan pri rikeciji, ki
povzroca vroCico Skalnega pogorja. Kasneje so podoben proces opisali pri povzrocCitelju

babezioze in lymske borelioze (Purnell in Joyner, 1968; Ribeiro in sod.,1987). Pri reaktivaciji
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patogena v klopu pride do zapletenih bioloskih sprememb, ki so najverjetneje posledica dviga
temperature v klopu po zauzitju krvi gostitelja (Katavolos in sod., 1998). Tudi za klope,
okuzene z bakterijo 4. phagocytophilum, velja, da niso kuZni, dokler se ne hranijo na
gostitelju vsaj en dan. Katavolos je s sodelavci dokazala, da obstaja minimalna infektivna
doza za bakterijo A. phagocytophilum in dokler ni dosezena, ne pride do okuzbe ali
serokonverzije. To v eksperimentalnih pogojih traja minimalno 30 ur (Katavolos in sod.,
1998). Ta interval se lahko razlikuje pri odraslih klopih in nimfah, saj se odrasel klop hrani na
gostitelju 7-9 dni, nimfa pa 3—4 dni. Raziskovalci dopuscajo moznost, da se ta interval skrajsa
pri naravno okuzenih klopih v okolju, kjer so izpostavljeni okoljskim vplivom, predvsem
nenadnemu povisanju temperature, ki lahko spodbudi reaktivacijo patogena v klopu.
Omenjena raziskava je potekala na miSih, kar omejuje prenos izsledkov na pse, saj

najverjetneje obstaja razlika med infektivno dozo za misi in pse.

Ker so klopi iz druzine Ixodidae prenasalci ve¢ patogenih mikroorganizmov, kot so
anaplazma, erlihija, borelija, bartonela, rikecija, babezija in arbovirusi, je moZna socasna
okuzba z dvema ali ve¢ povzrocitelji. So€asna okuZzba vpliva na razvoj in izrazitost klini¢nih
znakov in drugih patoloskih sprememb. Dokazano je bilo, da klopi, okuzeni z bakterijama
A. phagocytophilum in B. burgdorferi s.l., prenasajo oba povzrocitelja obcutljivemu gostitelju
enako ucinkovito kot klopi, okuzeni le z enim povzrociteljem. Prav tako prisotnost enega
povzrocitelja v klopu ne vpliva na okuzbo z drugim povzrociteljem iz okuzenega gostitelja
(Bjoersdorft, 2005). Ker imata B. burgdorferi s.l. in A. phagocytophilum v veliki meri iste
rezervoarje in vektorje, ni presenetljivo, da se geografska podrocja, kjer je anaplazmoza

endemicna, prekrivajo s podrocji, kjer je razSirjena tudi borelioza (Bjoersdorff, 2005).

Rezervoar bakterije A. phagocytophilum so razli¢ni mali glodalci, kot so misi, krti, voluharji,
veverice, podgane ter divjad. Vse veC¢ je dokazov, da nekateri sevi bakterije
A. phagocytophilum, ki so prisotni med glodalci, niso sposobni okuzbe drugih vrst zivali
(Foley in sod., 2008). V Sloveniji sta pri jelenjadi in srnjadi opisani dve genetski liniji groESL
operona iz izolata bakterije 4. phagocytophilum, ki pa se razlikujta od genetske razliCice, ki
okuzuje ljudi (Petrovec in sod., 2002). Nasprotno pa so pri divjih prasi¢ih nasli bakterijo iz
rodu Anaplasma, ki je 1imela 100-odstotno homologne groESI sekvence bakteriji
A. phagocytophilum, ki okuzuje ljudi in klope v Sloveniji (Strasek Smrdel in sod., 2009). To
odkriva potencialni zoonoti¢ni cikel bakterije A. phagocytophilum med klopom 1. ricinus,
divjim praSi¢em in ¢lovekom v Evropi.
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Psi in ljudje so naklju¢ni gostitelji. Bakteriemija pri njih traja kratek ¢as in zato niso
pomembni v prenosu bakterije 4. phagocytophilum na druge gostitelje (Bakken in Dumler,
2008). Raziskava v Sloveniji je pokazala, da je priblizno 15,4 % ljudi seroloSko pozitivnih na
bakterijo A. phagocytophilum (Cizman in sod., 2000). Med ljudmi, ki so izpostavljeni
kontaktu s psi, in tistimi, ki takega kontakta nimajo, ni razlike v prevalenci protiteles (Skerget
in sod., 2003). Redko pride do prenosa bakterije A. phagocytophilum v odsotnosti klopa. Leta
2008 so porocali o primeru nosokomialne okuzbe na Kitajskem, kjer naj bi do prenosa prislo z
neposrednim stikom s krvjo in respiratornimi izlocki ¢loveka, ki je umrl zaradi anaplazmoze
(Zhang in sod., 2008). Porocilo iz ZDA poroca o pojavu anaplazmoze pri treh odraslih, ki so
odirali divjad in naj ne bi bili izpostavljeni ugrizu klopa. Do okuzbe naj bi prislo zaradi
neposrednega kontakta z okuzeno krvjo divjadi, vendar so kasnejSe raziskave pokazale, da se
sev, ki okuzuje srne v ZDA, razlikuje od seva, ki okuzuje ljudi (de la Fuente in sod., 2005;
Massung in sod., 2005). Perinatalna okuzba je bila opisana v enem primeru pri psici z
zaostalimi, mumificiranimi plodovi. Pri prezivelih mladi¢ih v leglu ni prislo do okuZzbe,
vendar raziskava dopuS¢a mozZnost transplacentarnega prenosa v primeru okuzbe v Casu

brejosti (Plier in sod., 2009).

Seroprevalenca za bakterijo A. phagocytophilum pri psih je bila ugotovljena v drzavah po
celem svetu, s pomankanjem dokazov za prisotnost bakterije A. phagocytophilum na juzni
polobli (Carrade in sod., 2009). Seroprevalenca v ZDA in Evropi je 55- oziroma 50-odstotna
(Beall in sod., 2008; Barutzki in sod., 2006). Ker obstaja navzkrizna reaktivnost med bakterijo
A. phagocytophilum in drugimi vrstami iz rodu Anaplasma ter Ehrlichia (Waner in sod.,
1998), seropozitiven rezultat ni nujno odraz izpostavljenosti bakteriji A. phagocytophilum. To
ne velja za Slovenijo, saj je po sedanjih podatkih tu prisotna zgolj ena vrsta anaplazme, in
sicer A. phagocytophilum, prav tako do danes Se ni bila dokazana prisotnost vrst iz rodu

Ehrlichia.

Identificiranih je pet genetskih razlicic bakterije A. phagocytophilum pri psih; razlikujejo se v
enem do dveh nukleotidih v 16S rRNA na poziciji 54, 84, 86 in 120 (Poitout in sod., 2005).

Razlike v patogenosti med posameznimi sevi so slabo raziskane.

Dejavnike tveganja za okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum pri psih predstavljajo letni cas,
zivljenjski slog in soCasna okuzba z drugimi s klopi prenosljivimi mikroorganizmi.

Najpogosteje okuzbo pri psih dokazemo v toplejsSih mesecih leta, kar sovpada z aktivnostjo
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nimf in odraslih klopov. Egenvall in sodelavci (2000) so dokazali narasanje deleza
seropozitivnih psov z naraS¢anjem starosti, kar odraza povecano verjetnost izpostavitve skozi
gas. V raziskavi, opravljeni na Svedskem, najdemo ugotovitev, da je za okuZbo potrebna
veckratna izpostavitev okuzenim klopom in imunsko zrel gostitelj, saj so bolezen dokazali le
pri psih, starej$ih od 18 mesecev (Egenvall in sod., 1997). Nasi rezultati so v nasprotju s tem:
najmlajsi pes, pri katerem je bila ugotovljena anaplazmoza, je bil star 6 mesecev (Ravnik in

sod., 2010).

2.4 Patogeneza

Patogeneza anaplazmoze zaenkrat Se ni docela pojasnjena. Bakterija se na gostitelja prenese
prek okuzene sline klopa. Po prehodu skozi dermis se razsiri po organizmu hemato- in/ali
limfogeno ter vstopi v tar¢ne celice (granulocite, predvsem nevtrofilne levkocite) (Dumler in
Bakken, 1995). Z osamitvijo bakterije 4. phagocytophilum iz promielocitne levkemicne
celi¢ne linije, HL60, so dokazali, da vstopa ne samo v zrele mieloidne celice, ampak tudi v

progenicne celice kostnega mozga (Herron in sod., 2000).

V gostiteljevi celici prezivi znotraj citoplazemskih vakuol, v katerih se razmnozuje z binarno
delitvijo in tvori inkluzijska telesca, imenovana morule. V nezdravljenih Zivalih lahko

ugotovimo morule v cirkulirajo¢ih nevtrofilcih en do dva tedna po okuzbi (Bjoersdorff, 2005).

Pri okuzbi z bakterijo 4. phagocytophilum je ve¢ kot 95 % okuzenih celic zrelih nevtrofilcev.
Vendar so pri huje okuzenih zivalih lahko povzroditelji prisotni tudi v drugih celicah,
naprimer fibroblastih, endotelnih celicah in mononuklearnih fagocitih. Priblizno 90 %
okuzenih nevtrofilcev se nahaja v krvnem obtoku, predvsem v sinusoidah rdece pulpe v
vranici ter v mikrocirkulaciji pljuc. Te celice so najverjetneje cirkulirajo¢i nevtrofilci, saj so
jih dokazali tudi v zilah drugih organov brez mikroskopsko vidnih sprememb. Obcasno se
okuzeni nevtrofilci pojavljajo tudi v sinusoidah jeter, v kostnem mozgu, ledvi¢nih glomerulih,
kapilarah srca, zilah moZzganskih ovojnic, mozganskih kapilarah in nadledviénih Zlezah

(Lepidi in sod., 2000).
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2.4.1 Vstop in razmnozevanje bakterije Anaplasma phagocytophilum v nevtrofilcih

A. phagocytophilum je edini poznani mikroorganizem, ki vstopa in se razmnozuje Vv
nevtrofilcih. Tropizem za te celice lahko delno pojasnimo s tem, da sta vezava in endocitoza
bakterije A. phagocytophilum posredovani s PSGL-1, ki sluzi kot receptor. Ta protein se v
velikih koli¢inah nahaja na odraslih nevtrofilcih in nediferenciranih celicah HL60. Zmoznost
razmnozevanja bakterije A. phagocytophilum v celicah HL60 in odraslih nevtrofilcih kaze na
to, da so tako odrasli nevtrofilci kot njihovi prekurzorji lahko rezervoarji mikroorganizma in

vivo (Allen, 2003).

PSGL-1 ima pomembno vlogo v zgodnji fazi vnetja, ko se veze s P-selektinom na aktiviranih
trombocitih in endotelnih celicah ter tako omogoci lepljenje levkocitov na endotel vnetega
tkiva in izstopanje levkocitov iz zil (Carlyon in Fikrig, 2003). Nevtrofilci, ki so okuZeni
z bakterijo A. phagocytophilum, na svoji povrSini prenehajo izrazati PSGL-1 in se zato ne
zlepijo z endotelnimi celicami. To naj bi olaj$alo prehod okuzenih nevtrofilcev iz periferne

krvi v klopa (Sukumaran in sod., 2005).

Dokaz, da je za adhezijo bakterije odgovoren sialil Lewis x tetrasaharid (sLe"), specifi¢en
receptor pa je PSGL-1, fukoziliran z o -(1,3) fukoziltransferazo (Fuc-TVII), izraZen na
nevtrofilcih, so dobili s preucevanjem ucinka monoklonalnih protiteles (monoclonal antibody
- mADb) proti sLe”, proti sLe® podobnim proteinom (CD43, CD16, CD24) in proti PSGL-1. V
in vitro poskusih so dokazali, da mAb PL1 in mAb KPL-1, uperjena proti vezis¢em za
P-selektin na PSGL-1, preprecijo vezavo bakterije A. phagocytophilum na celico, medtem ko
mAb PL2, uperjena proti membranskemu epitopu PSGL-1, ne preprecijo vezave. S tem so
dokazali, da je vezava bakterije A. phagocytophilum na PSGL-1 na levkocitih nujna za vstop
bakterije v celico. Vendar pa tudi samostojno izrazen PSGL-1 ne predstavlja popolnega
receptorja. To dokazuje transfekcija B limfoblastoidne celi¢ne linije, ki sicer ne izraza ne
PSGL-1 ne Fuc-TVII/sLe” in je tako nedovzetna za okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum.
Celice, ki so po transfekciji izrazale samo PSGL-1, niso vezale bakterije 4. phagocytophilum
na svojo povrsino. Celice, ki so izrazale Fuc-TVII, so vezale nekaj bakterij, vendar so bile Se
vedno odporne na okuzbo. Samo dvojno transficirane celice, ki so izrazale PSGL-1 in Fuc-
TVII, so bile sposobne vezave bakterije, ki ji je sledil vstop v celico (Herron in sod., 2000;

Goodman in sod., 1999).
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Bakterijski ligand za PSGL-1 zaenkrat ostaja Se nepojasnjen. Ta ligand predstavlja potencialni
vir za razvoj zas¢itne vakcine proti okuzbi z bakterijo 4. phagocytophilum, poleg tega pa bi
lahko sluzil kot molekularni model za razvoj neselektinskega liganda za PSGL-1, ki bi ga

lahko uporabili kot farmakoloski inhibitor vezave bakterije na celico (Herron in sod., 2000).

2.4.2 Mehanizmi, s katerimi se bakterija Anaplasma phagocytophilum izogne naravni

obrambi gostitelja

A. phagocytophilum alternira med dvema oblikama: manj$imi celicami z gostim jedrom (DC)
in ve¢jimi retikularnimi celicami (RC) (Carlyon in Troese, 2008). DC so prilagojene za
vezavo na tar¢ne celice in/ali prezivetje zunaj celic, medtem ko so RC pomembne za
razmnoZevanje znotraj celic. RC so neinfektivna oblika, ki dozorijo v DC in se sprostijo iz
celic z lizo. Te nato vstopijo v tarcne celice z endocitozo s kaveolami. Kaveole so razli¢no
oblikovane invaginacije celicne membrane, ki opravljajo funkcijo endocitnega ali eksocitnega
prenosa (Lin in Rikihisa, 2003). Ker gre za sistem prenosa znotraj celice, ki se izogne
fagolizosomalnim potem, ga izkori§¢ajo mnoge intracelularne bakterije (Norkin in sod., 2001;
Shin in Abraham, 2001; Duncan in sod., 2002; Jutras in sod., 2003). Za razliko od drugih
bakterij, ki izkoris¢ajo kaveole samo za vstop v celico, pa 4. phagocytophilum ostane
povezana z njimi skozi celotno intralevkocitno fazo (Lin in Rikihisa, 2003). Na ta nacin lahko
prezivi znotraj celice, ki je po primarni funkciji fagocit, saj se kaveosomi ne zdruzujejo z

lizosomi (Lin in Rikihisa, 2003).

Drug pomemben nacin prezivetja znotraj nevtrofilca je izguba genov za lipopolisaharid (LPS)
in peptidoglikan, molekulskih motivov na celi¢ni steni patogenih mikroorganizmov, ki ob
vezavi z nevtrofilci sprozijo moc¢an naravni imunski odgovor. Izguba LPS in peptidoglikana je
pripomogla k prilagoditvi bakterije A. phagocytophilum na prezivetje znotraj nevtrofilcev in
klopov, hkrati pa je zmanjSala trdnost njene membrane. Zato je 4. phagocytophilum razvila
sposobnost prevzema holesterola iz gostiteljeve celice. Izguba peptidoglikana ima za bakterijo
A. phagocytophilum tudi druge ugodnosti, kot so lazje vstopanje v majhen intravakuolarni
prostor, kar dodatno poveca kompatibilnost z nevtrofilci in klopi (Lin in Rikihisa, 2003;

Rikihisa, 2006).

Znotraj fagosoma A. phagocytophilum inhibira nastanek reaktivnih kisikovih presnovkov, s
tem da preprec¢i sintezo podenot NADPH oksidaze, ki katalizira reakcijo redukcije

molekulskega kisika v superoksidni anion (O;"). Pred poSkodbo s kisikovimi radikali naj bi se
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zascitila tudi s superoksidno dismutazo (SOD), encimom, ki detoksificira O,  (Carlyon in

Fikrig, 2003; Allen, 2003).

Po vstopu A. phagocytophilum spodbuja izloCanje kemokinov iz okuZenih nevtrofilcev,
predvsem interlevkina 8 (IL-8), kar poveca dotok neokuzenih nevtrofilcev in s tem moznost
za nadaljne razmnoZzevanje. A. phagocytophilum poveca izrazanje antiapoptotinega gena,
preprecuje nevtrofilcem, da bi izgubili membranski potencial mitohondrijev ter blokira z anti-
Fas povzroceno programirano celicno smrt nevtrofilcev. S tem se podaljSa Zivljenjska doba
okuzenih celic, kar daje bakteriji dovolj ¢asa (> 24 ur po okuzbi), da razvije morule (Rikihisa,

2006; Lee in Goodman, 2006).

2.4.3 Odgovor gostitelja na okuzbo z bakterijo Anaplasma phagocytophilum

Imunski odgovor na okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum $e ni docela pojasnjen. Na
zacetku okuzbe veliko vlogo odigra IFN-y, ki ga proizvajajo NK celice, ne limfociti Thl
(Birkner in sod., 2008). IFN-y pa doprinese tudi k histopatoloskim spremembam. To so
dokazali z miSmi z izbitim genom za IFN-y, ki so po okuzbi pokazale sicer visje Stevilo
patogena, vendar brez histopatoloskih lezij (Dumler, 2012). Raziskave na mi$ih so tudi
pokazale, da je za dokonc¢no eliminacijo bakterij potreben odgovor s CD4+ limfociti T in ni

odvisen od glavnih Thl citokinov, kot sta IL-12 in IFN-y (Birkner in sod., 2008).

Prav tako eliminacija bakterije A. phagocytophilum ni odvisna od CD8+ limfocitov T ali
limfocitov B. Vendar so misi brez B-celi¢ne linije pokazale povisano Stevilo bakterij, zato se
predvideva, da so limfociti B vpleteni v zgodnjo kontrolo okuzbe. SCID misi, pri katerih so
odvzeli tako B- kot T-celicno linijo, so poginile za posledicami okuZzbe z bakterijo
A. phagocytophilum, medtem ko misi, ki so jim odvzeli zgolj T-celi¢no linijo, niso poginile
(Birkner in sod., 2008). To nakazuje na moznost regulacijskih nalog limfocitov B, ki pa niso

pomembne za dokon¢no odstranitev bakterije 4. phagocytophilum.

Psi lahko ostanejo perzistentno okuzeni (Egenvall in sod., 2000), vendar mehanizem Se ni
natancno poznan. Granquist in sodelavci (2010) so pri ovcah raziskovali pomen antigenske
variacije gena za msp2(p44), ki kodira protein na zunanji membrani, pomemben pri imunski
prepoznavi. Mehanizem variacije najverjetneje temelji na vstavitvi delne ali popolne sekvence
donorjevega psevdogena na mestu ekspresije. Imunski odgovor na msp2(p44) je usmerjen

tako proti ohranjenim kot tudi hipervariabilnim segmentom molekule. Odgovor je
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najmocnej$i na zacetku in pojenjuje skozi trajanje perzistentne okuzbe, kar najverjetneje

omogoca prezivetje bakterije A. phagocytophilum znotraj gostitelja (Granquist in sod., 2010).

2.5 Kliniéna slika

Vecina psov po naravni okuzbi z bakterijo A. phagocytophilum najverjetneje ostane zdravih,
kar nakazuje visoka seroprevalenca pri psih na endemi¢nih podroc¢jih brez klini¢nih znakov
(Beall in sod., 2008; Foley in sod., 2001). Inkubacijska doba pri naravni okuzbi traja od 4-14
dni, odvisno od imunskega statusa gostitelja in virulence povzrocitelja. NajpogostejSa klinicna
znaka sta letargija in poviSana telesna temperatura (Greig in sod., 1996; Kohn in sod., 2008;
Egenvall in sod., 1997; Bjoersdorff, 2005). V treh izmed S§tirih raziskavah so letargijo
ugotovili skoraj pri vseh psih, poviSano telesno temperaturo pa pri priblizno 90 % psov (Greig
in sod., 1996; Poitout in sod., 2005; Egenvall in sod., 1997). Povisana telesna temperatura nad
39,0 °C obicajno vztraja dva do pet dni (Lilliehook in sod., 1998). Inapetenca ali anoreksija je
opisana pri 47-88 % psov. Zelo pogosto bolezen spremlja Sepanje oziroma otezeno gibanje.
Lahko se pojavi kaselj, ki je obicajno neproduktiven. Njegov nastanek je povezan z
infiltracijami v intersticiju plju¢ in fokalnimi alveolarnimi spremembami (Plier in sod., 2009).
Manj pogosto se pojavijo polidipsija, blede sluznice, gastrointestinalni znaki, kot so bruhanje
in driska, ter krvavitve, ki se kazejo kot petehije, melena ali epistaksa (Greig in sod., 1996;
Poitout in sod., 2005; Kohn in sod., 2008). S klini¢cnim pregledom, ultrazvokom ali
rentgenom lahko zaznamo tudi limfadenopatijo in splenomegalijo, ki sta posledici reaktivne
limfoidne hiperplazije in ekstramedularne hematopoeze (Egenvall in sod., 1998; Hodzic in
sod., 1998). Lahko se pojavijo znaki motenj v centralno - zivénem sistemu, kot so napadi ali
motnje v propriocepciji (Bjoersdorff, 2005). Nevroloski znaki so opisani pri dveh od 17-ih
obolelih psov iz ZDA, vendar je imel eden izmed njiju zgodovino idiopatske epilepsije (Greig
in sod., 1996). Povezava med nevroloskimi znaki in anaplazmozo ni bila ugotovljena v §tudiji
248 psov s prizadetostjo zivénega sistema (Jaderlund in sod., 2007). Pri psu z meningitisom
so v Kaliforniji s citoloSko preiskavo nasli granulocitno morulo v cerebrospinalni tekocini

(Maretzki in sod., 1994).
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2.6 Laboratorijske spremembe

Razli¢ne erlihije okuzujejo razlicne krvne celice, vendar so pri vseh hematoloSke spremembe
precej podobne. To nakazuje na verjetnost, da patogeneza pancitopenije ni povezana z okuzbo
dolocenih tar¢nih celic, ampak najverjetneje z razli¢nimi citokini, ki jih izlocajo okuzene

celice (Lepidi in sod., 2000; Lillieh66k in sod., 1998).

NajpogostejSa odstopanja hematoloSkih parametrov so anemija (blaga do huda stopnja),
levkopenija z limfo- in nevtropenijo, ki ji sledi levkocitoza z limfocitozo, ter trombocitopenija
(blaga do huda stopnja) (Tozon in Petrovec, 2002; Lillichook in sod., 1998).
Trombocitopenija se pojavi pri priblizno 90 % psov (Greig in sod., 1996). Najbolj izrazita je v
fazi bakteriemije. V nekaj dneh po bakteriemiji se Stevilo trombocitov normalizira (Lillieh66k
in sod., 1998; Bjoersdorff, 2005). Vecina psov ima povisano Stevilo skupnih in mladih
megakariocitov v kostnem mozgu. V krvi so prisotni veliki trombociti, MPV in PDW sta
poviSana, kar nakazuje na aktivnho trombopoezo (Lillichook in sod.,1998). Pri okuzbi z
bakterijo E. canis limfociti izloCajo faktor, ki inhibira migracijo trombocitov, kar povzroci
pomembne spremembe na njihovi povrSini (Abeygunawardena in sod.,1990). Nadalje se po
okuzbi pojavijo protitelesa proti trombocitom (Harrus in sod., 1996). Tako najverjetneje
razliéni imunski mehanizmi povzrocijo trombocitopenijo pri erlihiozi, verjetno pa tudi pri
anaplazmozi. Blago, neregenerativno anemijo so zabelezili pri petih od 23-ih psov iz ZDA
(Greig in sod., 1996). Pri 11-ih od 18-ih psov iz Nemcije porocajo o srednji do blagi stopnji
anemije, ki je regenerativna v 37,5 % primerov (Kohn in sod., 2008). V raziskavi na
Svedskem so vsi psi, eksperimentalno okuZeni z bakterijo A. phagocytophilum, razvili blago
normocitno, normokromno anemijo. Eritroidne spremembe so bile podobne anemiji vnetne
bolezni (Lilliech6ok in sod., 1998). Pri tem pride do zmanjSane eritropoeze zaradi citokinov,
npr. IL-1, IFN-y in TNF-o, ki inhibirajo aktivatorje kostnega mozga, kot sta eritropoetin in
CFU eritroid. Ostali mehanizmi so Se funkcijsko pomanjkanje Zeleza kljub zadostnim
retikuloendotelnim zalogam in skraj$ana Zivljenjska doba eritrocitov (Walter in sod., 1997).
Nevtropenija z limfopenijo je blaga in kratkotrajna. Pojavi se mieloidna hiperplazija kostnega
mozga, vendar brez prisotnosti nezrelih oblik nevtrofilcev v krvi, kar nakazuje na okrnjeno
mielopoezo (Lillieh6ok in sod., 1998). Druga porocila navajajo nevtrofilijo ali nevtropenijo;
najve¢ okuzenih psov ima nevtrofilce v spodnji polovici referencnega intervala (Greig in sod.,
1996, Poitout in sod., 2005; Egenvall in sod., 1997). Eozinopenija je bila prisotna pri vseh

psih v raziskavi na Svedskem (Lillich66k in sod., 1998). Eozinopenija je pogosta pri
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infekcijskih boleznih (Bass in sod., 1980). O monocitopeniji poro¢ajo pri priblizno tretjini
okuzenih psov iz ZDA (Greig in sod., 1996; Poitout in sod., 2005), medtem ko je imela vecina

psov iz Nemcije monocitozo (Kohn in sod., 2008).

A. phagocytophilum lahko okuzi tudi nezrele celice kostnega mozga, vendar to najverjetneje
neposredno ne vpliva na spremembe hematoloskih parametrov. Glavni mehanizem razvoja
pancitopenije je verjetno posledica hemofagocitoze okuZenih levkocitov v vranici, bezgavkah
in pljucih ter periferne sekvestracije, porabe in destrukcije krvnih celic, saj pri vecini
okuzenih zivali s pancitopenijo ostaja celularnost kostnega mozga normalna ali celo difuzno

hiperplasti¢na (Lepidi in sod., 2000).

Dosedanje klini¢ne $tudije kazejo, da pri anaplazmozi v vecini primerov ne pride do bistvenih
odstopanj biokemijskih dejavnikov v krvnem serumu, razen obicajno blagega zviSanja
aktivnosti jetrnih encimov alkalne fosfataze in alanin aminotransferaze (Bjoersdorff, 2005). V
nekaterih raziskavah porocajo Se o blagi hipoalbuminemiji in hiperglobulinemiji (Greig in

sod., 1996; Poitout in sod., 2005; Gravino in sod., 1997; Egenvall in sod., 1997).

2.7 Imunsko pogojene bolezni kot posledica okuZbe z bakterijo Anaplasma
phagocytophilum

Stevilne infekcijske bolezni privedejo do avtoimunih reakcij v asu okuZbe ali po njej. V
veterinarski medicini je izraz avtoimuna bolezen omejen na bolezen, pri kateri ne moremo
identificirati vzroka, nimamo dokaza o okuzbi, kadar avtoprotitelesa ali avtoreaktivni
limfociti povzrocajo poskodbo tkiv in kadar se bolezen odzove na imunosupresivno terapijo
(Day, 2003). Vendar se pojavlja vse ve¢ dokazov, da je veliko teh bolezni povezanih s
predhodno okuzbo, ki je v ¢asu avtoimunega obolenja ne moremo identificirati, ker jo je zival
ze prebolela ali pa je v latentni fazi. Nastanek teh bolezni je pogojen z razli¢nimi
imunoloskimi mehanizmi. OkuZba z razlicnimi mikroorganizmi lahko privede do nastanka
imunskih kompleksov, ki so sestavljeni iz antigena, protitelesa in komplementa, in krozijo po
krvi ter se odlagajo v kapilarnem mreZju ocesa, koze, sklepov, glomerulusa ali mozganov.
Klini¢no tako prepoznamo imunsko pogojeni glomerulonefritits (IMGN), uveitis in poliartritis
(Day, 1999). Nadalje lahko okuzba privede do nastanka protiteles, ki reagirajo z lastnim
tkivom — po definiciji so to prava avtoprotitelesa — vendar obicajno nastanejo med samo

okuzbo. S klopi prenosljive bolezni so Se posebej dober primer avtoimunosti, nastale po
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okuzbi z mikroorganizmi. Pri monocitni erlihiozi pride do nastanka kompleksnih
multisistemskih klini¢nih znakov, ki so posledica prekomerne aktivnosti limfocitov B, kar
vodi do nastanka poliklonalne hipergamaglobulinemije, tvorbe CIC-ov in s tem IMGN,
uveitisa in poliartritisa. Perzistenti artritis pri boreliozi je pri nekaterih humanih pacientih
posledica avtoimunosti limfocitov T, ki je uperjena proti hLFA-1 (human leucocyte function-
associated antigen -1), ki ima homologne epitope imunodominatnim epitopom OspA

B. burgdorferi s.l. (Gross in sod., 1998).

Porocila o avtoimunih boleznih kot posledica okuzbe z bakterijo 4. phagocytophilum so
redka. V primeru okuzb z rikecijami iz druzine Anaplasmataceae so porocCila vecinoma
vezana na okuzbo z bakterijo E. canis, kjer pride do pojava IMGN, uveitisa, poliartritisa,
imunsko pogojene anemije (IHA) in trombocitopenije (IMT) (Harrus in sod., 2001; Day,
2008; Vaden in Grauer, 2011). IMGN pri erlihiozi nastane kot posledica odlaganja CIC-ov v
glomerulu, kar privede do aktivacije komplementa in izzove preobcutljivostno reakcijo tipa
III (Day, 2008). Primarni glomerulitis se nadaljuje v poSkodbo tubulov in nadalje v izgubo
nefronov z intersticijsko fibrozo in glomerulosklerozo. Histoloske spremembe so odvisne od
mesta odlaganja CIC-ov; lahko je prisotnih tudi ve¢ glomerularnih lezij naenkrat. Na podlagi
histoloskih sprememb lo¢imo difuzni membranozni GN, membranoproliferativni GN in
mesangioproliferativni GN (Day, 2008). IMGN pri erlihiozi obi¢ajno opisujejo kot
nespecifi¢en GN (Vaden in Grauer, 2011). V §tudiji, ki je vkljucevala 30 psov z erlihiozo, kjer
so pri 12-ih od 18-ih zaznali proteinurijo, so pri dveh od treh post mortem dokazali
membranozni GN (Troy in sod., 1980). Klini¢ni znaki so odvisni od stopnje poSkodb
glomerulov. Lahko so najizrazitej$i znaki primarne bolezni, najveckrat pa pri kroni¢nih ali
perzistentnih okuzbah zaznamo znake sekundarnega IMGN, kot je nefrotski sindrom ali
odpoved ledvic (Pedersen, 1999). Uveitis je najpogostejsa sprememba na oceh pri erlihiozi —
v Studiji, ki je vkljucevala 90 psov, je bil uveitis prisoten v 100 % primerov (Komnenou in
sod., 2007). Z eksperimentalno $tudijo so prav tako histopatolosko dokazali prisotnost
anteriornega ali posteriornega uveitisa pri 100 % psov z aktivno erlihiozo (Swanson in
Dubielzig, 1986; Panciera in sod., 2001). Patogeneza uveitisa je slabo raziskana, vendar se kot
najverjetnejsi vzrok omenjajo imunsko pogojeni mehanizmi, predvsem imunske reakcije tipa
II1, ki privedejo do vaskulitisa in posledi¢no uveitisa (Komnenou in sod., 2007). Poliartritis
pri erlihiozi je najveCkrat neerozivni imunsko pogojeni poliartritis tipa II (Day, 2008), ki je

tudi posledica imunske reakcije tipa III. V redkih primerih so v sinovialni tekoc¢ini dokazali
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prisotnost morul in s tem poliartritis, povzro¢en neposredno z okuzbo (Taylor, 2003). Pojav
trombocitopenije pri erlihiozi prav tako pripisujejo imunopatoloskim mehanizmom. Pri
eksperimentalno okuzenih psih so dokazali pojav serumskih IgG proti trombocitom 17. dan
po okuzbi, v casu izrazite trombocitopenije (Waner in sod., 1995). Zadetno znizanje
trombocitov se sicer pojavi ze zelo zgodaj po okuzbi, kar pripisujejo prezgodnjemu pojavu
protiteles proti trombocitom, ki privede do fagocitoze z antigeni prekritih trombocitov v
vranici in jetrih. Okuzba z bakterijo E. canis naj bi privedla do spremembe v imunskem
sistemu gostitelja, kar vodi v hiperprodukcijo visoko afinitetnih protiteles proti trombocitom
(Harrus in sod., 1996). Opisani mehanizem naj bi bil glavni vzrok za nastanek
trombocitopenije pri erlihiozi, Ceprav je najverjetneje vpletenih Se ve¢ neimunoloskih

mehanizmov (Waner in sod., 1999).

2.8 Ugotavljanje okuzbe

Na anaplazmozo moramo posumiti pri vseh pacientih z akutnim infekcijskim sindromom, ki
prihajajo z endemicnih podrocij, Se posebej v Casu povecane aktivnosti klopov. Nadalje je
smiselno testiranje pacientov s kroni¢nim Sepanjem, GN in uveitisom, pri katerih ne najdemo
drugega ocitnega vzroka. Obolenje lahko potrdimo, kadar so izpolnjeni spodaj opisani klini¢ni

in laboratorijski kriteriji.

Pomembni anamnesticni podatki za postavitev suma na anaplazmozo so ugriz klopa in

gibanje Zivali na endemi¢nem podro¢ju.

Kriteriji za definicijo akutne anaplazmoze psov in mack (prilagojeno po priporocilih

Centra za nadzor in preventivo bolezni Atlanta, ZDA, 2000) (Bjoersdorff, 2005)
Klini¢ni Kkriteriji

Anaplazmoza obiCajno poteka kot vrocinsko stanje oziroma akutni infekcijski sindrom.
Laboratorijska odstopanja so lahko: prisotnost morul v nevtrofilcih v razmazu periferne krvi,

citopenija (predvsem trombocitopenija in levkopenija) in povecana aktivnost jetrnih encimov.
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Laboratorijski Kkriteriji za potrditev diagnoze

e najmanj Stirikratno povec€anje titra specifi¢nih protiteles od mejnega titra z metodo

IFA v parnih serumskih vzorcih v presledku vsaj Stirih tednov ali
e dokaz DNA bakterije A. phagocytophilum s PCR ali

e identifikacija morul v levkocitih v krvi, kostnem mozgu ali cerebrospinalni teko¢ini in

pozitiven IFA titer (na osnovi mejnega titra, ki ga doloca laboratorij) ali

e osamitev bakterije A. phagocytophilum v kulturi iz klini¢nega vzorca bolne zivali.

Potrditev klini¢nega primera:

e najverjetneje: klini¢ni znaki, ki ustrezajo opisanim ob pozitivnem IFA titru (na

osnovi mejnega titra, ki ga doloca laboratorij) ali prisotnost morul v levkocitih

e potrditev: klini¢ni znaki, ki ustrezajo opisanim, in jih lahko potrdimo tudi

laboratorijsko.

2.8.1 Ugotavljanje povzrocitelja

2.8.1.1 Pregled krvnega razmaza

V obdobju bakteriemije lahko v krvnem razmazu, barvanem po Romanovskem ali Giemsi, v
nevtrofilcih ugotovimo morule (Slika 2). Morule se obi¢ajno obarvajo neenakomerno temno
modro in so praviloma temnejse od celi¢nega jedra. Ker se pojavljajo le kratek ¢as v obdobju
bakteriemije in so relativno redke, negativen krvni razmaz ne izkljucuje okuzbe z bakterijo
A. phagocytophilum (Bjoersdorff, 2005). V stirih vecjih Studijah so morule ugotovili pri 36,
56, 67 in 100 % psov s stopnjo pojavnosti okuzenih nevtrofilcev od 7 do 32 % (Greig in sod.,
1996; Poitout in sod., 2005; Kohn in sod., 2008; Egenvall in sod., 1997). Pri eksperimentalno
okuzenih psih so dokazali pojav morul Cetrti dan po inokulaciji; vztrajale so §tiri do osem dni
(Egenvall in sod., 1998). Z mikroskopskim pregledom ne moremo loc¢iti med morulami
bakterij A. phagocytophilum in Ehrlichiae spp, predvsem bakterije E. ewingii, zato je nujna

potrditev povzrocitelja s PCR (Carrade in sod., 2009).
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Slika 2: Morula v granulocitu; fotografija dr. N. Pusterla

2.8.1.2 Osamitev

Bakterijo A. phagocytophilum je pod dolo¢enimi pogoji mozno osamiti in razmnoZiti in vitro
v celicah HL-60 ali klopni embrionalni celi¢ni liniji. Morule v celi¢ni kulturi prikazuje Slika
3. Ceprav je osamitev najbolj ob¢utljiva diagnosti¢na metoda za ugotavljanje akutne okuZbe

pri ljudeh (Aguero, 2002), se ne uporablja rutinsko (Carrade in sod., 2009).

Slika 3: Morula v celici celi¢ne kulture; fotografija dr.M. Petrovec

2.8.1.3 Molekularne metode ugotavljanja bakterije Anaplasma phagocytophilum

Za detekcijo DNA bakterije A. phagocytophilum v periferni krvi, kostnem mozgu, sinovialni
in cerebrospinalni tekoc€ini ali tkivnih vzorcih je bilo razvitih ve¢ konvencionalnih in PCR
metod v realnem casu. Taréne gene v ve€ini metod predstavlja gen za 16S rRNA ali gen za
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zunanji povrsinski protein msp2(p44) (Carrade in sod., 2009). Metode za gen msp2 so
obic¢ajno specificne za bakterijo 4. phagocytophilum, medtem ko metode za gen 16S rRNA
lahko zaznajo tudi druge anaplazme in celo druge bakterije, kot je Bartonella henselae
(Egenvall in sod., 2000), zato je v teh primerih sekveniranje dobljenih produktov nujno.
Ostale metode kot tarcne gene uporabljajo Se msp4, groEL, rrs, epankl ali ank A (Massung in
Slater, 2003; de la Fuente in sod., 2008; Santos in sod., 2004; Walls in sod., 2000). Se vedno
ni znan optimalen ¢as odvzema vzorca, pri katerem je obcutljivost metode najvec¢ja (Chapman
in sod., 2006). Pri eksperimentalno okuZenih psih so povzrocitelja s PCR dokazali Sest do
osem dni pred in tri dni po tem, ko so se pojavile morule v krvi (Egenvall in sod., 1998;

Egenvall in sod., 2000).

2.8.2 Ugotavljanje specificnih protiteles proti bakteriji Anaplasma phagocytophilum

Specificna IgG in IgM protitelesa proti bakteriji A. phagocytophilum lahko ugotavljamo z
razliénimi metodami, kot so IFA, imunoblot ali encimsko imunski test (Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay, ELISA) (Bjoersdorff, 2005).

Prva protitelesa v serumu lahko dokazemo priblizno osem dni po okuzbi, dva do pet dni po
pojavu morul. Z razvojem bolezni pa se seroloSki odgovor povecuje, zato se povecuje tudi
obcutljivost IFA metode, ki je najvecja (94-100 %) 14 dni po eksperimentalni okuzbi
(Chapman in sod., 2006). Ker je pozitiven titer protiteles lahko odraz pretekle izpostavitve
povzrocitelju, je potreben dokaz Stirikratnega povisanja mejnega titra. Protitelesa v serumu
namre¢ lahko vztrajajo ve¢ mesecev po okuzbi (Egenvall in sod., 1997; Egenvall in sod.,
2000). Rezultati ene Studije dokazujejo prisotnost protiteles pri psih Se 12 mesecev po akutni
okuzbi (Poitout in sod., 2005), pri ljudeh celo tri leta po okuzbi (Bakken in Dumler, 2008). V
klini¢ni praksi velja, da Stirikratno povecanje mejnega titra z IFA ob prisotnih klini¢nih

znakih pomeni pozitiven rezultat in potrditev bolezni (Bjoersdorft, 2005).

Pri seroloski diagnostiki se moramo zavedati moznosti navzkrizne reaktivnosti med antigeni
in protitelesi proti razliénim rikecijskim povzrociteljem iz rodov Anaplasma in Ehrlichia
(Harrus in Waner, 2005; Chapman in sod., 2006). Z uporabo monoklonalnih protiteles proti
visoko ohranjenemu proteinu 5 (msp5) so z indirektno ELISA metodo dokazali 100-odstotno
serolosko navzkrizno reaktivnost med bakterijama A. phagocytophilum in A. marginale (Strik
in sod., 2007). Prav tako obstaja seroloSka navzkrizna reaktivnost med bakterijama

A. phagocytophilum in A. platys, tudi pri Siroko uporabljeni metodi z rekombinantnim msp?2
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(Bowman in sod., 2009). Porocajo tudi o navzkrizni reaktivnosti med bakterijama
A. phagocytophilum in E. canis, ki pa je manj pogosta (Poitout in sod., 2005; Plier in sod.,
2009; Breitschwerdt in sod., 1998), verjetno zato, ker do produkcije specifi¢nih IgG proti
bakteriji 4. phagocytophilum pride Sele dolo¢en ¢as po okuzbi z bakterijo E. canis (Waner in

sod., 1998).

Na trziS¢u so prisotni hitri testi za serolosko diagnostiko anaplazmoze, ki protitelesa
dokazujejo s postopkom ELISE. Za edinega, ki se uporablja pri nas (SNAP® 4Dx® Test Kit
IDEXX Laboratories), proizvajalec navaja 99,1-odstotno obcutljivost in 100-odstotno
specificnost. Gre za imunosorbentni test, ki uporablja sinteti¢ni peptid iz proteina na zunanji
membrani (p44) za detekcijo specificnih protiteles proti bakteriji 4. phagocytophilum.
Serokonverzijo Snap 4Dx test zazna kasneje kot I[FA, in sicer 17-30 dni, IFA pa 10-15 dni po
okuzbi (Scorpio in sod., 2011). Zavedati se moramo omejitve hitrih testov, saj nam podajo
zgolj  kvalitativen odgovor o prisotnosti specificnith protiteles proti  bakteriji
A. phagocytophilum. Zato zgolj pozitiven hitri test ne sme biti razlog za zdravljenje.
Najprimernejsi seroloski test je test z metodo IFA, ker nam omogoc¢a spremljanje viSine in
porasta titra specificnih protiteles, kar nam skupaj z laboratorijskimi in kliniénimi odstopanji

pomaga pri odlocitvi glede zdravljenja.

2.9 Zdravljenje in preprecevanje bolezni

In vitro je A. phagocytophilum dovzetna za Stevilne antibiotike, ki prehajajo celi¢no
membrano in aktivno delujejo znotrajceli¢éno. Mednje sodijo tetraciklini, rifampicin, rifabutin
in trovafloksacin. Rezistentna je na gentamicin, eritromicin, azitromicin, klindamicin in
trimetoprim — sulfametoksazol in na vse antibiotike, ki ne prehajajo celicne membrane,
vkljuéno z B-laktamskimi antibiotiki. /n vivo so najucinkovitejsi tetraciklini, delno sta bila
ucinkovita tudi rifampicin in kloramfenikol. Zdravilo izbora za zdravljenje anaplazmoze pri
psih in mackah je doksiciklin. Ceprav optimalna doza in trajanje zdravljenja $e niso dokonéno
doloceni, se priporoca zdravljenje v odmerku 5-10 mg/kg TT/12-24 ur 30 dni (Greig in
Armstrong, 2006; Breitschwerdt in sod., 1998). V vecini primerov klini¢ni znaki izzvenijo v
24-48 urah in prognoza za klini¢no ozdravitev je dobra (Greig in Armstrong, 2006). Vendar
so pri eksperimentalno okuzenih psih, zdravljenih z doksiciklinom v priporocenih dozah 14 in

28 dni, dokazali pojav perzistentnih in subklini¢nih okuzb (Alleman in sod., 2006; Alleman in
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sod., 2007). Ceprav je namre¢ klini¢no izbolj$anje obi¢ajno doseZeno, je nemogoce zagotoviti
ucinkovitost terapije v popolni eliminaciji  bakterije A. phagocytophilum iz naravno
okuzenega gostitelja. Ce Zival ne proizvaja ve¢ specifi¢nih protiteles, je to indikacija, da je
bila A. phagocytophilum eliminirana iz organizma. Ker pa protitelesa lahko vztrajajo veé
mesecev, ni smiselno podalj$evati zdravljenja po izbolj$anju klini¢nih znakov za nadaljnjih 30
dni ali menjati antimikrobne ucinkovine v Zelji doseCi seronegativen rezultat (Alleman in
sod., 2007). Ker je uporaba tetraciklinov pri mladih zivalih lahko povezana s hipoplazijo
sklenine, je bil kot alternativa predlagan kloramfenikol (15-25 mg/kg TT/8 ur 14-21 dni) za
pse, mlajse od enega leta (Greig in Armstrong, 2006). Vendar dokazi kazejo, da doksiciklin v
nasprotju s tetraciklini ne povzroc¢a hipoplazije sklenine pri rastocih psih. Zaradi resnosti
obolenja, kot je anaplazmoza, se priporoc¢a zdravljenje z doksiciklinom ne glede na starost
psa. Doksiciklin sicer lahko izzove slabost in bruhanje, cemur se izognemo z dajanjem
zdravila v ve¢ dnevnih odmerkih in skupaj s hrano, kar ne zmanj$a resorbcije same

ucinkovine (Bjoersdorff, 2005).
2.9.1 Serolosko pozitivni asimptomatski psi

Psi iz endemi¢nih podrocij so pogosto izpostavljeni okuzbi z bakterijo A. phagocytophilum -
seroprevalenca v ZDA in Evropi je 55- oziroma 50-odstotna (Beall in sod., 2008; Barutzki in
sod., 2006). Glede na dokaze o perzistentni okuzbi pri klini¢no zdravih psih (Egenvall in sod.,
2000; Alleman in sod., 2006; Alleman in sod., 2007) je verjetno del seropozitivnih psov
kroni¢nih prenaSalcev. Incidenca kroni¢no okuzenih psov, ki kasneje zbolijo, ni natan¢no
znana. Cikliéni pojav kliniénih primerov anaplazmoze, ki nastopi v sezoni povecane
aktivnosti klopov, govori za to, da je anaplazmoza akutno obolenje, ki nastopi nekaj dni po
inokulaciji bakterije 4. phagocytophilum (Egenvall in sod., 1998; Greig in Armstrong, 2006).
Ker kroni¢na okuzba ni neposredno povezana z nastopom klini¢ne bolezni in je ucinkovitost
doksiciklina v popolni odstranitvi povzro€itelja nepopolna, se zdravljenje serolosko
pozitivnih, klini¢no zdravih psov odsvetuje. Kljub vsemu serolosko pozitivnega rezultata ne
smemo zanemariti. Pri takem pacientu je smiselno spremljati morebitna klini¢na odstopanja,
pojav proteinurije in drugih laboratorijskih odstopanj, kot je ponovna trombocitopenija. Prav
tako moramo lastniku svetovati dosledno uporabo akaricidnih sredstev, da zmanjSamo
moznost soasne okuzbe z drugimi s klopi prenosljivimi povzrocitelji, saj je znano, da
socasne okuzbe z bakterijo B. burgdorferi s.l. povetajo moznost za pojav klini¢ne bolezni.

Nadalje obstaja moznost, da pri kroni¢no okuzenih psih pride do pojava klini¢nih znakov ob
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uporabi zdravil ali socCasni drugi bolezni, ki spremeni imunski odgovor. Aplikacija
imunosupresivnih doz kortikosteroidov kroni¢no okuzenim, asimptomatskim psom je
povzrocila bakteriemijo, Ceprav so psi ostali asimptomatski (Egenvall in sod., 2000; Alleman

in sod., 2006; Alleman in sod., 2007).
2.9.2 Preprecevanje bolezni

Zascitnega cepiva ni. NajzanesljivejSa preventiva je izogibanje endemic¢nim podrocjem,
pozorni pregledi in odstranjevanje klopov s kozuha po sprehodu ter preventivna uporaba
akaricidnih pripravkov s podaljSano ucinkovitostjo in repelentnim ucinkom (Bjoersdorft,

2005).

2.10 Anaplazmoza pri ljudeh

Humana granulocitna anaplazmoza je nespecificna vrocinska bolezen. Pogosto jo opisujejo
kot 'gripi podobno obolenje po ugrizu klopa' (Bakken in sod., 1996). Moski obolijo nekoliko
pogosteje kot Zenske (Dumler in sod., 2007). Priblizno 75 % ljudi v anamnezi navede ugriz
klopa (Bakken in Dumler, 2008).Tudi pri ljudeh je mozna soCasna okuzba z bakterijo
B. burgdorferi s.l. Seroprevalenca pri ljudeh, ki navajajo ugriz klopa, v ZDA je 8,9-36 %
(Bakken in Dumler, 2008). V Evropi o okuzbi pri ljudeh najpogosteje poro€ajo iz Slovenije in
Svedske (Strle, 2004; Petrovec in sod., 1997). Najpogostejsi klinicni znaki so vrocina,
mrzlica, glavobol, bole¢ine v miSicah in sklepih(Lotri¢-Furlan in sod., 2006) pa tudi slabost,
anoreksija in kaselj (Bakken in Dumler, 2008; Bakken in sod., 1996; Dumler in sod., 2007).
Priblizno 10 % bolnikov ima lahko hude zaplete. Smrt nastopi v < 1 % primerov kot posledica
teh zapletov (Bakken in Dumler, 2008). ResnejSe obolenje obicajno nastopi pri starejSih in pri
ljudeh s soCasnim imunosupresivnim obolenjem ali imunosupresivno terapijo. Laboratorijsko
zaznamo zmerno levkopenijo in trombocitopenijo ter povisano aktivnost jetrnih encimov in
povecCano koncentracijo C-reaktivnega proteina (Bakken in Dumler, 2008; Bakken in sod.,

1996; Dumler in sod., 2007; Brouqui in sod., 2004).

Pojav bolezni pri psih nakazuje na povecano moznost pojava bolezni pri ljudeh. Psi lahko
povecCajo moznost kontakta med okuzenim klopom in ljudmi, vendar raziskave kazejo, da
med ljudmi, ki so izpostavljeni kontaktu s psi, in tistimi, ki takega kontakta nimajo, ni razlike

v prevalenci specifi¢nih protiteles proti bakteriji 4. phagocytophilum (Skerget in sod., 2003).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Zasnova Studije

3.1.1 Retrospektivna studija

V retrospektivnem delu smo proucili klini¢éne podatke 754 psov, ki so bili na Kliniki za
kirurgijo in male Zivali (KKMZ) med letoma 1999 in 2011 laboratorijsko testirani na
prisotnost specificnih protiteles proti bakteriji A. phagocytophilum in na prisotnost samega
povzrocitelja. V nadaljnjo raziskavo smo od testiranih vkljucili 553 psov, pri katerih je bila
dokazana prisotnost specificnih protiteles proti bakteriji A. phagocytophilum in/ali prisotnost
povzrocitelja. OsredotoCili smo se na pasmo, starost, spol ter morebitno so¢asno okuzbo z
bakterijo B. burgdorferi s. I.. Pri 149-ih psih smo poleg omenjenih preverili e klini¢ne in

laboratorijske spremembe v ¢asu ugotovitve anaplazmoze.

3.1.2 Prospektivna studija

Drugi del naloge, kjer smo proucevali imunski odziv z ugotavljanjem CIC-ov,
hiperglobulinemije in proteinurije, smo izvedli na populaciji 34-ih delovnih psov in 204-ih
naklju¢nih pacientov, ki smo jih na Kliniki za kirurgijo in male Zivali (KKMZ) zaradi suma
na anaplazmozo testirali na prisotnost specificnih protiteles proti bakteriji A. phagocytophilum

in samega povzrocitelja.

V tem delu smo podrobneje ovrednotili Stevilo trombocitov in statisticno znacilne razlike v
pojavljanju trombocitopenije med skupinami, in sicer smo v ta namen zbrali 204 vzorce psov,
vkljucenih v prospektivno Studijo, in 97 vzorcev psov iz retrospektivne Studije, skupaj torej

301 vzorec polne krvi.

Sekveniranje smo izvedli na 98 PCR pozitivnih vzorcih, od katerih je bilo 24 vzorcev od
pacientov KKMZ in so bili vklju¢eni v nadaljevanje prospektivne $tudije, 74 vzorcev pa od
pacientov iz drugih veterinarskih klinik v Sloveniji, ki niso bili vklju€eni v nadaljevanje

prospektivne Studije.

3.2 Zivali
V obeh delih naloge Zivali predstavljajo nakljuéni pacienti KKMZ. V $tudijo smo vklju¢ili

pse na podlagi pozitivnega IFA titra ali PCR rezultata za bakterijo 4. phagocytophilum z ali
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brez znacilnih klini¢nih in laboratorijskih odstopanj, ki po zdaj$njih kriterijih veljajo za dokaz
aktivne anaplazmoze (Bjoersdorf, 2005). V drugi del je vklju€ena tudi skupina delovnih psov

Slovenske vojske.

Zivali smo razdelili v osem skupin, in sicer v Sest skupin serologko pozitivne v razli¢nih titrih,
v eno skupino PCR pozitivne, v kontrolno skupino pa serolosko ter PCR negativne Zivali. Pse
znotraj posameznih skupin smo primerjali s kontrolno skupino in med sabo glede na
izrazenost bolezenskih znakov v prizadetem organskem sistemu, hematoloska odstopanja,

hiperglobulinemijo, prisotnost CIC-ov ter prisotnost in vrsto proteinurije.

3.3 Odvzem in priprava vzorcev

Vzorec venozne krvi, odvzet s punkcijo ene od perifernih ven (vene cephalicae antebrachii,
vene saphenae ali vene jugularis), smo razdelili na ve¢ delov: za hematoloske preiskave in
ugotavljanje povzrocitelja z metodo PCR smo vzorce shranili v epruvete z antikoagulantom
(EDTA) (MictrotainerTM, Beckton and Dickinson, Franklin Lakes, USA), kri za serum, v
katerem smo ugotavljali prisotnost specifi¢nih protiteles proti bakteriji 4. phagocytophilum in
razlicne frakcije proteinov, pa smo shranili v epruvete s podtlakom brez antikoagulanta
(Vacuette, Greiner Bio-One, Kremsmunster, Austria). Serum je bil pridobljen tako, da smo kri

po 30 minutah centrifugirali 10 minut pri 1200 obratih in temperaturi 4 °C.

Vzorce urina smo odvzeli s kateterizacijo v sterilne plasticne epruvete. Za pregled sedimenta

smo urin centrifugirali pri 800 obratih 10 minut.

Za preiskave, ki smo jih izvajali serijsko, smo vzorce seruma in urinskega supernatanta

shranili z zamrzovanjem pri —20 ° C.

3.4 Ugotavljanje okuZbe
V serumu preiskovanih Zivali smo ugotavljali specificna protitelesa IgG proti bakteriji

A. phagocytophilum z indirektnim imunofluorescen¢nim testom.

Za detekcijo DNA bakterije A. phagocytophilum v polni krvi smo uporabili metodo PCR.
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3.4.1 Indirektni imunofluorescencni test

IFA smo izvedli po Ze opisanem postopku (Ristic in sod., 1972). Za pripravo fiksiranega
razmaza smo uporabili bakterijo 4. phagocytophilum, gojeno v celi¢ni kulturi HL60. Filtrirali
smo vzorce seruma, prvotno razred¢ene v razredcitvi 1:128, v PBS z dodatkom 1 % kuncjega
seruma. RazredCene serume smo nanesli na stekelca in jih inkubirali v vlazilni komori pri
37 °C 30 minut. Po inkubaciji smo stekelca trikrat sprali v PBS in posusili na zraku. Razmaz
smo prelili s kun¢jim protiserumom proti pasjim IgG, oznac¢enim s fluorescein izotiocianatom
(Sigma—Aldrich, MO, USA), razred¢enim v razred¢itvi 1:64. Stekelca smo ponovno trikrat
sprali v PBS, pri drugem spiranju z dodatkom 5 % Eriochrome Black T (Sigma—Aldrich, MO,
USA). Vzorce, pri katerih smo s fluorescentnim mikroskopom ugotovili intracelularne
inkluzije v razredCini 1:128, smo Steli kot pozitivne. Nadaljnje razred¢itve si tako sledijo:

1:256, 1:512, 1:1024, 1: 2048, >1:2048.

3.4.2 Verizna reakcija s polimerazo

Za izvedbo PCR metode za ugotavljanje DNA bakterije 4. phagocytophilum iz polne krvi
smo najprej osamili levkocite, iz teh pa smo osamili DNA s pomoc¢jo QuiAmp DNA mini
kitov po navodilih proizvajalca (Qiagene GmbH, Hilden, Nemcija). Za pregledovanje vseh
vzorcev smo uporabili zacetni nukleotid Ehr521 (TGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAG) in
Ehr790 (CTTAACGCGTTAGCTACAACACAG). Pomnozeni fragmenti velikosti 293-bp so
specificni za 16S rRNA rodov Anaplasma in Ehrlichia (Kolbert, 1996). Pozitivne vzorce smo

dodatno testirali Se z groESL operonom. Vsi amplikoni so bili potrjeni s sekveniranjem.

3.4.2.1 Dolocanje aminokislinskega in nukleotidnega zaporedja — sekveniranje

Po koncanem PCR smo pridelke reakcije ocistili s komercialnim kompletom reagentov
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, ZDA). O&isgene pridelke
PCR smo preverili z gelsko elektroforezo in glede na koli¢ino pridelka semikvantitativno
ocenili koncentracijo DNA. Pripravili smo sekven¢no reakcijo, za katero smo uporabili
komercialni komplet reagentov BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA). Po koncani reakciji in
ponovnem ¢is€enju pridelkov smo vzorcem dolocili nukleotidno zaporedje z avtomatskim
genetskim analizatorjem ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA) in programskim paketom BDx Standard
Sequencing Reaction (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).
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3.5 Ugotavljanje bolezenskih znakov in laboratorijskih sprememb

3.5.1 Klinicni pregled

S kliniénim pregledom smo pri pacientih ugotavljali prizadetost posameznih organskih
sistemov. Razvrstili smo jih v 11 skupin glede na klinicna odstopanja in anamnesti¢ne

podatke (Tabela 2).

Tabela 2: Razdelitev klini¢nih znakov v skupine glede na prizadeti organski sistem ali prisotni

simptom
Skupina Klini¢ni znaki
1 kosti, sklepi Sepanje, tezko vstajanje, hitro utrujanje, boleci in oteceni
sklepi
2 prebavila bruhanje, anoreksija, driska, obstipacija, povecano/zmanj$ano
pitje
3 osrednje Ziv€evje teZave z ravnoteZjem, zanasanje, epileptiformni napadi,
izguba zavesti, paraliza
4 krvavitve melena, hematurija, podplutbe, hematomi, krvavitev iz gobca
5 koza srbez, bule, rane, edemi
6 dihala kaSelj, hropenje, sopenje
7 secila bolece podrocje ledvic, polakiurija, disurija, poliurija
8 poviSana temperatura
9 splosni znaki oslabelost, apatija, tresenje
10 onkoloSka obolenja limfom, hemangiosarkom, tumor mle¢ne Zleze, tumor na
crevesju
11 brez klini¢nih znakov

3.5.2 HematoloSke preiskave

Hematolosko analizo krvi smo opravili na avtomatskem laserskem hematoloskem analizatorju

Technicon HI™

system (Siemens-Bayer, Nemcija), s programom za uporabo v veterinarski
medicini, s pomocjo katerega smo dobili podatke o Stevilu levkocitov, Stevilu eritrocitov,
koncentraciji hemoglobina, hematokritu, Stevilu trombocitov in diferencialni beli krvni sliki.
V retrospektivnem delu smo ugotovili, da je pri psih z anaplazmozo statisti¢no najznacilnejSe

odstopanje v Stevilu trombocitov. Ostali hematoloski parametri ne odstopajo statisticno
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znacilno od kontrolne skupine, zato smo se v prospektivnem delu osredotocili zgolj na

vrednotenje Stevila trombocitov znotraj posameznih skupin psov.

3.5.3 Biokemijske preiskave krvnega seruma

Biokemijske preiskave smo opravili na avtomatskem biokemijskem analizatorju Technicon®
RA-XT™ (Siemens-Bayer, Nem¢&ija), s katerim smo dobili podatke o koncentraciji se¢nine in
kreatinina ter vrednosti alkalne fosfataze (AP), alanin aminotransferaze (ALT) in kalcija v
krvi. Podatke o koncentraciji natrija, kalija in klora v krvi smo dobili z elektrolitskim

analizatorjem ILyte (Na" K" CI system, Instrumentation Laboratory, Lexington, ZDA).

3.6 Ugotavljanje hiperglobulinemije

Hiperglobulinemijo smo ugotavljali z elektroforezo serumskih proteinov v agaroznem gelu.
Preiskavo so izvedli v Laboratorio Analisi chimico-cliniche, Tigullio, Genova, Italija. Ker
smo vzorce preiskovanih serumov za to preiskavo posiljali serijsko, smo jih po odvzemu in

centrifugiranju konzervirali z zamrzovanjem pri —20 °C.

3.6.1 Elektroforeza serumskih proteinov v agaroznem gelu

Z elektroforezo separiramo serumske proteine v pet glavnih frakcij: albumine, alfa-1-, alfa-2
globuline, beta- in gama globuline. Postopek smo izvedli s HYDRASYS sistemom, ki je
avtomatiziran v vseh korakih procesiranja HYDRAGEL agaroznega gela, in sicer v nanaSanju
vzorca, elektroforetski migraciji, suSenju, barvanju in razbarvanju ter kon¢nem suSenju
produkta. Kot vzorec smo uporabili 10 pl seruma, ki smo ga predhodno odtalili. Migracija je
potekala pri 10W pri 20 °C priblizno sedem minut. Za barvanje produktov smo uporabili

barvilo amidoblack. Rezultate smo odc¢itali z densitometrom pri valovni dolzini 570 nm.

3.7 Ugotavljanje cirkulirajocih imunskih kompleksov v krvi

CIC-e smo iz seruma osamili s precipitacijo s polietilen glikolom (Day, 1987). Po osamitvi iz
imunskih kompleksov smo imunoglobuline dokazovali z nefelometrijo z uporabo
dvozarkovnega spektrofotometra pri valovni dolzini 340 nm po Ze opisanem postopku

(Levinson in Goldman, 1983).
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3.7.1 Precipitacija imunskih kompleksov s polietilen glikolom

V 0,5 ml vzorca preiskovanega seruma smo dodali 1,5 ml 33 g/l PEG 6000 v 10 mM PBS in
0,15 M NaCl, pH 7.4. Inkubirali smo ¢ez no¢ pri 4 °C. Nato smo centrifugirali 30 minut pri
4 °C na 2000 g. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, pelet pa resuspendirali v 2 mL
ledenega 25 g/l PEG 6000 v 10 mM PBS z 0,15 M NaCl z vorteksiranjem. Centrifugirali smo
30 minut pri 4 °C na 2000 g. Supernatant smo ponovno odpipetirali in zavrgli, pelet pa
resuspendirali v 0,5 mL 10 mM Tris pufra + 015 M NaCl z vorteksiranjem. Reprecipitirali
smo z dodatkom 1,5 mL 33 g/ PEG 600 v 10 mM PBS + 0,15 M NacCl, pH 7,5. Ponovno
smo inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C, nato pa centrifugirali 30 minut pri 4 °C na 2000 g.
Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, pelet pa resuspendirali v 0,5 mL 10 mM Tris pufra z
0,15 M NaCl z vorteksiranjem. Tako smo dobili serumski ekstrakt, ki smo ga uporabili

nadalje v nefelometriji.

3.7.2 Nefelometrija z dvozarkovnim spektrofotometrom

V 770 uL testne raztopine in slepe probe smo dodali 110 pL ekstrakta seruma pacientov in
kontrol (PEG je v kon¢ni koncentraciji 5,5 g/L). Delali smo v duplikatu. Prav tako smo v 770
uL testne raztopine in slepe probe dodali 110 pL kalibratorja. Inkubirali smo 30 minut na
sobni temperaturi. Vzorce smo prenesli v zozano kvar¢no kiveto in pomerili absorbanco na
spektrofotometru pri 340 nm. Razlika v absorbanci med testno raztopino in slepim vzorcem je
posledica reakcije med anti-IgG z IgG v vzorcu. Narisali smo umeritveno krivuljo odvisnosti
absorbance od koncentracije kalibratorjev in iz povprecne absorbance vzorca izrazili

koncentracijo imunskih kompleksov v preiskovanem serumu.

Priprava testne raztopine, slepe probe, s toploto agregiranih y globulinov in kalibratorjev je

prikazana v Tabeli 3.
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Tabela 3: Priprava raztopin za postopek nefelometrije

raztopine

priprava

slepa proba

testna raztopina

kalibrator

AGG

6,3 g/L PEG 6000 v 15 mM PBS + 0,15 M
NaCl

225 pL protipasjih  IgG v 13,5 mL slepe
probe

AGG + 10 mM Tris pufra + 0,15 M NaCl +
20 g/l BSA, pH 7.,4; kon¢na koncentracija
12,5 — 400 mg/L

300 mg Dog Cohn Fraction II + 15 mL 15
mM PBS + 0,15 M NaCl, pH 7,4 naledu

segrevanje 20 min, 63 °C, na led
centrifugiranje 60 min, 4 °C, 150.000 g

resuspendiranje peleta v 5 mL 15 mM PBS +
0,15 M NaCl, pH 7,4 na ledu s pomocjo
steklenega (Dounce) homogenizatorja

centrifugiranje 60 min, 4 °C, 150.000 g

resuspendiranje peleta v 5 mL 10 mM PBS +
0,15 M NacCl, pH 7,4 na ledu

dolocanje koncentracije proteinov (Biuretska
reakcija, BioRadov reagent) — raztopina naj
bi vsebovala 6 — 6,8 g/l. AGG

red¢enje z 10 mM PBS + 0,15 M NaCl, pH
7,4 do koncentracije 4 g/L, hranjenje na — 80
°C (obstojno ve¢ mesecev)
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3.8 Ugotavljanje prisotnosti in vrste proteinurije

3.8.1 Urinogram

Analizo urina smo opravili s testnim trakom na urinskem analizatorju CLINITEK 50
(Siemens-Bayer, Nemcija), ki oceni tudi prisotnost proteinov. Z mikroskopom smo pregledali
urinski sediment (centrifugiranje pri 800 obratih 10 minut); ugotavljali smo prisotnost

eritrocitov, levkocitov, epitelnih celic, cilindrov, kristalov, mascobnih kapljic in bakterij.

3.8.2 Razmerje med proteini in kreatininom v urinu

Skupne proteine v urinu smo kvantitativno zmerili z avtomatskim biokemijskim analizatorjem
Daytona RX (Randox, Crumlin, Velika Britanija). Dolo¢ili smo UPC, s katerim lo¢imo med

renalno in ekstrarenalno proteinurijo.

3.8.3 Elektroforeza urinskih proteinov

S SDS-PAGE smo lo¢ili proteine v urinu glede na njihovo molekularno tezo. Na podlagi te
lahko sklepamo na mesto poskodbe v ledvicah. Kot vzorec smo uporabili urinski supernatant
po centrifugiranju pri 800 obratih 10 min. Glede na koncentracijo proteinov v supernatantu
smo vzorec red¢ili 1:1 ali 3:1. Elektroforezo smo izvedli po Ze opisanem postopku (Laemlli,
1970), vendar brez uporabe reducenta. Pripravili smo gele z 10,4-odstotno zamreZenostjo v
separacijskem delu in 4-odstotno zamrezenostjo v koncentracijskem delu. Elektroforeza je
potekala 45 minut pri 200 V. Po koncani elektroforezi smo gel pobarvali s Comassie Brilliant
Blue barvilom. Rezultate smo ovrednotili z vizualnim pregledom, ki je enako zanesljiv kot

odc¢itavanje z densitometrom (Stierle in sod., 1990; Woo in sod., 1991).

3.9 Statisticne metode

Za statisticno obdelavo podatkov smo pse razdelili v §tiri skupine: v DefNeg smo uvrstili pse,
ki po trenutno veljavni definiciji (Bjoersdorf, 2005) niso bolni (IFA titer < 1:1024), v DefPos
smo uvrstili pse, ki so po trenutno veljavni definiciji bolni (IFA titer > 1:2048 +
trombocitopenija in/ali klini¢ni znaki). V drugih dveh skupinah so bili PCR pozitivni in PCR
in IFA negativni psi (kontrolna skupina). Vse podatke smo primerjali med skupinami s
Kruskal — Wallisovim testom in testom hi — kvadrat. Statisticna znacilnost je bila definirana

kot P <0,05.
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Za statistiéno obdelavo hematoloskih in biokemijskih parametrov smo uporabili komercialni
statisti¢ni program (Sigma-Plot 11; Systat Software, Inc., USA). Vseh sedem skupin (Sest
skupin z IFA titrom od 1:128 do > 1:2048) in PCR pozitivno skupino smo v izbranih
parametrih primerjali s kontrolno skupino z Mann-Whitneyevim Rank Sum testom ali
neparnim t-testom v primeru normalne porazdelitve. Za primerjavo parametrov znotraj skupin
smo uporabili One-way ANOVA test po Dunnovi ali Holm-Sidakovi metodi. Statisti¢na

znacilnost je bila definirana kot P < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Retrospektivna Studija

4.1.1 Pogostost okuzbe z bakterijo Anaplasma phagocytophilum

V retrospektivni Studiji smo pregledali kartoteke 749 psov, od katerih je bilo 553 psov IFA
in/ali PCR pozitivnih na bakterijo 4. phagocytophilum, kar predstavlja 73,8-odstotno
pogostost okuzbe. 547 psov (98,9 %) od okuzenih je bilo IFA pozitivnih, od tega 23 tudi PCR
pozitivnih (4,2 %). IFA negativnih in PCR pozitivnih je bilo Sest psov (1,1 %) (Tabela 4).

4.1.2 Ugotavljanje specificnih protiteles proti bakteriji Anaplasma phagocytophilum z /FA
Serolosko je bilo pregledanih 749 psov, od katerih je bilo 547 psov IFA pozitivnih (73,0 %).
Pri 61 (11,2 %) psih je bil ugotovljen mejni titer protiteles 1:128, pri 106 (19,4 %) je bil titer
1:256, pri 107 (19,5 %) 1:512, pri 141 (25,8 %) 1:1024, pri 44 (8,0 %) 1:2048 in pri 88
(16,1 %) > 1:2048 (Tabela 4).

Ob upostevanju kriterija, da bolezen lahko potrdimo, kadar so prisotni klini¢ni znaki bolezni

in Stirikratni mejni titer protiteles (Bjoersdorf, 2005), je bilo takih psov skupno 132 (24,1 %).

Tabela 4: Stevilo in odstotek psov glede na IFA in/ali PCR pozitiven rezultat

Skupina IFA titer (n (%)) Skupaj
1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 >1:2048

IFA 61 (11,2) 106 (19,4) 107 (19,5) 141 (25,8) 44 (8,0) 88 (16,1) 547 (98,9)

PCR+IFA 1(3,4) 0 1(3.4) 8(27,6) 517,2) 8 (27,6) 23 4,2)

PCR 6 (1,1)

n, Stevilo psov; poudarjeno, psi z akutno anaplazmozo po trenutno veljavnih kriterijih

4.1.3 Dokazovanje bakterije Anaplasma phagocytophilum s PCR

S PCR smo preiskali 548 vzorcev krvi, med katerimi je bilo 29 (5,3 %) vzorcev pozitivnih in
519 (94,7 %) negativnih. Med PCR pozitivnimi je bilo 17 (58,6 %) samcev in 12 (41,4 %)
samic. Njithova povpreCna starost je bila 6,5 let (od 1 do 14 let). Najpogosteje smo
povzrocitelja dokazali pri labradorcih (17,2 %), zlatih prinaSalcih in krizancih (13,8 %) ter

nemskih ov¢arjih (10,3 %). Pasemska porazdelitev se ujema s porazdelitvijo glede na vse IFA
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in/ali PCR pozitivne pse in je prej odraz priljubljenosti posameznih pasem v Sloveniji kot pa

povecane dovzetnosti prevladujocih pasem za okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum.

Med PCR pozitivnimi psi je imel en pes IFA titer protiteles 1:128, en pes 1:512, osem psov
1:1024, 5 psov 1:2048, osem psov > 1:2048, Sest psov je bilo IFA negativnih (Graf 1).
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Graf 1: Porazdelitev PCR pozitivnih psov glede na IFA titer

4.1.4 Porazdelitev glede na starost, spol in pasmo

Spol in pasmo smo ocenjevali pri 339-ih, starost pa pri 274-ih psih, za katere smo imeli

podatke za omenjene parametre.

Med psi v raziskavi prevladujejo samci — 191 (56,4 %) samcev in 148 (43,6 %) samic.
Povprecna starost je 5,7 let (0,5-16 let) (Graf 2). Prevladujejo krizanci (15 %), od pasemskih
psov pa zlati prinasalci (GR) (8,3 %), nemski ovcarji (NO) (7,1 %), labradorci (LR) (6,8 %),
bernski plansarski psi (BS) (5,9 %) in koker $panjeli (KS) (5,3 %). Manj pogosto se pojavijo
Se nemski bokserji (NB) (3,4 %), irski setri (IS) in samojedi (SJ) (2,6 %), novofundlandci
(NF) (2,4 %), srednji kodri (KOS) (2,1 %), dobermani (DO) (1,8 %), airdalski terierji (AT),
gladkodlaki prinasalci (FCR), sibirski huskiji (SH) in kraski ov¢arji (KO)(1,5 %) ter belgijski
ovcarji malinoisi (MN), rotvajlerji (RW) in aljaski malamuti (AM) (1,2 %) ter ostali (Graf 3).
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Graf 2: Porazdelitev psov glede na starost
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Graf 3: Porazdelitev psov glede na pasmo

V starostni, spolni in pasemski porazdelitvi med skupinami z razlicnimi IFA titri ali PCR

pozitivnim rezultatom ni bilo bistvenih razlik.

4.1.5 Pojavnost klinicnih znakov
Zbrali smo podatke o klini¢nih znakih pri 273-ih psih, od tega 223-ih IFA pozitivnih, 31-ih
PCR pozitivnih in 19-ih IFA in PCR negativnih (kontrolna skupina).

Psi z nizjimi IFA titri (1:128 — 1:1024) so imeli $irSi spekter klini¢énih znakov kot tisti z
vi§jimi titri (= 1:2048) in PCR pozitivnim rezultatom. Prevladujoc¢i klini¢ni znaki v vseh

skupinah so bili poviSana telesna temperatura, letargija in anoreksija ter Sepanje in
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gastrointestinalni znaki. Relativno nizko Stevilo psov z nizkimi titri protiteles je bilo brez
klini¢nih znakov, vsi v IFA skupini 1:128. Prav tako je bilo 9,7 % PCR pozitivnih psov brez
klini¢nih znakov (Tabela 5).

Statisticno znacilno odstopanje smo ugotovili v klini¢nih znakih iz skupine 1 (kosti, sklepi:
Sepanje, tezko vstajanje, hitro utrujanje, boleci in otekli sklepi) in skupine 9 (splosno:
oslabelost, apatija, tresenje). Psi z IFA titrom > 1:2048 so veckrat (60,3 %) kazali klinicne
znake iz skupine 1 kot PCR+ (35,5 %) in psi z nizjimi IFA titri (35,6 %) (P < 0,005). PCR
pozitivni psi so veckrat (41,9 %) kazali klini¢ne znake iz skupine 9 v primerjavi s psi z IFA
titrom > 1:2048 (30,1 %) in psi z nizjimi IFA titri (17,8 %) (P < 0,005). Tudi primerjava PCR
pozitivnih z vsemi IFA pozitivnimi psi za klini¢ne znake iz skupine 9 je pokazala statisticno

znacilno razliko (41,9 proti 21,3 %) (P < 0,05).
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4.1.6 Hematoloski parametri

Hematoloske parametre smo ocenjevali pri 149-ih IFA in/ali PCR pozitivnih psih in pri 19-ih
psih v kontrolni skupini. Med 129-timi seroloSko pozitivnimi psi jih je imelo 16 (12,4 %) IFA
titer 1:128, 29 (22,5 %) titer 1:256, 23 (17,8 %) titer 1:512, 29 (22,5 %) titer 1:1024, 16
(12,4 %) titer 1:2048 in 16 (12,4 %) >1:2048. PCR pozitivnih je bilo 20 psov. Rezultate o
mediani, minimalni/maksimalni vrednosti in primerjave med posameznimi skupinami za
izbrane hematoloske parametre (WBC, RBC, Hct, PLT, Neutro, Lympho, Mono) prikazujemo
v Tabeli 6.

Pri psih v nas$i raziskavi smo zaznali statisti¢no znacilna odstopanja v primerjavi s kontrolno
skupino v vseh preiskovanih hematoloskih parametrih z izjemo WBC (Tabela 6). Mediane
vrednosti za Neutro so bile statisticno znacilno visje in za Lympho ter Mono statisti¢no
znacilno nizje kot v kontrolni skupini. Mediane vrednosti za RBC, Hct in PLT so bile
statisti¢no znacilno nizje kot v kontrolni skupini, z izjemo skupine z IFA titrom > 1:2048, kjer
sta bili mediana in povpre¢na vrednost PLT v referencnih mejah. Kljub vsemu pa vsi
parametri z izjemo PLT ostajajo znotraj referencnih vrednosti, odstopajo le v primerjavi s
kontrolno skupino. Med skupinami z razlicnimi IFA titri in PLT ni bilo statisticno znacilne

korelacije (P < 0,05).

Primerjali smo tudi ostale hematoloske parametre, vendar rezultati niso prikazani zaradi
izjemno majhnih razlik. Mediane vrednosti za HGB so bile statisticno znacilno nizje v vseh
IFA in v PCR pozitivni skupini v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,05). Mediane
vrednosti za MCV, MCHC in MPV so bile statisti¢no znacilno vi§je zgolj v posameznih IFA
skupinah.

4.1.7 Biokemijski parametri

Biokemijske parametre smo dolo¢evali v manj Stevilnih vzorcih: se¢nino in kreatinin v 65-ih
vzorcih, AP in ALT v 30-ih, skupne serumske proteine v 28-ih, albumine v 24-ih in elektrolite
v 32-ih vzorcih seruma ter pri vseh psih iz kontrolne skupine.

V primerjavi izbranih biokemijskih parametrov smo nasli le nekaj statisti¢no znacilnih razlik.
Mediana vrednost za AP je bila statisticno znacilno visja v skupinah z IFA titri 1:128, 1:256,

1: 1024, > 1:2048 in PCR pozitivni skupini v primerjavi s kontrolno skupino (P < 0,05).

52



"S0°0 [ d ‘Aosd yruanizod YDHd po OURI[ZEI OU[IPBUZ OUQNISIIE)S

"100°0 > d ‘ourdny[s aujo1uoy po oul[Zel OU[IPEUZ OUPIISIIE)S

'SO‘0 [ d ‘ourdny[s oujoIuoy po OUI[ZEI OUJIQBUZ OUPNISTIBIS 4

Aosd o[1A9)s ‘U

6°¢1—+0 99t —+°11 8V —t'Sh 0°TSY —0°0TT 09°0 — 9¥°0 L6°8 —SO°L T8°TI —TL9 (61 =u)
0°S 9°0¢ I°LS 0°96C €50 89°L 08°6 S eU[ONUOY
v'L—¢€0 LYY — 69 €68 — TP 049€ —0°S SS°0— €0 16°8 — L8°1 06'1C—6L°€ (07 =u)
I°¢ ¥°0T 9°1L GL'6 uAnizod YDd
'8 —+°0 0°€y —0°T1 99L — 'St 0°9v€ — 0°69 LS0—2€0 8T8 — LSy 0L°0T— 9TV 91 =u)
¢c 69C ¥°€9 v 0L6 8v0T:1 |
6'L—1C ¢'ece—L6 G‘68 —¢'IS 0°6LE —0°CT €5°0—91° 098 — L8'T 06°€1 — 1¥°9 91 =u)
9y 9°CC 0°59 SLY0 0€°01 8¥0T: 1
YT —0°1 S‘ov — ¢ 788 — 0S¥ 0°86€ —0°01 950 —+1°0 P8 —€0°C SEYY — LO°E (67 =u)
€y 161 9°1L . S°L8I ‘9 . v201:1
911 — 50 €09-6°S 8T8 — 6°SI 0°€EE —0°LT 90— ¥T°0 168 — 1t°¢ 8v'8y —¥1°S (cg=u)
Sy 0T T'L9 6C°11 IS
9'%1 — S0 L€y =9 6°€6 —P'€E 0°18€ -0 90— 270 6£8—S0°€ 89—y (67 =1u)
S 9°61 1°L9 886 9571
1°01 —9°0 9Iv — Sv +°88 — L°8¢ 0°S0€ — 09 SS°0—92°0 81°8 —+9°¢ 8€°86 — TSS9 91 =u)
0°S 0°ST 919 10°T1 8TI:1
(% 01-¢) (% 0€—21) (% 08 —09) (I-,01%005-007)  (I-155°0-S€°0) (I—,01%6°8-1°S)  (I=,01%0°81-0°9)
OUOIN oydwAT ONNAN 11d 1Y oqd ogam
Jo1owrered eurdny[s

Aosd ourdnys oujonyuoy ur (Jeynzar udAnizod YD 1. wnjiydojloo3vyd
noxd soord 191y v eu 9po[3 yrualjopzer) aosd yruaznyo rweurdnys powr Aeysioid Ypso[ojewidy AOIBINZAI eAR[IDWIIJ (9 B[AQR]

wnjiydoj>o03vyd puisvjdpuy olopeq z Aosd 1qznyo uAereu Lid AIZPO IYSUNWI Ul BZOUSS0Ied MIUARY ()



U. Ravnik: Patogeneza in imunski odziv pri naravni okuzbi psov z bakterijo Anaplasma phagocytophilum

4.1.8 Socasna okuzba z bakterijo Borrelia burgdorferi sensu lato

Pri 113-ih psih smo so€asno z bakterijo 4. phagocytophilum z IFA testirali tudi na prisotnost
okuzbe z bakterijo B. burgdorferi s. l.. Pri 34-ih psih (30,1 %) smo okuzbo tudi potrdili v
razli¢nih titrih protiteles glede na mejni titer, ki ga postavlja laboratorij (1:100). Pri vecini
psov, socasno okuzenih z bakterijama A. phagocytophilum in B. burgdorferi s.l., je od
klini¢nih znakov prevladovalo Sepanje (55,9 %), sledili so mu apatija (14,7 %) in respiratorne

tezave (11,7 %). En pes (2,9 %) je bil brez klini¢nih znakov.

4.2 Prospektivna Studija

4.2.1 Dolocanje aminokislinskega in nukleotidnega zaporedja - sekveniranje

Sekvenirali smo PCR pridelke pri 98-ih psih. Na osnovi nukleotidnega zaporedja smo uvrstili
pridelek v eno izmed dveh razliCic bakterije A. phagocytophilum, ki se po trenutno znanih
podatkih pojavljata pri psih v Sloveniji. Genetski razli¢ici se razlikujeta v treh nukleotidih
(99,76-o0dstotna podobnost) v zaporedju odseka groESL operona. Poimenovani sta razlicica d-
3216 in d-2551. V nasi raziskavi sta oznaceni kot razli¢ica H (pojavlja se pri psih in ¢loveku)
in razli¢ica P (pojavlja se izklju¢no pri psih). Razli¢ico H smo ugotovili pri 52-ih vzorcih,
razli¢ico P pa pri 46-ih vzorcih. Zanimalo nas je, ¢e je pogostnost posameznih klini¢nih
znakov razlicna med obema razli¢icama. Zbrali smo podatke o klini¢ni sliki pri 31-ih vzorcih
razli¢ice H in 24-ih vzorcih razli¢ice P. Najpogostejsi klini¢ni znaki pri obeh razli¢icah so bili
znaki akutnega infekcijskega sindroma (72,7 %), Sepanje (43,6 %) in gastrointestinalni znaki
(21,8 %). Sepanje je bilo dokaj enakomerno porazdeljeno med razli¢icama (41,7 % pri P,
45,2 % pri H), prav tako gastrointestinalni znaki (20,8 % pri P, 22,6 % pri H). Znaki akutnega
infekcijskega sindroma pa so se izraziteje pojavili pri razli¢ici H (71,0 %) v primerjavi z

razlic¢ico P (29,2 %), kar je bilo tudi statisti¢no znacilno (P < 0,05).

4.2.2 Ugotavljanje trombocitopenije

Ker je trombocitopenija najbolj znacilno hematolosko odstopanje pri anaplazmozi, smo
Stevilo trombocitov ovrednotili $e na ve¢jem Stevilu vzorcev in skupine primerjali med sabo.
Pregledali smo 301 vzorec polne krvi, in sicer 32 vzorcev iz skupine 1:128, 41 iz skupine
1:256 in 1:512, 56 iz skupine 1:1024, 39 iz skupine 1:2048, 44 iz skupine > 1:2048, 26 iz

skupine PCR pozitivnih in 19 iz kontrolne skupine. Trombocitopenija je bila prisotna v vseh
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v PCR pozitivni skupini (Tabela?7).

Statisticno znacilne razlike (P < 0,001) so se pojavile v primerjavi skupine psov z IFA titri
< 1:1024 s kontrolno skupino, IFA titri > 1:2048 s kontrolno skupino, PCR pozitivnih s
kontrolno skupino in tudi PCR pozitivnih s skupino z IFA titri < 1:1024 in > 1:2048
(P <0,05) (Graf 4).

Tabela 7: Stevilo trombocitov (x10°/1) pri okuZenih (razdeljenih v skupine glede na IFA titer
ali PCR+ rezultat) in psih v kontrolni skupini (KS)

IFA titer PCR KS
1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 > 1:2048
n 32 41 41 56 39 44 26 19
mediana 191 170 191 197 194 223 60 342

min—-max 6-560 9-381 5-595 3-414 11-475 32-414 8-364 335-351

n, Stevilo psov
referenéna vrednost trombocitov: 200 — 500 x10°/1

0

500
l

400

300
|

100
l

T T T T
Control DefNeg DefPos PCR+

Control, kontrolna skupina; DefNeg, IFA titri < 1:1024; DefPos, IFA titri > 1:2048

Graf 4: Statisti¢no znacilna razlika v Stevilu trombocitov med posameznimi skupinami

Ugotavljali smo tudi povezavo med trombocitopenijo in pojavnostjo posameznih klini¢nih
znakov (Graf 5, 6, 7). Dokazali smo statisticno znacilno povezavo med trombocitopenijo in

pojavnostjo znakov akutnega infekcijskega sindroma in gastrointestinalnih znakov. Z
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naras¢anjem trombocitov je povezana pojavnost Sepanja. Sepanje je bilo namreé

najpogostejse v skupini psov z najvisjim IFA titrom, v kateri so bili izmed vseh trombociti v

referen¢nih vrednostih.

Predicted P(.) of S9
00 06

PLT

S9, znaki akutnega infekcijskega sindroma — poviSana telesna temperatura, letargija, inapetenca

Graf 5: Statisticno znacilna povezava med Stevilom trombocitov in pojavnostjo znakov

akutnega infekcijskega sindroma

Psi s trombocitopenijo imajo statisticno znacilno vecjo verjetnost za pojav klini¢nih znakov
akutnega infekcijskega sindroma v primerjavi s psi, pri katerih so trombociti znotraj

referen¢nih vrednosti.

| I I |

00 06

Predicted P(.) of S2

S2, gastrointestinalni znaki

Graf 6: Statisticno znaCilna povezava med Stevilom trombocitov in pojavnostjo

gastrointestinalnih znakov

Psi s trombocitopenijo imajo statisticno znacilno vecjo verjetnost za pojav gastrointestinalnih

znakov v primerjavi s psi, pri katerih so trombociti znotraj referen¢nih vrednosti.
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S1, klini¢ni znaki, povezani s skeletnomiSi¢nim sistemom — Sepanje, tezko vstajanje
Graf 7: Statisti¢no znacilna povezava med Stevilom trombocitov in pojavnostjo Sepanja
Psi s trombocitopenijo imajo statisticno znac¢ilno manjSo verjetnost za pojav klini¢nih znakov,

povezanih s skeletno-miSi¢nim sistemom v primerjavi s psi, pri katerih so trombociti znotraj

referen¢nih vrednosti.

4.2.3 Elektroforeza serumskih proteinov

Elektroforezo serumskih proteinov smo opravili pri 159-ih vzrocih, in sicer jih je bilo 20 iz
skupine 1:128, 22 iz skupine 1:256, 23 iz skupine 1:512, 22 iz skupinel:1024, 16 iz skupine
1:2048, 24 iz skupine > 1:2048, 18 PCR pozitivnih in 14 iz kontrolne skupine (Tabela 8).
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Razmerje med albumini in globulini (A/G), nizje od 0,8, kar predstavlja patoloski rezultat,
smo ugotovili pri 32-ih vzorcih, in sicer pri §tirih iz skupine 1:128, osmih iz skupine 1:256,
dveh iz skupinl:512 in > 1:2048, desetih iz skupine 1:1024, enem iz skupine 1:2048, Stirih
PCR pozitivnih in enem iz kontrolne skupine (Tabela 9). Pri ostalih 127-ih vzorcih je bilo
razmerje A/G znotraj referen¢nih vrednosti in ¢eprav smo pri 48-ih od teh vzorcev ugotovili
spremembe v elektroforetogramu, jih nismo S$teli kot patoloSke. Spremembe so se namrec
pojavile v koncentraciji skupnih proteinov, ki je presegla zgornjo referen¢no vrednost, in sicer
so bili povisani tako albumini kot globulini. Razlog za tako spremembo je lahko dehidracija
ali koncentracija vzorca zaradi evaporacije pri nesvezih vzorcih. Pri dveh vzorcih z razmerjem
A/G znotraj referen¢nih vrednosti smo ugotovili znizane skupne proteine. Pri enem vzorcu so
bili znizani tako albumini kot globulini, pri drugem pa samo globulini. V prvem primeru bi
Slo lahko za akutno izgubo krvi, izgubo proteinov skozi prebavila ali ledvica ali odpoved
jeter, v drugem pa za imunsko pomanjkljivost. Za nobenega od obeh psov ostali klini¢ni
podatki, na podlagi katerih bi lahko ugotovili vzrok za hipoproteinemijo, zal niso bili

dostopni.

Pri vzorcih z znizanim razmerjem A/G (32 vzorcev) smo znizane albumine glede na
referen¢ne vrednosti ugotovili v 12-ih (37,5 %) primerih, zviSane v petih (15,6 %). 30
(93,7 %) vzorcev je imelo zviSane globuline, en (3,1 %) vzorec znizane. 12 (37,5 %) vzorcev
je imelo zviSane a-1 globuline, 10 (31,3 %) vzorcev znizane. 24 (75,0 %) vzorcev je imelo
zviSane a-2 globuline, dva (6,3 %) vzorca znizane. 13 (40,6 %) vzorcev je imelo zviSane B-1-
2 globuline. 21 (65,6 %) vzorcev je imelo zviSane B-3 globuline, dva (6,3 %) vzorca pa
zniZane. 10 (31,3 %) vzorcev je imelo zviSane y globuline, dva (6,3 %) vzorca pa zniZane

(Tabela 9).
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Tabela 9: Rezultati elektroforeze serumskih proteinov — Stevilo vzorcev s spremenjenimi
frakcijami na elektroforetogramu glede na IFA in PCR

IFA titer DefNeg DefPos PCR KS
1:128  1:256  1:512 1:1024 1:2048 > 1:2048

n<A/G 4 8 2 10 1 2 27" 4 4 1
AT/A| 0/2 1/3 1/0 3/2 0/1 0/1 6/8" 02 02" 01
G1/G| 6/0 80 20  10/0 1/0 2/0 26/1" 300 2/1 000
alt/all 2/1 33 200 4/4 0/0 0/1 12/8 o1 117 1/0
021/02) 3/0 6/0  2/0 8/2 1/0 2/0 19/3 3/00 2/0° 1/0
B1-21/p1-2 3/0 4/0  0/0 3/0 1/0 1/0 10/17 2/00 1/0° 0/1
B31/B3 4/0 51 0/0 9/1 0/0 2/0 19/3 2/0°  1/0  0/0
Yyl 2/0 2/0  0/0 3/0 0/1 1/0 8/1 12 2/0 01

n < A/G, stevilo psov z znizanim razmerjem med albumini in globulini; KS, kontrolna skupina;; G, globulini;
al- vy, frakcije globulinov; 1, zviSano; |, znizano; statisti¢no znacilno od kontrolne skupine

V primerjavi razmerja A/G vseh vzorcev s kontrolno skupino ni bilo statisticno znacilnih
razlik. Nadalje smo s kontrolno skupino statisticno primerjali posamezne frakcije proteinov
zgolj pri vzorcih, ki so imeli patolosko razmerje A/G in nasli naslednje razlike: albumini so
bili statisticno znacilno nizji v skupinah z IFA titri < 1:1024 in PCR pozitivnih. Globulini so
bili statisticno znacilno visji v skupinah z IFA titri < 1:1024 in > 1:2048. al globulini so bili
statisti¢no znacilno nizji v skupinah z IFA titri < 1:1024 in > 1:2048 ter PCR pozitivnih, a2 in
B1-2 globulini pa visji. B3 globulini so bili statisticno znacilno visji zgolj v skupini z IFA titri

> 1:2048, medtem ko y globulini v nobeni skupini niso statisti¢no znacilno odstopali.

Ugotavljali smo tudi povezavo med posameznimi frakcijami proteinov in trombocitopenijo
(Graf 8, 9, 10). Trombocitopenija se pojavi v akutni fazi anaplazmoze, cemur so odgovarjale
frakcije proteinov; ugotovili smo nasli statisticno znacilno povezavo med trombocitopenijo in

hipoalbuminemijo, hipo-al-globulinemijo in hipergamaglobulinemijo.
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Graf 8: Statisti¢no znacilna povezava med hipoalbuminemijo in trombocitopenijo

Psi s hipoalbuminemijo imajo statisticno znacilno nizjo vrednost trombocitov.
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Graf 9: Statisti¢no znacilna povezava med hipo-al-globulinemijo in trombocitopenijo

Psi s hipo-al-globulinemijo imajo statisticno znacilno nizjo vrednost trombocitov.
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P=0.007

400
I

Predicted PLT
200

Gamma

Graf 10: Statisti¢no znacilna povezava med hipergamaglobulinemijo in trombocitopenijo

Psi s hipergamaglobulinemijo imajo statisti¢no znacilno nizjo vrednost trombocitov.

4.2.4 Ugotavljanje cirkulirajoc¢ih imunskih kompleksov v krvi

CIC-e smo ugotavljali pri 223-ih vzorcih, in sicer pri 31-ih iz skupin 1:128 in 1:512, 26-ih iz
skupine 1:256, 34-ih iz skupin 1:1024 in > 1:2048, 24-ih iz skupine 1:2048, 24-ih PCR
pozitivnih vzorcih in 19-ih iz kontrolne skupine. Dokazali smo jih skupno pri 180-ih
(80,7 %) vzorcih, in sicer pri 22-ih (70,9 %) vzorcih iz skupine 1:128, 23-ih (88,5 %) iz
skupine 1:256, 28-ih (90,3 %) iz skupine 1:512, 24-ih (70,6 %) iz skupine 1:1024, 20-ih
(83,3 %) iz skupine 1:2048, 26-ih (76,5 %) iz skupine > 1:2048, 20-ih (83,3 %) PCR
pozitivnih in 17-ih (89,5 %) vzorcih iz kontrolne skupine (Tabela 10).

Tabela 10: Rezultati ugotavljanja CIC-ov (pg/ml), (povpre¢je + standardna deviacija) pri
skupinah z razli¢nimi IFA titri, PCR + in kontrolni skupini

IFA titer PCR | KS
vsititri | 1:128 1:256  1:512  1:1024 1:2048 > 1:2048
n 180 31 26 31 34 24 34 24 19

CIC 271,5 [221,4 3753 2742  250,8 276,2 252,77 12909 | 127,3
+SD 2984 |185,0 380,1 2879 334,1 2828 296,8 |230,2 | 84,5

n, $tevilo vzorcev; KS, kontrolna skupina; CIC, cirkulirajo¢i imunski kompleksi; SD, standardna deviacija

Ceprav so imeli IFA in PCR pozitivni psi koncentracijo CIC-ov v povpreju visjo za 151,3

pg/ml, pa razlike med skupinami niso bile statisticno znacilne (Graf 11).
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Graf 11: Primerjava koncentracije CIC-ov med posameznimi skupinami

Statisti¢no znacilne povezave smo ugotovili med koncentracijo CIC-ov in trombocitopenijo —
psi z vi§jo koncentracijo CIC-ov so imeli statisticno znacCilno nizZje trombocite (P < 0,05).
Ravno tako smo ugotovili povezavo med koncentracijo CIC-ov in hipergamaglobulinemijo ter
znizanim razmerjem A/G — psi z vi§jo koncentracijo CIC-ov so imeli statisticno znacilno visje

vy globuline in nizji A/G (Graf 12a, b).
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Graf 12a in b: Statisticno znacilna povezava med koncentracijo CIC-ov in y globulinov ter

razmerjem A/G
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4.2.5 Ugotavljanje prisotnosti in vrste proteinurije

4.2.5.1 Urinogram

Analizo urina smo opravili s testnim trakom in s pregledom urinskega sedimenta pod
mikroskopom. Skupno smo urinogram opravili pri 35-ih psih, od tega pri treh z IFA titrom
1:128, dveh z IFA titrom 1:256, petih z IFA titrom 1:512, osmih z IFA titrom 1:1024, desetih
z IFA titrom 1:2048, osmih z IFA titrom > 1:2048 in treh PCR pozitivnih psih.

S testnim trakom v nobeni skupini nismo odkrili pomembnejSih odstopanj z izjemo nekaj
vrednosti specificne teze (SG) izven referen¢nih meja. V skupini 1:128 je imel en vzorec
previsoko SG, v skupini 1:256 dva vzorca previsoko SG, v skupini 1:512 en vzorec previsoko
in dva prenizko SG, v skupini 1:1024 dva vzorca previsoko SG, v skupini 1:2048 en vzorec
prenizko in §tirje previsoko SG, v skupini > 1:2048 dva vzorca previsoko in dva prenizko SG
in v PCR pozitivni skupini dva vzorca previsoko SG. Ker gre zgolj za enkratno meritev SG v
nakljuénem vzorcu urina in ker z izjemo dveh vzorcev s prenizko SG ostali ne korelirajo s
patoloskim urinskim sedimentom ali prisotnostjo proteinurije, sprememba SG urina ni nujno
patoloski rezultat. Za oceno pomena spremenjene SG urina je potreben pregled SG v vsaj treh

zaporednih vzorcih urina, zbranih v istem dnevu.

Pri pregledu urinskega sedimenta smo se osredotocili predvsem na pojav cilindrov in malih
okroglih celic v urinu, ki nakazujejo na poskodbe ledvic. V desetih vzorcih je bil urinski
sediment neaktiven, v Sestih so prevladovale ploScate in okrogle epitelne celice, ki izhajajo iz
spodnjega urinarnega trakta, v sedmih vzorcih so bile poleg epitelnih prisotne Se vnetne celice
in bakterije, kar nakazuje na uroinfekt. V 12-ih vzorcih pa so bili prisotni hialini in
drobnogranulirani cilindri, in sicer v skupinah 1:128 in 1:256 v enem vzorcu, v skupini 1:512
v dveh vzorcih, v skupinah 1:1024 in 1:2048 v treh vzorcih in v skupini > 1:2048 v enem
vzorcu. V vseh treh PCR pozitivnih vzorcih je bil urinski sediment neaktiven. V sedmih
vzorcih, v katerih so bili prisotni cilindri, je bil poviSan tudi UPC, elektroforeza pa je

pokazala nefiziolosko prisotnost proteinov v urinu (Tabela 11).
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Tabela 11: Rezultati preiskav pri vzorcih urina s cilindri v sedimentu

[FA titer cilindri  UPC (<0,5) elektroforeza proteinov

1:128 hi, dg 1,056 MMW, HMW

1:256 hi, dg 1,590 LMW, MMW, HMW
1:512 hi, dg, rc 1,171 LMW, MMW, HMW
1:1024  hi, dg, rc 1,690 LMW, MMW, HMW

1:2048  dg 2,009 LMW
1:2048  hi, dg 23,45 LMW, MMW, HMW
1:2048  hi, dg 0,7670 LMW, MMW, HMW

hi, hialini cilindri; dg, drobnogranulirani cilindri; rc, renalne celice; LMW, nizkomolekularni proteini (< 66
kDa); MMW, srednjemolekularni proteini (66—76 kDa); HMW, visokomolekularni proteini (> 76 kDa)

4.2.5.2 Razmerje med proteini in kreatininom v urinu

UPC smo izmerili v 36-ih vzorcih. V 11-ih vzorcih je bil vi§ji od referencne meje, in sicer v
enem vzorcu v skupinah 1:128, 1:256, 1:1024 in > 1:2048, v treh vzorcih v skupini 1:512 in v
Stirth vzorcih v skupini 1:2048. V vseh vzorcih, v katerih je bil UPC povisan, smo z
elektroforezo zaznali prisotnost srednje- in visokomolekularnih proteinov, z izjemo enega
vzorca v skupini 1:2048, kjer so bili prisotni samo nizkomolekularni proteini, ki so lahko tudi
fizioloski (Tabela 11). Pri treh vzorcih s povisanim UPC elektroforeze urinskih proteinov

nismo izvedli.

4.2.5.3 Elektroforeza urinskih proteinov

Elektroforezo urinskih proteinov smo izvedli pri 62-ih vzorcih, od tega pri treh iz skupine
1:128, dveh iz skupine 1:256, sedmih iz skupine 1:512, devetih iz skupine 1:1024, 14-ih iz
skupine 1:2048, sedmih iz skupine > 1:2048, treh PCR pozitivnih in 17-ih iz kontrolne
skupine. Proteine z razlicno molekulsko tezo smo dokazali v 36-ih vzorcih (58,1%), v 26-ih
vzorcih proteini niso bili prisotni (Tabela 12). Proteine smo razdelili v tri skupine glede na
molekulsko teZo, in sicer v nizkomolekularne LMW (< 66 kDa), srednjemolekularne MMW
(66—76 kDa) in visokomolekularne HMW (> 76 kDa). Na tej osnovi razdelimo proteinurijo v
tubularno (ko so prisotni samo LMW) in tubuloglomerularno (ko so prisotni LMW in MMW
ali HMW). V kontrolni skupini smo pri desetih psih dokazali prisotnost LMW, in sicer osem
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lis na podrocju 25 kDa, pet na 10 kDa, dveh na 55 kDa in enem na 15 kDa. Vsi psi v kontrolni
skupini so bili klini¢no zdravi in so imeli UPC znotraj referen¢nih vrednosti. Prisotnost LMW
v urinu je lahko fizioloska, predvsem v urinu zdravih psov dostikrat najdemo albumine
(66 kDa). Lahko pa je indikator tubularne proteinurije ali celo glomerularne, saj so Perini in
sodelavci (1987) v podro¢ju od 10-70 kDa nasli razgradne produkte imunoglobulinov. Pri
psih v nasi raziskavi, ki so imeli UPC znotraj referencnih vrednosti, so bile v Sestih vzorcih
prisotne lise na 25 kDa, v petih vzorcih lise na 55 kDa, v dveh vzorcih na 10 in v enem vzorcu
na 15 kDa. Psi v kontrolni skupini so imeli lise na povsem enakih molekulskih tezah, zato
smo lise na 10, 15, 25 in 55 kDa Steli za fizioloSke. Vsi psi, pri katerih smo zaznali prisotnost
LMW, so imeli UPC znotraj referen¢nih vrednosti in lise na 10, 15, 25 ali 55 kDa, zato lahko

sklepamo, da pri nobenem od pregledanih psov nismo zaznali tubularne proteinurije.

Prisotnost LMW, MMW in HMW smo dokazali pri 11-ih vzorcih, in sicer pri enem v
skupinah 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 in > 1:2048 ter MMW in HMW pri enem vzorcu iz
skupine 1:1024. V vseh teh vzorcih je bil UPC nad referen¢no vrednostjo z izjemo enega
vzorca z LMW, MMW in HMW v skupini 1:1024. Za te pse lahko sklepamo, da imajo
tubuloglomerularno proteinurijo.

V enem vzorcu iz skupin 1:128 in 1:256, treh vzorcih iz skupin 1:512, 1:2048 in > 1:2048 in
petih vzorcih iz skupine 1:1024 nismo zaznali proteinurije. Prav tako proteinurije ni bilo v

treh vzorcih iz PCR pozitivne skupine.
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Tabela 12: Rezultati elektroforeze urinskih proteinov

vzorec UPC LMW  MMW  HMW
1:128 0,136 + - -
1:128 1,056 + + +
1:256 1,590 + + +
1:512 NP + - -
1:512 0,470 + - -
1:512 1,171 + + +
1:512 0,360 + - -
1:1024 0,271 + +

1:1024 1,690 - +

1:1024 0,177 + - -
1:1024 0,345 + - -
1:2048 2,900 + + +
1:2048 23,450 + + +
1:2048 0,630 + + +
1:2048 0,190 + - -
1:2048 0,140 + - -
1:2048 0,170 + - -
1:2048 NP + - -
1:2048 2,009 + + +
1:2048 NP + + +
1:2048 0,767 + + +
1:2048 0,310 + - -
>1:2048 0,284 + - -
>1:2048 NP + + +
>1:2048 0,207 + - -
>1:2048 0,282 - -

NP, ni podatka; +, pozitiven; -,

negativen; UPC, razmerje med proteini in kreatininom v urinu (referen¢na vrednost < 0,5); LMW,
nizkomolekularni proteini (< 66 kDa); MMW, srednjemolekularni proteini (66 — 76 kDa); HMW, visokomolekularni proteini (> 76 kDa)
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Slika 4: Elektroforeza urinskih proteinov. V vzorcih stevilka 1, 4, 5, 7, 9, 13 in 14 so prisotni
LMW proteini (molekulska teza 25 kDa in 55 kDa), ki jih Stejemo za fizioloske. V vzorcu
Stevilka 11 so prisotni LMW, MMW in HMW, ki nakazujejo na neselektivno

tubuloglomerularno proteinurijo.

Ugotovili smo tudi statisti¢no znacilno povezavo med koncentracijo CIC-ov in prisotnostjo
MMW in HMW v urinu (P = 0,01), in sicer z naras¢anjem koncentracije CIC-ov narasca

pojavnost proteinurije (Graf 13).
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Graf 13: Statisticno znacilna povezava med koncentracijo CIC-ov in prisotnostjo MMW
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5 DISKUSIJA

5.1 Retrospektivna Studija

5.1.1 Pogostost okuzbe z bakterijo Anaplasma phagocytophilum

Bakterijo A. phagocytophilum v Evropi primarno prenasajo klopi vrste /. ricinus.V zadnjih
20-30-ih letih se je njihov habitat zaradi podnebnih sprememb razsiril in zajel prakti¢no celo
Evropo (Gray, 1991; Jaenson in sod., 1994). Vse vecja populacija klopov zivi tudi v urbanem
okolju in ni ve¢ omejena zgolj na gozdove. K temu prispeva tudi narascujoca populacija psov
in mack v urbanem okolju, ki omogocajo prezivetje klopov, in gradnja bivaliS¢ na obrobju,
blizu naravnega okolja I. ricinusa (Dautel in Kahl, 1999). I. ricinus je najpomembnejSa vrsta
klopa v Evropi, ki poleg bakterije A. phagocytophilum prenasa Se vsaj pet serovarov bakterije
B. burgdorferi s.l. (Hubalek in Halouzka, 1997; Kurtenbach in sod., 1999), virus klopnega
meningoencefalitisa (Nuttall in Labuda, 1994) in parazita Babesia divergens (Gray, 1991).
Zato so se skupaj z razSirjenostjo klopa razsirile tudi bolezni, ki jih povzrofajo omenjeni
mikroorganizmi. Seroprevalenca anaplazmoze pri psih v Evropi je 50-odstotna (Barutzki in
sod., 2006). Raziskava je bila opravljena pri 1124 psih, sumljivih na anaplazmozo.V nasi
Studiji ugotavljamo visjo pogostost okuzbe (73,8 %), kar je v skladu z rezultati iz humane
medicine, kjer prvi dokazan primer akutne humane granulocitne anaplazmoze v Evropi pa

tudi porocila o najpogostejSih okuzbah (Petrovec in sod., 1997; Strle, 2004; Lotri¢-Furlan in

v

ey

5.1.2 Indirektni imunofluorescencni test in PCR

Od 749-ih skupno pregledanih psov smo okuzbo potrdili pri 553-ih (73,8 %) psih, od tega pri
547-ih (98,9 %) serolosko, pri 29-ih (5,1 %) pa smo dokazali povzrocitelja s PCR. Nizek
odstotek PCR pozitivnih psov je odraz kratkotrajnega obdobja bakteriemije, ki se pri
anaplazmozi pojavi znotraj dveh tednov po okuzbi in traja $tiri do devet dni (Egenvall in sod.,
2000). Pri naravno okuZenih psih to obdobje najveckrat zamudimo, saj jih lastniki pripeljejo k
veterinarju nekaj dni po pojavu akutnih klini¢nih znakov, kar predstavlja dodatno oviro pri
postavitvi diagnoze in odlo¢anju glede zdravljenja. Porazdelitev psov glede na titer

specificnih protiteles z IFA je bila v naSi raziskavi dokaj enakomerna. Ker ob PCR
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negativnem rezultatu ne vemo, v kateri fazi bolezni je bil odvzet vzorec krvi, zgolj na podlagi
IFA titra ne moremo sprejemati odlocitve glede zdravljenja in napovedati nadaljnjega poteka

bolezni.

5.1.3 Demografski podatki

Razlike med spoloma so bile v nasi raziskavi minimalne — samci so nekoliko Stevil¢neje
zastopani (56,4 %) od samic (43,6 %). Podobno zastopanost med spoloma opisujeta tudi
Harrus in Waner (2005) za primer okuzbe z bakterijo E. canis. Nasprotno pa v pasemski
porazdelitvi pri okuzbi z bakterijo E. canis opisujeta ve¢jo dovzetnost nemskih ovcéarjev za
okuzbo kot tudi resnejSi potek bolezni pri psih te pasme (Harrus in Waner, 2005). V nasi
raziskavi so bili nem8ki ovcarji na drugem mestu po zastopanosti, najve¢ je bilo zlatih
prinasalcev, labradorcev, bernskih plansarskih psov in koker Spanjelov. Pri njih nismo opazili
razlik v poteku bolezni. Pasemska porazdelitev v nasi raziskavi je bolj verjetno odsev najbolj
priljubljenih pasem v Sloveniji kot pa pokazatelj povecane dovzetnosti za okuzbo z bakterijo
A. phagocytophilum pri omenjenih pasmah. Omenjene pasme spadajo med srednje do velike
pasme psov. Kot razlog za pogostejSo okuzbo velikih psov Egenvallova in sodelavci (1997)
navajajo njihovo vecjo izpostavljenost klopom zaradi vecje telesne povrSine in aktivnega
zivljenjskega sloga. Povprecna starost psov v nasi raziskavi je bila 5,7 let (0,5-16 let). Vsaj
deset psov je bilo mlajsih od enega leta, najmla;jsi je bil star Sest mesecev. To je v nasprotju z
raziskavo, opravljeno na Svedskem, kjer je bil najmlajsi pes star 1,5 let, kar raziskovalci
pojasnjujejo s tem, da se klini¢na slika bolezni razvije po ponavljajocih izpostavitvah bakteriji
A. phagocytophilum oziroma pri psih z dokon¢no razvitim in aktiviranim imunskim sistemom
(Egenvall in sod., 1997). Rezultati nase raziskave kaZejo, da lahko tudi zelo mlad pes razvije
klinicne znake bolezni, kar je lahko podobno kot pri okuzbi z bakterijo B. burgdorferi s.1..
Hovius (2005) namre¢ opisuje, da odrasel pes potrebuje veckratno okuzbo z bakterijo
B. burgdorferi s.l. za razvoj kliniéno zaznavne bolezni, vendar so v eksperimentalni okuzbi
uspeli izzvati bolezen pri zelo mladih psih. Z enkratno izpostavitvijo povzrocitelju so okuzili
dva do Sest tednov stare pse, ki so dva do pet mesecev po okuzbi razvili klini¢ne znake

bolezni (Hovius, 2005).

5.1.4 Pojavnost klinicnih znakov
Najpogostejsi klini¢ni znaki v nasi raziskavi so bili znaki akutnega infekcijskega sindroma s
povisano telesno temperaturo, letargijo in anoreksijo. Ti znaki so bili najizrazitej$i v PCR
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v

akutno fazo bolezni, vendar so se v nasprotju z opisanim v visokem odstotku pojavili tudi v
skupinah z nizjimi IFA titri. Drugi najpogostejsi klini¢ni znak v vseh skupinah je bilo Sepanje,
ki je tipi¢na kroni¢na manifestacija anaplazmoze (Egenvall in sod., 2000). V nasi raziskavi je
bilo Sepanje pogosto tudi v PCR pozitivni skupini (35,5 %) in v skupinah z najvi§jimi [FA
titri (55,5 in 64,9 %). V nasprotju z nekaterimi raziskavami (Bjoersdorff, 2005; Egenvall in
sod., 1997; Egenvall in sod., 2000) smo ugotovili relativno pogosto pojavljanje hujSih
klini¢nih znakov pri psih z nizjimi IFA titri (28,6 %) in redko pojavljanje psov s pozitivhim
IFA brez klini¢nih znakov. To nakazuje na moznost, da subklini¢ne okuzbe niso tako pogoste,
kot jih opisuje literatura (Bjoersdorff, 2005). Nasi rezultati kaZzejo tudi, da visine IFA titra ne
moremo neposredno povezati s pojavnostjo klinicnih znakov, ¢eprav je mozno, da vsi klini¢ni
znaki pri seropozitivnih psih niso bili odraz anaplazmoze. O tem lahko sklepamo predvsem na
podlagi dejstva, da se je pri psih z nizjimi IFA titri (< 1:1024) pojavil $irsi spekter klini¢nih
znakov kot pri tistih z vi§jimi titri (> 1:2048) in PCR pozitivnim rezultatom, ki so v akutni
fazi bolezni. Statisticno znacCilne razlike smo wugotovili pri klinicnih znakih akutnega
infekcijskega sindroma in Sepanju. Te znake tudi literatura najpogosteje povezuje z
anaplazmozo, in sicer se letargija, anoreksija in poviSana telesna temperatura pojavijo v
akutni, Sepanje pa pogosteje v kroni¢ni fazi bolezni. Znaki akutnega infekcijskega sindroma v
nasi raziskavi so v skladu s tem statisticno znacilno prevladovali pri PCR pozitivnih psih v
primerjavi z IFA pozitivnimi, medtem ko je Sepanje prevladovalo pri psih z IFA titri > 1:2048

v primerjavi s PCR pozitivnimi in nizjimi IFA titri.

5.1.5 Hematoloske in biokemijske spremembe

ey

titrom (> 1:2048) je bila trombocitopenija, ki je bila najizrazitejSa v fazi bakteriemije.
Trombocitopenija se najpogosteje pojavlja tudi pri monocitni erlihiozi psov (Harrus in Waner,
2005). Patogeneza trombocitopenije pri obeh bolezni je slabo raziskana; pripisujejo jo vec
imunoloskim in neimunoloskim mehanizmom (Harrus in sod., 1996; Waner in sod., 1995).
Trombociti se obi¢ajno vrnejo v referencne vrednosti nekaj dni po bakteriemiji (Lilliehook in
sod., 1998; Harrus in Waner, 2005). Rezultati naSe raziskave sovpadajo s tem, saj je bila edina
(> 1:2048), za katerega sklepamo, da je akutni titer, ki sledi fazi bakteriemije. To domnevo

potrjuje tudi visoka pojavnost akutnih klini¢nih znakov v tej skupini, ki je primerljiva s
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skupino s pozitivnim PCR, in presega pojavnost akutnih klini¢nih znakov v drugih skupinah s
pozitivnim IFA rezultatom. Predlagana imunoloska mehanizma za razvoj trombocitopenije v
tej fazi bolezni sta produkcija IFN-y (ki preneha kmalu po pojavu specifi¢nih protiteles)
(Dumler, 2008) in produkcija protiteles proti trombocitom, ki so jih dokazali v akutni fazi
monocitne erlihioze (Waner in sod., 2000). Interpretacija trombocitopenije v drugih IFA
skupinah je manj zanesljiva, ker ne vemo, v kateri fazi bolezni so bili psi. Mediane vrednosti
trombocitov so rasle z naras¢anjem IFA titra, kar lahko pojasnimo z opisanimi mehanizmi v
primeru naras¢anja titra protiteles, ki sledi fazi bakteriemije. Toda IFA titri so lahko razlicno
visoki ali ostajajo celo zelo visoki mesece po okuzbi ali v primeru perzistentne okuzbe
(Egenvall in sod., 2000). Vrednosti trombocitov so bile statisticno znacilno nizje v vseh
skupinah (IFA < 1:1024, > 1:2048 in PCR pozitivni) v primerjavi s kontrolno skupino. Prav
tako so imeli psi s pozitivnim PCR statistino znacilno nizje trombocite od tistih s pozitivnim
IFA. To potrjuje najizrazitejSo trombocitopenijo v fazi bakteriemije. Rezultati naSe raziskave
kazejo, da ne glede na visino IFA titra klini¢ne znake anaplazmoze skoraj vedno spremlja
trombocitopenija. Nasprotno pa psi z razli¢nimi, tudi visokimi IFA titri, ki ne kaZejo klini¢nih
znakov anaplazmoze, obi¢ajno niso trombocitopeni¢ni. Povezava trombocitopenije in tipicnih
klini¢nih znakov v prisotnosti nizkih IFA titrov podpira predlagan odvzem parnih serumov v
razmaku vsaj 4-ih tednov, kar predvidevajo tudi trenutno veljavni kriteriji za akutno
anaplazmozo (Bjoersdorff, 2005). Nadalje ti rezultati poudarijo, da serolosko pozitiven
rezultat, tudi v visokih IFA titrih, ki ga ne spremljajo tipi¢ni klini¢ni znaki in/ali

trombocitopenija, ne opravicuje zdravljenja s specificnimi antibiotiki.

Mediane vrednosti drugih hematoloskih parametrov so ostale znotraj referencnih vrednosti,
Ceprav so se pojavile nekatere statisticno znacilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino.
Nekateri avtorji navajajo anemijo (zmerno do hudo), levkopenijo z limfo- in nevtropenijo, ki
ji sledi levkocitoza z limfocitozo (zmerno do hudo) (Tozon in Petrovec, 2002; Lepidi in sod.,
2000; Lilliehook in sod., 1998). Mediane vrednosti hematokrita in RBC so bile nizje v vseh
skupinah v primerjavi s kontrolno skupino, vendar so ostale znotraj referen¢nih vrednosti.
Nasa raziskava torej ne potrjuje anemije, ki je v drugih raziskavah druga najpogostejSa za
trombocitopenijo, kot hematolosko spremembo pri anaplazmozi, kar sovpada z rezultati

Bjoersdorffove (2005).
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Vrednosti WBC in diferencialne bele krvne slike so zelo variirale in kot take ne morejo biti
uporabne kot marker poteka bolezni. Celo v PCR pozitivni skupini, pri kateri lahko dolo¢imo
fazo bolezni, niso bile primerljive z objavljenimi rezultati eksperimentalne okuzbe psov v isti
fazi bolezni (Egenvall in sod., 2000). Tako na podlagi nasih rezultatov ne moremo potrditi
levkopenije, ki ji sledi levkocitoza, kot pomembnejSe hematoloSke spremembe pri okuzbi z

bakterijo 4. phagocytophilum.

Edina biokemijska sprememba v nasi raziskavi je bilo zmerno poviSanje aktivnosti AP pri
seropozitivnih psih. PoviSana aktivnost AP je pogosta pri psih z anaplazmozo (Bjoersdorft,
2005; Greig in sod., 1996). Ostalih korelacij med biokemijskimi parametri zaradi zelo
omejenega Stevila vzorcev v posamezni skupini (maksimalno pet vzorcev) nismo mogli

statisticno primerjati.

5.1.6 Socasna okuzba z bakterijo Borrelia burgdorferi sensu lato

A. phagocytophilum in B. burgdorferi s.l. si delita tako vektorje kot rezervoarje, prav tako
prisotnost enega povzrocitelja v klopu ne vpliva na okuzbo z drugim povzrociteljem iz
okuzenega gostitelja (Bjoersdorff, 2005), zato ni presenetljivo, da pri psih pogosto
ugotavljamo socasno okuzbo z obema povzrocCiteljema. V na$i raziskavi smo pri 113-ih
preiskanih psih socasno okuzbo dokazali v 30,1 % primerov. Raziskave kazZejo, da je v Evropi
z bakterijama 4. phagocytophilum in B. burgdorferi s.l. so¢asno okuZzenih 8,3 % (Staficzak in
sod., 2004) oziroma 6,1 % (Hildebrandt in sod., 2003) klopov 1. ricinus. So¢asno okuzbo z
omenjenima povzrociteljema so dokazali pri 25 % psov v ZDA (Beall in sod., 2008),
natan¢nejSih poroc€il o socasni okuzbi pri psih v Evropi nismo zasledili. Glede na relativno
nizek odstotek socasno okuzenih klopov v primerjavi s so¢asno okuzenimi psi je verjetneje,
da k socasni okuzbi vecji delez doprinese okuzba z ve¢ klopi, okuZenimi z enim

povzrociteljem, kot okuzba s klopi, ki so nosilci obeh povzrociteljev hkrati.

5.2 Prospektivna Studija

5.2.1 Doloc¢anje aminokislinskega in nukleotidnega zaporedja - sekveniranje

V svetu je opisanih pet genetskih razli¢ic bakterije 4. phagocytophilum, ki se pojavljajo pri
psih. Razlike v patogenosti med njimi so slabo raziskane. V Sloveniji sta do danes
identificirani dve razlicici, ena se pojavlja pri ¢loveku in psu (H), druga zgolj pri psu (P). Z
naso raziskavo smo ugotovili statisti¢no znacilno razliko v pojavu znakov akutne bolezni, kjer
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prevladuje razli¢ica H, pri pojavnosti drugih klini¢énih znakov med njima ni razlik. To kaze,
da sta obe genetski razli¢ici bakterije A. phagocytophilum, ki se pojavljata v Sloveniji,
patogeni za pse, lahko pa je pri okuzbi z eno ali drugo potek bolezni razlicen. Pri razli¢ici P je
tudi ve¢ psov ostalo asimptomatskih, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne. Smiselno bi
bilo nadaljnje spremljanje razlik med obema razliCicama in ugotavljanje, ali nam lahko

identifikacija genetske razlicice sluzi kot napovedni dejavnik za potek in izid bolezni.

5.2.2 Elektroforeza serumskih proteinov

Indikacija za izvedbo elektroforeze serumskih proteinov (SPE) je prisotnost bolezni, ki
povzroCi disproteinemijo. Pri psih obstajajo porocila o vzorcih SPE pri boleznih jeter
(Sevelius in Andersson, 1995), neoplazijah (Gavazza in Sacchini, 2009), endokrinih (Vaden
in sod., 2009) in infekcijskih boleznih (Harrus in sod., 1996; Ciaramella in sod., 1997). Za
monocitno erlihiozo in leishmaniozo, ki lahko potekata v kroni¢ni obliki, avtorji opisujejo
hipoalbuminemijo, hiperglobulinemijo, predvsem hipergamaglobulinemijo, in hipo-al-
globulinemijo. Hipoalbuminemija, ki je prisotna v vseh fazah monocitne erlihioze, je
najverjetneje posledica anoreksije in zmanjSanega vnosa proteinov, izgube krvi, periferne
izgube tekocin zaradi vaskulitisa (Woody in Hoskins, 1991), znizane produkcije albuminov
zaradi soCasne bolezni jeter (Reardon in Pierce, 1981) ali proteinurije. K hiperglobulinemiji
najvec¢ prispevajo vy globulini, ki narastejo v febrilni fazi bolezni in vztrajajo v subklini¢ni in
kroni¢ni fazi. V nasi raziskavi disproteinemija, ki porusi razmerje med A/G, ni bila statisticno
znacilna v nobeni skupini, tudi v akutni fazi, ki jo karakterizira PCR pozitiven rezultat, ne.
Znizano razmerje med A/G smo ugotovili pri 32-ih vzorcih, ve¢ino (84,4 %) od teh v
skupinah z IFA titri < 1:1024, torej skupinah, ki po trenutno veljavnih kriterijih (Bjoersdorff,
2005) ne spadajo v akutno anaplazmozo. Odstopanja posameznih frakcij proteinov so
sovpadala z opisanimi pri monocitni erlihiozi in leishmaniozi z razliko pri y globulinih, ki se
statisticno znacilno niso razlikovali od kontrolne skupine. Hipergamaglobulinemija je sicer
najznacilnejSe odstopanje v elektroforetogramu pri infekcijskih boleznih z disproteinemijo.
V nasi raziskavi so k hiperglobulinemiji najve¢ prispevali a2 in B1-2 globulini, kamor spadajo
proteini akutne faze. Klini¢ni znaki, ki so prevladovali pri psih z znizanim razmerjem med
A/G, so bili v 72,7 % primerov znaki akutnega infekcijskega sindroma, prav tako je bilo 61 %
psov trombocitopeni¢nih. To lahko nakazuje na to, da tudi psi, ki imajo nizje IFA titre in so
subklini¢cno ali perzistentno okuzeni, v doloCenem trenutku razvijejo akutno obliko

anaplazmoze. Druga moznost pa je, da je k disproteinemiji pripomoglo drugo bolezensko
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stanje in je bil pozitiven IFA titer proti bakteriji A. phagocytophilum naklju¢no odkrit v
diagnostiénem postopku. Glede na to, da ni bilo statisti¢no znacilne razlike v nobeni izmed
preiskovanih skupin v primerjavi s kontrolno skupino in da tudi pri vzorcih z disproteinemijo
nismo dokazali hipergamaglobulinemije, ne moremo priporociti elektroforeze serumskih
proteinov kot diagnosti¢ne metode, ki bi prispevala k razumevanju poteka bolezni. Na podlagi
statisti¢no znacilne povezave med trombocitopenijo in frakcijami proteinov, ki so znacilni za
akutno fazo bolezni, pa lahko poudarimo pomen trombocitopenije. Kadar ta spremlja klini¢ne

znake, je zdravljenje ne glede na visino titra utemeljeno.

5.2.3 Cirkulirajoci imunski kompleksi

Prisotnost CIC-ov je opisana pri mnogih infekcijskih boleznih, z njimi povzrocena bolezenska
odstopanja, kot so glomerulonefritis, poliartritis in uveitis pa se pojavijo, ko bolezen preide v
kroni¢no fazo (Pedersen, 1999). Pri okuzbi z bakterijo E. canis so CIC-e dokazali tako pri
naravno kot eksperimentalno okuzenih psih v akutni in subklini¢ni fazi bolezni (Harrus in
sod., 2001). Rezultati njihove raziskave kazejo, da je pri psih, pri katerih so dokazali
prisotnost CIC-ov, bolezen potekala v tezji obliki kot pri tistih, ki niso imeli CIC-ov v
serumu. V nasi raziskavi je bila koncentracija CIC-ov povezana s trombocitopenijo,
hipergamaglobulinemijo in nizjim razmerjem A/G. Statisticno znacilno (P < 0,05) je bila
koncentracija CIC-ov vi§ja pri psih s trombocitopenijo neodvisno od viSine IFA titra in
rezultata PCR. To potrjuje domnevo, da je trombocitopenija povezana z imunskimi
mehanizmi. Pozitivna korelacija med koncentracijo CIC-ov in nizjim razmerjem A/G ter
hipergamaglobulinemijo to domnevo Se dodatno okrepi. Statisticno znacilne povezave med
koncentracijo CIC-ov in klini¢nimi znaki sicer nismo nasli, vendar se je pri psih, ki so imeli
nizko koncentracijo CIC-ov, pojavilo Sepanje v 48,7 %, kar zmanjSuje verjetnost nastanka
artritisa kot posledice odlaganja imunskih kompleksov v sklepu. Za potrditev te domneve bi
bil v nadaljevanju potreben odvzem sinovialne tekocine za dokaz prisotnosti imunskih
kompleksov ali imunohistokemiéni dokaz specificnih protiteles proti  bakteriji

A. phagocytophilum na sinovialni membrani in/ali v sinovialni teko¢ini.

Dokazali smo statisticno znacilno korelacijo med koncentracijo CIC-ov in proteinurijo.
Proteinurija je bila ugotovljena pri psih z visoko koncentracijo CIC-ov. Vendar je bilo Stevilo
vzorcev v tej raziskavi zelo majhno (Stirje vzorci), zato bi bilo potrebno povecati njihovo

Stevilo in rezultate dopolniti s histolosko preiskavo ledvi¢nega tkiva in potrditev njihovega
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razvoja z imunohistokemi¢nimi barvanji. Ce bi tudi na ve&jem Stevilu vzorcev dokazali
korelacijo med koncentracijo CIC-ov in proteinurijo, bi nam v prihodnosti koncentracija CIC-

ov lahko sluzila kot dejavnik tveganja za razvoj proteinurije.

5.2.4 Prisotnost proteinurije

Codner in sodelavci (1992) so raziskovali patogenezo proteinurije pri okuzbi z bakterijo
E. canis. Ugotovili so glomerulopatijo, ki je niso pripisali imunsko pogojenim mehanizmom.
Vendar je bila njihova raziskava omejena na akutno fazo erlihioze, zato moznosti, da daljsa
izpostavitev antigenu v  kroni¢ni fazi lahko pripelje do imunokompleksnega
glomerulonefritisa, ne more biti izklju¢ena (Harrus in sod., 2001). Day (2008) opisuje IMGN
pri monocitni erlihiozi kot posledico odlaganja CIC-ov v glomerulu, kar privede do aktivacije
komplementa in izzove preobcutljivostno reakcijo tipa III. Do posledic odlaganja CIC-ov
pride, ko bolezen preide v kroni¢no fazo (Pedersen, 1999). V nasi raziskavi smo proteinurijo
dokazali v 36-ih (58,1 %) vzorcih. Pri 15-ih (41,7 %) so bili prisotni nizkomolekularni
proteini (LMW), ki smo jih zaradi lis na istih molekulskih tezah kot pri kontrolni skupini Steli
za fizioloske. Pri 11-ih (30,5 %) vzorcih smo dokazali prisotnost srednje- (MMW) in
visokomolekularnih (HMW) proteinov, ki so lahko odraz glomerulonefritisa. Proteinurija se
sicer lahko prehodno pojavi v febrilni fazi katerekoli bolezni, vendar nobeden izmed psov, pri
katerih smo dokazali prisotnost MMW in HMW, ni imel poviSane telesne temperature.
Statisticno znacilnih razlik v prisotnosti proteinurije med skupinami psov s pozitivnim IFA ali
PCR rezultatom v primerjavi s kontrolno skupino nismo ugotovili. Ker pa smo prisotnost
MMW in HMW dokazali izkljuéno pri psih s pozitivnim IFA, bi bilo smiselno nadaljnje
spremljanje pacientov z dokazano okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum in obenem
dopolnitev preiskav z imunohistokemi¢nim barvanjem tkivnih vzorcev ledvic. Pri vseh
vzorcih, pri katerih smo z -elektroforezo dokazali pojav neselektivne glomerularne
proteinurije, smo Ze pri pregledu urinskega sedimenta ugotovili prisotnost cilindrov. Zato
svetujemo elektroforezo urinskih proteinov pri pacientih, pri katerth z rutinsko diagnostiko
ugotovimo prisotnost cilindrov in/ali povisan UPC. Pri $tirih vzorcih z dostopnimi podatki
smo ugotovili prisotnost proteinurije v kombinaciji z visoko koncentracijo CIC-ov (100 %) in
trombocitopenijo (75 %) ob prisotnosti razlicnih IFA titrov (1:256, 1:512 in 2x 1:2048).
Glede na to, da se po naSih rezultatih visoka koncentracija CIC-ov in trombocitopenija
pojavita v akutni fazi bolezni, proteinurija kot znak glomerulonefritisa pa po literaturnih

podatkih (Pedersen, 1999) Sele po dolgotrajni antigenski stimulaciji, to morda pomeni, da
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perzistentna okuzba z bakterijo A. phagocytophilum lahko rezultira v razvoju IMGN in v
dolotenem trenutku privede do akutizacije klini¢nih znakov. Ceprav obstajajo
eksperimentalni dokazi za kroni¢no okuzbo (Egenvall in sod., 2000; Alleman in sod., 2006),
ki je po akutni fazi rezultirala v imunsko pogojeni trombocitopeniji, in bi posledi¢no lahko
privedla tudi do proteinurije, nasi ostali rezultati zaenkrat ne dokazujejo razvoja kroni¢ne faze
pri anaplazmozi. Glede na to, da se anaplazmoza pojavlja tipi¢no sezonsko z akutnimi znaki
in da je na endemicnih podrocjih visok odstotek asimptomatskih seropozitivnih psov, ki nikoli
ne razvijejo bolezni, je najverjetneje anaplazmoza bolezen, ki ima akuten potek in zelo dobro
prognozo ob ustreznem zdravljenju. Vseeno pa zaradi nakazanih moznosti v nasi raziskavi
dopusc¢amo moznost razvoja IMGN in nacrtujemo povecanje Stevila vzorcev ter dopolnitev

raziskav proteinurije s histoloSkimi in imunohistokemi¢nimi preiskavami ledvicnega tkiva.
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6 SKLEPI

1.

Pri naravno okuZzenih psih z bakterijo 4. phagocytophilum v Sloveniji smo dokazali
73,8-odstotno pogostost okuzbe, kar je bistveno visje od 50-odstotne, kot je opisana v

drugih evropskih drzavah.

Samci so nekoliko pogosteje okuzeni z bakterijo A. phagocytophilum kot samice. Pri
posamezni pasmi nismo zaznali razlik v klinicnem poteku bolezni in pasemska
porazdelitev je bila bolj verjetno odsev najbolj priljubljenih pasem psov v Sloveniji kot
pokazatelj poveCane dovzetnosti za okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum pri
omenjenih pasmah. Vseeno smo okuzbo pogosteje dokazali pri velikih pasmah psov, kar

je v skladu s podatki iz literature.

Za okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum in razvoj bolezni so dovzetni tudi psi, mlajsi

od enega leta.

Socasno okuzbo z bakterijo B. burgdorferi s.l. smo dokazali v 30,1 % primerov, kar je

nekoliko pogosteje, kot opisuje literatura.

Najpogostejsi klini¢ni znaki so bili znaki akutnega infekcijskega sindroma in Sepanje, ki
protiteles. Pogosteje smo zaznali pojavljanje hujsih kliniénih znakov pri psih z nizjimi

IFA titri in relativno manj psov brez klini¢nih znakov ob pozitivnem IFA titru.

NajocitnejSa hematoloska sprememba v vseh skupinah z izjemo skupine > 1:2048 je bila
trombocitopenija, ki je bila najizrazitejsa v fazi bakteriemije (PCR pozitivni). Rezultati
nase raziskave kazejo, da ne glede na viSino IFA titra klini¢ne znake anaplazmoze skoraj

vedno spremlja trombocitopenija.

Obe genetski razlicici bakterije A. phagocytophilum, ki se pojavljata pri psih v Sloveniji,
imenovani razli¢ica P in razli¢ica H, sta zanje patogeni, lahko pa je pri okuzbi z eno ali
drugo potek bolezni razlicen. Na to sklepamo na podlagi statisti¢no znacilnih razlik v
pojavu znakov akutne bolezni, kjer prevladuje genetska razli¢ica H, ki se pojavlja pri

¢loveku in psu.
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10.

1.

Elektroforeze serumskih proteinov kot diagnostiéne metode, ki bi prispevala k
razumevanju poteka bolezni, ne moremo potrditi, saj na elektroforetogramu nismo
odkrili statisticno znacilne razlike v nobeni izmed preiskovanih skupin v primerjavi s

kontrolno skupino.

Koncentracija CIC-ov je bila neodvisna od visine IFA titra specificnih protiteles in
rezultata PCR, vendar je bila statisticno znacilno vi§ja pri psih s trombocitopenijo,
nizkim razmerjem A/G in hipergamaglobulinemijo. Dokazali smo tudi statisticno

znacilno korelacijo med koncentracijo CIC-ov in proteinurijo.

Dokazali smo pojav neselektivne glomerularne proteinurije, ki ni bila povezana z visino
titra specificnih protiteles ali pozitivnim rezultatom PCR. Proteinurija ni statisticno
znacilno odstopala od kontrolne skupine, vendar zaradi relativno majhnega S$tevila
vzorcev in odkrite povezave med koncentracijo CIC-ov in pojavom proteinurije, ne
moremo popolnoma ovre¢i moznosti razvoja imunokompleksnega glomerulonefritisa
kot posledice okuzbe z bakterijo 4. phagocytophilum. Svetujemo elektroforezo urinskih
proteinov pri psih, pri katerih v urinskem sedimentu ugotovimo prisotnost cilindrov

in/ali imajo povisan UPC.

Skupno nasi rezultati ne dokazujejo razvoja kroni¢ne faze pri anaplazmozi, ampak
potrjujejo dosedanja porocila, da je anaplazmoza bolezen, ki ima akuten potek in dobro
prognozo ob ustreznem zdravljenju. Glede na visoko pogostost okuzbe pa ta verjetno
lahko poteka v subklini¢ni ali perzistentni obliki. Ali je razvoj klini¢ne bolezni rezultat
akutizacije, reinfekcije ali posledica imunskih mehanizmov zaradi dolgotrajne

antigenske stimulacije, ostaja predmet nadaljnjih raziskav.
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7 POVZETEK

V retrospektivni in prospektivni raziskavi smo proucevali pojavnost in potek anaplazmoze pri
naravno okuZenih psih. V retrospektivni del smo vkljucili 749 psov, pri katerih smo ugotovili
okuzbo z bakterijo A. phagocytophilum v 73,8 %, kar je visje, kot je opisano za ostale
evropske drzave. Vkljucitveni kriteriji za nadaljnjo preiskavo so bili titri specificnih protiteles
proti bakteriji 4. phagocytophilum z metodo IFA in/ali pozitiven rezultat PCR testa. Tem
kriterijem je ustrezalo 553 psov, pri katerith smo ugotovili minimalno pogostejSo zastopanost
samcev. Pasemska porazdelitev je odsevala pogostost posamezne pasme v Sloveniji; pri
nobeni od pasem nismo zasledili tezjega poteka bolezni. Povprecna starost okuzenih psov je
bila 5,7 let; okuzbo z razvojem klini¢nih znakov smo dokazali tudi pri psih, mlajsih od enega
leta. So¢asno okuzbo z bakterijo B. burgdorferi s.I. smo dokazali v 30,1 % primerov, kar je
nekoliko vis§je od opisanega sicer za pse v Severni Ameriki. Najpogostejsi klini¢ni znaki so
bili znaki akutnega infekcijskega sindroma s poviSano telesno temperaturo, letargijo in
anoreksijo ter Sepanjem. Po pri¢akovanju so bili najbolj izraziti v skupini s pozitivnim
pojavili tudi v skupinah z nizkimi IFA titri. Ravno tako smo ugotovili tudi minimalno
pojavljanje asimptomatskih psov z nizkimi IFA titri. Ker pa je bil spekter klini¢nih znakov v
so bili morda ti znaki odsev morebitnega drugega bolezenskega stanja. Ugotovili smo, da se
tipi¢ni klini¢ni znaki anaplazmoze pojavijo v korelaciji s trombocitopenijo, ki je najpogostejse
hematolosko odstopanje in ni statisticno znacilno odvisna od visine IFA titra. Povezava
trombocitopenije in tipicnih kliniénih znakov v prisotnosti nizkih IFA titrov podpira
predlagan odvzem parnih serumov v razmaku vsaj 4-ih tednov, kar predvidevajo trenutno
veljavni kriteriji za akutno anaplazmozo. Ostala hematoloska odstopanja niso bila izven
referencnih mej. Edina biokemijska sprememba je bilo zmerno poviSanje aktivnosti AP pri
seropozitivnih psih. Ugotovili smo, da obe genetski razli€ici bakterije 4. phagocytophilum, ki
okuzujeta pse v Sloveniji, pri njih lahko povzrocita klini¢no sliko; razli¢ica H, ki se pojavlja
pri ¢loveku in psu, pogosteje izzove akutne klinicne znake kot razlicica P, ki se pojavlja samo
pri psu. Statisti¢no znacilne disproteinemije pri nobeni skupini v primerjavi s kontrolno nismo
dokazali, vendar smo odkrili povezavo med trombocitopenijo, prisotnostjo cirkulirajo¢ih
imunskih kompleksov in nizjim razmerjem A/G ter hipergamaglobulinemijo, ki

karakterizirajo aktivne imunske procese, zaradi katerih je zdravljenje smiselno. Ta odstopanja
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so se pojavila neodvisno od visine IFA titra in pozitivnega rezultata PCR, kar poudarja, da
enkraten nizek IFA titer ne more biti izkljucujoci dejavnik za bolezen. Prav tako visok IFA
titer, ki ga ne spremlja trombocitopenija in tipi€ni klini¢ni znaki, ne pomeni bolezni.
Neselektivno glomerularno proteinurijo smo dokazali pri 30,5 % psov s proteinurijo, kar ni
bilo statisticno znacilno razlicno od kontrolne skupine. Na majhnem S$tevilu vzorcev smo
odkrili povezavo med visoko koncentracijo cirkulirajo¢ih imunskih kompleksov in pojavom
proteinurije, ki morda pomeni, da okuzba z bakterijo A. phagocytophilum lahko privede do
razvoja imunokompleksnega glomerulonefritisa, kar bi lahko potrdili s poveCanjem Stevila
vzorcev ter dopolnitvijo raziskav proteinurije z imunohistokemijo ledvi¢nega tkiva. Rezultati
nase raziskave ne dokazujejo razvoja kronicne faze pri anaplazmozi, ampak gre najverjetneje

za bolezen z akutnim potekom in zelo dobro prognozo ob pravilnem zdravljenju.
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SUMMARY

The retrospective and prospective study was designed to investigate the incidence and clinical
course of anaplasmosis in naturally infected dogs. In 749 dogs in the retrospective study, there
was 73.8 % prevalence of A. phagocytophilum infection, which is higher than estimated in
other European countries. Inclusion criteria for further investigation included a positive IFA
titre of specific A. phagocytophilum antibodies and/or the PCR positive result. 553 dogs met
those criteria, of which males were slightly overrepresented. Breed distribution reflected
breed popularity in Slovenia; there was no difference in the severity of the disease in an
individual breed. The mean age of infected dogs was 5.7 years; an infection which progressed
to the clinical disease was demonstrated also in dogs which were less than a year old. A
coinfection with B. burgdorferi s.l. was confirmed in 30.1 % of dogs, which is again higher
than reported in dogs from North America. Clinical signs of the acute infection syndrome
including elevated body temperature, letargy, anorexia and lameness were the most frequent
not only in the PCR positive group and in groups with the highest IFA titre, but also in groups
with the lower IFA titre, which is in contrast to previous reports. There was also a relatively
low number of asymptomatic dogs with low IFA titres. But the range of clinical signs in those
groups was much wider than in the PCR positive group and the group with the highest IFA
titre so there is a possibility that not all clinical signs can be attributed to the
A. phagocytophilum infection. We demonstrated that typical clinical signs of anaplasmosis are
accompanied by thrombocytopenia, which is the most frequent hematological abnormality
and is not in correlation with the IFA titre. This supports a recommended taking of paired
serum samples which should be taken four weeks or more apart and which are suggested by
currently aknowledged criteria for acute anaplasmosis. Other hematological parameters stayed
within the reference interval. The only biochemical change was a slight increase in alkaline
phosphatase activity in seropositive dogs. We found out that both genetic variants of
A. phagocytophilum, which infects dogs in Slovenia, can cause a clinical disease.
The H variant, which infects both humans and dogs, more frequently results in acute signs of
the disease than the P variant, which infects only dogs. There was no statistically significant
difference in dysproteinemia in any of the groups in comparison with the control group;
however, we demonstrated a correlation between thrombocytopenia, the occurence of
circulating immune complexes and the lower A/G ratio together with
hypergammaglobulinemia, which are all characteristic of an active immune process which
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justifies the treating of an animal. These discrepancies were independent of the amount of the
IFA titre and the PCR positive result, which emphasizes that the low IFA titre in an individual
serum sample cannot exclude the disease nor can the high IFA titre which is not accompanied
by thrombocytopenia and typical clinical signs confirm it. Non-selective glomerular
proteinuria was demonstrated in 30.5 % of proteinuric patients, which was not statistically
significant compared to the control group. However, we demonstrated a correlation between a
high concentration of circulating immune complexes and proteinuria in a very small sample
size; this leads to the assumption that the A. phagocytophilum infection can result in immune-
mediated glomerulonephritis. That calls for greater sampling and additional
imunohistochemical tests on renal tissue samples. The results of our study indicate that
anaplasmosis does not progress into a chronic phase, but it is rather an acute disease and bears

favourable prognosis with a proper treatment.
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10 PRILOGE

10.1 Zbirna tabela osnovnih klini¢nih podatkov, koncentracije CIC-ov (ug/ml) in PLT
(x10°/1) serologko pozitivnih psov (+ prisoten; - odsoten; prazno polje — preiskava ni bila
opravljena)

Klini¢ni znaki
Zap.§t IFA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CIC PLT
1 1:128 - + - - - - - - + - - 334,8 7
2 1:128 - - - - + - - - - - - 369,1 179
3 1:128 + - - - - - - - - - - 169,2 231
4 1:128 + - - - - - - - - - - 212,1 311
5 1:128 - - - - - - - - + - - 0 186
6 1:128 + - - - - - - - - - - 227 199
7 1:128 + - - - - - - - - - - 0 379
8 1:128 + - - - - - - - - - 289.,6 560
9 1:128 515
10 1:128 + - - - - - - - - - - 0 340
11 1:128 - + - - . - - - - - - 0 77
12 1:128 + + - - - - - - + - - 255 265
13 1:128 - + - - - - + - - - - 305
14 1:128 - - - - - - - + + - - 249.8 247
15 1:128 + - - - - - - - - - - 0 256
16 1:128 289,6
17 1:128 + - + - - - - - + - - 5743 99
18 1:128 65,7
19 1:128 + + - - - - - - - - - 296,6 177
20 1:128 + - - - - - - - - - - 507,9 251
21 1:128 + + + - - - - - - - - 290 145
22 1:128 + - - - - - - - - - - 609,8 119
23 1:128 - - - - + - - - - - - 340,9 70
24 1:128 + - - - - - - - - - - 0 87
25 1:128 - - - + - - - - - - - 177.4 8
26 1:128 - - - + - - - - - - - 148,3 140
27 1:128 + - - - - - - - - - - 0 469
28 1:128 - - - - + - - - - - - 3494 281
29 1:128 364,1 138
30 1:128 - - - - - - - - + - - 226,5 30
31 1:128 + - - - - + - - - - - 25
32 1:128 + - - - - + - - - - - 0 196
33 1:128 - - - - - - - - + - - 305
34 1:128 - + - - + - - - - - - 0 235
35 1:128 - - - + - - - - - - - 6
36 1:256 - + - - - - - + - - - 154
37 1:256 - + - - - - - - - - - 95,1 206
38 1:256 + - - - - - - - - - - 375
39 1:256 + - - - - - - - - - - 491,2 254
40 1:256 - - + - - - - - - - - 107
41 1:256 - + - - - - - - - - - 7124 141
42 1:256 + - + - - - - - - - - 244.5 238
43 1:256 - - - - + - - - - - - 375,6 209
44 1:256 381
45 1:256 - - - - - - - - - - + 0 46
46 1:256 - + - - - - - - + - - 36
47 1:256 + - - - - - - - + - - 103
48 1:256 + - - - - - - - - - - 271
49 1:256 - - + - - - - - - - - 321
50 1:256 - - - + - - - - - - - 35
51 1:256 + - - - - - - - - - - 234
52 1:256 - + - - - - - - + - - 23
53 1:256 + - - - - - - - - - - 192,8 266
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54 1:256 + - - - 157
55 1:256 + - - - 220 303
56 1:256 - - - - 130
57 1:256 - + - - 0 9
58 1:256 - - - - 0 148
59 1:256 - - - - 125,6 169
60 1:256 - - - - 30
61 1:256 800 252
62 1:256 - - - - 2942 170
63 1:256 + - - - 56,4 322
64 1:256 - + - - 25 184
65 1:256 - - - - 257
66 1:256 3233 257
67 1:256 360,6 145
68 1:256 - - + - 1310 311
69 1:256 - - - - 932 12
70 1:256 - - - - 30 227
71 1:256 - - - - 621,3 348
72 1:256 - - + - 1372,4 49
73 1:256 - - + - 482,2 67
74 1:256 + - - - 200 213
75 1:256 244.5 142
76 1:256 + - - - 248,8 99
77 1:512 + - - - 73,5 248
78 1:512 + - + - 69
79 1:512 228,7 186
80 1:512 - - - - 210
81 1:512 + - - - 60 249
82 1:512 - - + - 150
83 1:512 - - - - 188 223
84 1:512 - - - - 192
85 1:512 + - - - 359,9 165
86 1:512 0

87 1:512 + - + - 213,9

88 1:512 - - - - 27
89 1:512 + - - - 46,9 299
90 1:512 + - - - 231,1 349
91 1:512 - - + - 150
92 1:512 - + - - 256
93 1:512 - - + - 156
94 1:512 + + - 362,3 202
95 1:512 + - - - 41,2 261
96 1:512 - - - - 122
97 1:512 - - - - 101,5 310
98 1:512 286
99 1:512 - - - + 77
100 1:512 + - - - 130,5 382
101 1:512 90,6 595
102 1:512 1000 150
103 1:512 197,8

104 1:512 - - - - 338
105 1:512 - - - - 333
106 1:512 - - - + 46
107 1:512 + - - + 490 184
108 1:512 - - - + 0 132
109 1:512 180,8 189
110 1:512 + - - - 348 191
111 1:512 260.,9

112 1:512 404 174
113 1:512 - - - - 81,5 5
114 1:512 + - - - 408,2 259
115 1:512 + - - - 117,9 340
116 1:512 445 304
117 1:512 685,3 97
118 1:512 - - - - 0 51
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119 1:512 - - + - - 1290 183
120 1:512 357,5 159
121 1:512 - + - - - 105,6 216
122 1:1024 - - - - + 624,7 185
123 1:1024 + - - - - 398
124 1:1024 + - - - - 153,3 197
125 1:1024 - - + - - 64,7 237
126 1:1024 + - - - - 242
127 1:1024 - - - - - 460 187
128 1:1024 + - - - - 0 241
129 1:1024 - + - - - 691 79
130 1:1024 + + - - - 239,9 174
131 1:1024 160
132 1:1024 | - + - - - 166,9 15
133 1:1024 - - - - - 230,4 3
134 1:1024 + - - - - 0 168
135 1:1024 - - + - - 314
136 1:1024 + + - - 481
137 1:1024 + - - - - 253
138 1:1024 0

139 1:1024 + - - - - 255
140 1:1024 359,9 632
141 1:1024 - - - - + 0 195
142 1:1024 377
143 1:1024 + - - - - 112,3 348
144 1:1024 + - - - - 0 251
145 1:1024 10
146 1:1024 179
147 1:1024 - - - - - 436,9 156
148 1:1024 131
149 1:1024 - - + - - 340
150 1:1024 16
151 1:1024 + - - - - 247
152 1:1024 - - - - + 0 145
153 1:1024 299
154 1:1024 458,6

155 1:1024 + - - - - 0 238
156 1:1024 + - - - - 72
157 1:1024 + - - - - 0 398
158 1:1024 - - - - + 1597,6 595
159 1:1024 - - + + - 414
160 1:1024 + - - - - 100,2 180
161 1:1024 - - + - - 14
162 1:1024 135
163 1:1024 - - + - - 130
164 1:1024 - + - - - 307,4 236
165 1:1024 + - - - - 118
166 1:1024 - - - - + 84,3 224
167 1:1024 - - - - + 85 262
168 1:1024 - - + + - 83,4 317
169 1:1024 + - - + + 1142 344
170 1:1024 | + - - - - 590,9 379
171 1:1024 + - - + - 715 278
172 1:1024 - - - - 134
173 1:1024 - + - - - 298
174 1:1024 + - - - - 73
175 1:1024 - + - - - 51,3 343
176 1:1024 0 188
177 1:1024 117,6

178 1:1024 - - + - - 682,8 112
179 1:1024 - - + - - 121
180 1:1024 - - - - + 0 316
181 1:2048 + - - - - 0 267
182 1:2048 + - - - - 299,2 299
183 1:2048 + - - - - 0 344
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184 1:2048 181,2

185 1:2048 + - - 470,7 177
186 1:2048 - + - - - 1000 11
187 1:2048 - - - + - 592,8 20
188 1:2048 + + + - - 584,9 33
189 1:2048 - - - - 61,6 130
190 1:2048 + - + - - 13
191 1:2048 + - - - - 0 114
192 1:2048 - - - - + 194
193 1:2048 - - - - + 199
194 1:2048 - - - + 179
195 1:2048 - - - - + 271
196 1:2048 - - - - + 320
197 1:2048 + - - + 99
198 1:2048 - + + + - 15
199 1:2048 + - - - - 35,2 207
200 1:2048 + - - - - 52,3 320
201 1:2048 + - - + - 762,6

202 1:2048 - + - - - 0 147
203 1:2048 + - - - - 183
204 1:2048 + - - - - 145,1 287
205 1:2048 + - - - - 355,1 263
206 1:2048 + - - - - 614,8 271
207 1:2048 - - - + - 144
208 1:2048 + - + - - 38
209 1:2048 + - - - - 73,5 170
210 1:2048 + - - - - 241,6 475
211 1:2048 - - - + - 124,5 369
212 1:2048 - + - + - 559,8 176
213 1:2048 133
214 1:2048 338 26
215 1:2048 32 379
216 1:2048 + - - - -

217 1:2048 + - - - - 104,5 287
218 1:2048 - - - - + 286
219 1:2048 - - - - + 269
220 1:2048 197
221 1:2048 + - - - - 314
222 1:2048 18
223 >1:2048 | + - - - - 381 154
224 >1:2048 | + - + + - 107,1 170
225 >1:2048 0 239
226 >1:2048 114
227 >1:2048 336 140
228 >1:2048 | - - - - - 898,6 173
229 >1:2048 350 248
230 >1:2048 | + + - - - 35
231 >1:2048 | + - - - - 87,1 224
232 >1:2048 | - - - + - 212,2 119
233 >1:2048 | + - - + - 555 116
234 >1:2048 | + - - - - 1114 222
235 >1:2048 | + - - - - 267
236 >1:2048 | + - - - - 244
237 >1:2048 | + + - + - 0 320
238 >1:2048 243
239 >1:2048 | - - - + - 225
240 >1:2048 | + - - - 88 296
241 >1:2048 | - - - 322
242 >1:2048 151
243 >1:2048 | + - - - - 685,6 243
244 >1:2048 | - - + + - 2973 129
245 >1:2048 | + + - + - 159
246 >1:2048 | + - + - - 65,9 202
247 >1:2048 | - + - + - 108,1 37
248 >1:2048 | + - - - - 0 326
249 >1:2048 | + - - - - 67,9 335
250 >1:2048 | + - - - - 419

251 >1:2048 | + - - - - 843 216
252 >1:2048 | - - - + - 0 159
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253 >1:2048 | + - - - - - - - 1000 307
254 >1:2048 | + - - } - T - - 69
255 >1:2048 0 262
256 >1:2048 140,8 340
257 >1:2048 | - - T - - - - 316,5 56
258 >1:2048 | - - - - - - - + 324
259 >1:2048 | + - - - - - - - 688 414
260 >12048 | - - - - - - - - 346
261 >1:2048 | + - - - - B - - 25,1 254
262 >1:2048 | + - - - - - - - 0

263 >1:2048 | - - T - - - - - 0 142
264 >1:2048 | + - - - - - - - 35,6 243
265 >1:2048 260,5 179
266 >1:2048 | + - - - - - - - 271,8 220
267 >1:2048 | - - - - - - - o 1000 404
268 >1:2048 | - + - - - + - - 32
269 >1:2048 0

10.2 Zbirna tabela osnovnih klini¢nih podatkov, koncentracije CIC-ov (ug/ml) in PLT

(x10°/1) PCR pozitivnih psov (+ prisoten; - odsoten; prazno polje — preiskava ni bila

opravljena)

Klini¢ni znaki
Zap.§t | IFA 1 2 6 7 8 9 10 11 CIC PLT
1 - - - - - - - 215
2 - - - - - + - - 168,8 60
3 - - + - - + - - 256,8 16
4 neg + + - - - + - - 455 114
5 neg - - - - - - + 2684 16
6 neg + - - - - - - - 26,4
7 neg + - - - - + - - 555 122
8 1:128 + - - - - - - 4954 273
9 1:512 - + - - + + - - 4252 23
10 1:1024 - - - - - + - - 4347 11
11 1:1024 - - - - - - - + 536,8 192
12 1:1024 - - - - - - + 210
13 1:1024 - - - - - - - 0 13
14 1:1024 - + - - + + - - 34
15 1:1024 431,7 11
16 1:1024 | + - - - - - - - 361,3 185
17 1:1024 | + - - - - + - - 382,5 42
18 1:2048 + - - - - - - - 271
19 1:2048 - - - - - + - - 0 89
20 1:2048 + - - - - - 204
21 1:2048 53
22 1:2048 87,6 44
23 >1:2048 | - - - - - - + 200,2 133
24 >1:2048 | - - - - + + - - 0 55
25 >1:2048 | - - - - - + - - 370 8
26 >1:2048 | + + - - + + - - 231,7 27
27 >1:2048 | - - - - - + - - 187
28 >1:2048 | - + - - - - - - 134,7 364
29 >1:2048 46
30 >1:2048 | + - - - - - - - 0 327
31 >1:2048 | - - + - - - - - 9438,8 192
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10.3 Zbirna tabela osnovnih klini¢nih podatkov, koncentracije CIC-ov (ug/ml) in PLT
(x10°/1) psov v kontrolni skupini (+ prisoten; - odsoten; prazno polje — preiskava ni bila

opravljena)
Kliniéni znaki

Zapst | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CIC PLT
1 - - - N . - - - - - ¥ 82 340
2 - - - - - - - - - - ¥ 158 339
3 - - - - - B - - - - ¥ 225 343
4 - - - - - - - B - - + 143 346
5 - - . - - N - N - - I 140 341
6 - - - - - - - - - - + 130 344
7 - - - - - - N - - - n 310 349
3 - - - - - - - - - - ¥ 27 339
9 - - - - - - N - - - T 75 339
10 - - - - - - - - - - ¥ 168 343
11 - B - - - - - - - - + 105 335
12 - - - - - - - - - - ¥ 0 343
13 - - - - - - - - - - + 275 339
14 - - - N - - - - - - n 140 338
15 - - - - - - - - - - + 45 347
16 - - - - - - - - - - ¥ 0 351
17 - - - N - - - - - - ¥ 175 342
18 N - N N - - - - - - ¥ 70 343
19 - - - - - - - - - - ¥ 150 338
Legenda prilog:

1. kosti, sklepi: Sepanje, tezko vstajanje, hitro utrujanje, boleci in oteCeni sklepi

2. prebavila: bruhanje, anoreksija, driska, obstipacija, povecano pitje, zmanj$ano pitje,

osrednje Ziv€evje: slabo ravnotezje, zanasanje, epileptiformni napadi, izguba zavesti,

3. paraliza

4. krvavitve: melena, hematurija, podplutbe, hematomi, krvavitev iz gobca

5. koza: srbez, bule, rane, edemi

6. dihala: kaselj, hropenje, sopenje

7. sefila: bolece podroéje ledvic, polakiurija, disurija, poliurija

8. poviSana temperatura

9. splosno: oslabelost, hujSanje, apatija, tresenje

10. onkologija: limfom, hemangiosarkom, tumor mle¢ne Zleze, tumor na ¢revesju

11. brez Kklini¢nih znakov
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