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»Hepatozoon canis u populacijama vuka (Canis lupus) i Sakala (Canis aureus) na teritoriji
Srbije”

SAZETAK

Tokom ove studije je prvi put analiziran znacaj vuka (Canis lupus) i Sakala (Canis aureus) kao
potencijalnih rezervoara patogena Hepatozoon canis u Srbiji. Protozoa H. canis se na domacina
prenosi ingestijom zarazenih vektora, najéesc¢e smedeg pseceg krpelja (Rhipicephalus sanguineus).
Prisustvo H. canis je detektovano molekularnim metodama u slezinama vuka i Sakala.

Tokom studije analizirana je ukupno 221 Zivotinja, od toga 107 vukova i 114 Sakala. Uzorak Sakala
obuhvatao je pored adultnih i 15 juvenilnih jedinki. Uzorci sakala su sakupljeni sa 30 lokaliteta, a
vukova sa 23 lokaliteta u Srbiji.

Molekularne analize utvrdile su prisustvo DNK H. canis sa prevalencijom 57,94% (62/107) u
analiziranom uzorku vuka i prevalencijom 78,95% (90/114) u analiziranom uzorku $akala.
Sekvenciranje reprezentativnih uzoraka je ukazalo na pet varijabilnih pozicija u sekvencama H. canis
poreklom od vuka, te je definisalo pet razli¢itih tipova sekvenci (S1-S5). U analiziranom uzorku
Sakala genetiCki diverzitet H. canis je bio manji. Kod njih je na osnovu tri varijabilna mesta,
detektovano cetiri razlicita tipa sekvenci (S4-S7). Filogenetske analize sekvenci H. canis dobijenih u
okviru ove doktorske disertacije i sekvenci dostupnih u banci gena (GenBank®) potvrdile su da je S4
tip sekvence zajednicki za sve tri autohtone kanide u Srbiji, vuka, Sakala i lisicu, dok su S1 i S2 tip
svojstveni samo za vuka, a S6 1 S7 samo za Sakala.

Dobijeni rezultati ukazuju na ulogu vuka i Sakala kao potencijalnih rezervoara H. canis. Veliki broj
zarazenih Stenaca Sakala ukazuje na moguc¢nost transplacentalne transmisije patogena ili sluc¢ajnu
ingestiju zarazenog krpelja. Filogenetske analize ukazuju na blisku povezanost i moguci zajednicki
obrazac prenosa izmedu kohabitirajucih populacija divljih kanida: vuka, Sakala i lisice.

KLJUCNE RECI: Hepatozoon canis, vuk, Canis lupus, $akal, Canis aureus, Srbija
NAUCNA OBLAST: Ekologija

UZA NAUCNA OBLAST: Parazitologija

UDK: [691.2:[591.67+ 595.421]]: 599.744.111.1 (043.3)



""Hepatozoon canis in wolf (Canis lupus) and jackal (Canis aureus) populations on the territory
of Serbia™

ABSTRACT

In this study, the importance of wolves (Canis lupus) and jackals (Canis aureus) as potential
reservoirs of the pathogen Hepatozoon canis in Serbia was analyzed for the first time. The protozoan
H. canis is transmitted to the host by ingesting infected vectors, usually the brown dog tick
(Rhipicephalus sanguineus). The presence of H. canis was detected in the spleen of wolves and
jackals using molecular methods.

A total of 221 animals were analyzed in the study, 107 of which were wolves and 114 jackals. In
addition to the adult animals, the jackal sample also included 15 young animals. The jackal samples
were collected from 30 locations and the wolf samples from 23 locations in Serbia.

Molecular analyzes revealed the presence of H. canis DNA with a prevalence of 57.94% (62/107) in
the analyzed wolf sample and a prevalence of 78.95% (90/114) in the analyzed jackal sample. The
sequencing of the representative samples revealed five variable positions in the H. canis sequences
of wolves, resulting in five different sequence types (S1-S5). In the jackal sample analyzed, the
genetic diversity of H. canis was lower. In them, four different sequence types (S4-S7) were detected
based on three variable sites. Phylogenetic analyzes of the H. canis sequences obtained in this PhD
thesis and the sequences available in the gene bank (GenBank®) confirmed that sequence type S4 is
common to all three autochthonous canids in Serbia, wolf, jackal and fox, while types S1 and S2 are
characteristic only for the wolf and S6 and S7 only for the jackal.

The results obtained indicate the role of wolves and jackals as potential reservoirs of H. canis. A large
number of infected jackal pups indicates the possibility of transplacental transmission of the pathogen
or accidental ingestion of an infected tick. Phylogenetic analyzes indicate a close relationship and a
possible common transmission pattern between cohabiting populations of wild canids: wolf, jackal
and fox.

Keywords: Hepatozoon canis, wolf, Canis lupus, jackal, Canis aureus, Serbia
Scientific field: Ecology

Scientific subfield: Parasitology

UDK: [591.2:[591.67+ 595.421]]: 599.744.111.1 (043.3)
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1. UVOD

Redu Carnivora pripada vise od 280 vrsta placentalnih sisara, uglavnom predatora, dok je porodica
Canidae medu najstarijim predstavnicima ovog reda. Cetiri vrste divljih kanida su autohtone u Evropi:
Sakal (Canis aureus Linnaeus, 1758), lisica (Vulpes vulpes Linnaeus, 1758), vuk (Canis lupus Linnaeus,
1758) i polarna lisica (Alopex lagopus Linnaeus, 1758). Sve vrste osim poslednje su prisutne u Srbiji.
Zbog sve vece brojnosti Sakala, trenutnog Sirenja areala, njihove mogucnosti kretanja na velike
udaljenosti kroz Sirok spektar staniSta, ali i oportunisticke ishrane, ova vrsta predstavlja potencijali
rezervoar i prenosioca uzro¢nika velikog broja zoonoza (Széll et al., 2013). Najveéi broj savremenih
studija na $akalima imao je u fokusu endoparazite (Széll et al., 2013; Cirovi¢ et al., 2015; Lalosevi¢ et
al., 2016; Mitkova et al., 2017), dok su istrazivanja koja obuhvataju ulogu Sakala u odrzavanju drugih
patogena slabije vriena. Sakal je filogenetski blisko povezan i moze hibridizovati sa psom (Galov et al.,
2015), a sklonost ka nizijskim stanistima i sposobnost uspostavljanja populacija u blizini ljudskih naselja
mogu povecati verovatnocu interakcije izmedu ove dve kanidne vrste (Mitkova et al., 2017). Sakali
takode imaju i sanitarnu ulogu u ekosistemu, stupaju u interakcije sa razli¢itim vrstama divljih Zivotinja
i njihovim okruZenjem. Vuk kao autohtona vrsta, igra kljuénu ulogu u ekosistemima kao vrsni predator.
Kao vr$ni predator ima ulogu kontrole brojnosti populacija plena (Boitani et al., 2022), dok njegove
interakcije sa drugim divljim zivotinjama, mogu uticati na Sirenje patogena u razliCitim tipovima
ekosistema.

Hepatozoon canis James, 1905 je protozoa iz razdela Apicomplexa. Jedna je od najrasprostranjenijih
protozoa koju prenose krpelji, a inficira pse i divlje kanide Sirom sveta (Smith, 1996; Baneth, 2011). Ova
protozoa obi¢no izaziva hroni¢nu infekciju sa relativnom blagom klinickom slikom, ili bez ikakvih
klinickih promena u svom domacinu (Baneth et al., 2003). Putevi transmisije H. canis nisu jo$ uvek
dovoljno razjasnjeni. Najce$¢i put prenosa H. canis je ingestijom zarazenog krpelja, uglavnom smedeg
pseceg krpelja (Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806) (Dantas-Torres & Otranto, 2015a). Vuk i Sakal
mogu uneti krpelja tokom svojih uobicajenih aktivnosti, koje podrazumevaju timarenje krzna ili se mogu
zaraziti ingestijom zarazenog plena. Vertikalni prenos sa majke na potomstvo je jo§ jedan mogucéi vid
transmisije H. canis (Murata et al., 1993; Hodzi¢ et al., 2018a; Schéfer et al., 2022a). Krpelji se inficiraju
hraneci se na zarazenim domacinima, a to mogu biti divlje kanide, psi ili potencijalno druge vrste divljih
zivotinja. Na taj nacin krpelji prenose patogena sa jednog na drugog domacina. Vuk i Sakal tada postaju
deo ciklusa prenosa tako $to postaju domacini parazita i sluze kao izvor infekcije za krpelje. Pracenje
prevalencije parazita u populacijama vuka i Sakala znaCajno doprinosi boljem razumevanju
epidemiologije bolesti u prirodnom okruzenju.

S obzirom da vukovi i Sakali mogu deliti staniste sa psima, takode, mogu koristiti iste hranidbene resurse,
hibridizovati, naseljavati urbana i suburbana podrucja, razumevanje uloge vuka i Sakala u ciklusu prenosa
H. canis je klju¢no za procenu rizika transmisije na pse.

Znacaj vuka i Sakala kao potencijalnih rezervoara za H. canis lezi u njihovoj ulozi u prirodnom ciklusu
prenosa parazita, $to ima implikacije na zdravlje divljih Zivotinja, zdravlje pasa i dinamiku ekosistema.
Proucavanje interakcija izmedu divljih kanida, krpelja i parazita, odnosno ¢itavog enzootskog ciklusa
patogena, doprinosi Sirem razumevanju epidemiologije H. canis u populacijama divljih kanida i pasa.

1.1. Vuk (Canis lupus Linnaeus, 1758)

Vuk je najveca evropska kanida. Jedna je od tri krupne karnivore koje naseljavaju podrucje Srbije (Savic¢
et al., 1995). Poznat je po svojoj inteligenciji, socijalnoj strukturi i ekoloskom znacaju.
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1.1.1. Morfoloske karakteristike

Vuk pripada porodici Canidae i od ostalih pripadnika porodice izdvaja se po svojoj veli¢ini - najveéi je
predstavnik. Lobanja vuka je masivno gradena sa snaznim vilicama, dugim, povijenim o¢njacima i
snazno razvijenim zubima, koji su prilagodeni ishrani krupnim plenom (Milenkovi¢ et al., 2007). Telo
je pokriveno dugackom dlakom, koja je na ledima i bokovima sivo-smede boje, dok je na vratu i stomaku
bele boje. Boja krzna vuka veoma varira kako sezonski (zimsko krzno je gusée i tamnije od letnjeg), tako
i u zavisnosti od tipa staniSta koje naseljava (Slika 1). U najsevernijim delovima areala krzno je gotovo
potpuno bele boje, u Indiji je crvene boje, dok je za Severnu Ameriku karakteristi¢na crna boja krzna
(Milenkovi¢ et al, 2007). Telo je izuzetno snazno gradeno sa dugim nogama koje vukovima
omogucavaju da dostizu brzinu i do 70 km/h kao i da se krecu po dubokom snegu (Mech & Boitani,
2003). Citava grada tela zapravo predstavlja prilagodenost na predatorski na¢in Zivota. Veli¢ina i masa
tela znaCajno variraju U zavisnosti od pola, uzrasta, stanista i geografskog podrucja, pri ¢emu mogu
dostizati duzinu tela i do 2 m (rep obicno iznosi 1/3 duzine) i tezinu koja moze biti i preko 80 kg
(Milenkovi¢ et al., 2007). Polni dimorfizam se jasno uoc¢ava u pogledu veli¢ine tela, pri cemu su muzjaci
znacajno krupniji od Zenki. Veli¢ina tela dosta varira i u zavisnosti od stanista u kome jedinke zive, pa
tako vukovi koji naseljavaju pustinjska i polupustinjska podrucja se odlikuju najmanjom veli¢inom tela
1 masom, zatim slede vukovi umerenih podrucja koje odlikuje srednja veliCina tela, dok su za severnija
podrucja karakteristi¢ne najkrupnije jedinke (Macdonald, 2001). U Srbiji, muzjaci u proseku teze oko 35
kg, 1 dugi su i do 120 cm, dok se tezina zenki krece od 26 do 36 kg i prosecne su duzine oko 112 cm
(Trbojevié & Cirovié, 2016).

Slika 1. Letnje krzno vuka - Nacionalni park Tara (fotozamka NP Tara)

1.1.2. Distribucija

Kao najveci predstavnik porodice pasa, vuk se odlikuje izuzetno Sirokom distribucijom. Areal vuka
obuhvata skoro ¢itav Holarktik (Slika 2) - Evropu, Aziju i Severnu Ameriku, gde u visinskom opsegu
naseljava podrucja od obala mora pa sve do 2400 mnv (Mech & Boitani, 2010). Nekada je areal vuka
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bio daleko veciiukljucivao je i zapadne delove Evrope, kao ijuzne delove Sjedinjenih Americkih Drzava
I Meksiko, medutim kao posledica intenzivnog i vekovnog progona, vuk je danas sa tih podrucja potpuno
istrebljen (Boitani et al., 2023). Na podrucju istorijskog rasprostranjenja u literaturi su opisane 32
podvrste vuka, od kojih je pet izumrlo (Mech, 2001). Podvrste koje imaju najveée geografsko
rasprostranjenje su: Canis lupus lupus Linnaeus, 1758, Canis lupus albus Kerr, 1972, Canis lupus
campestris Dwigubski, 1804 i Canis lupus pallipes Sykes, 1831 (Wilson & Reeder, 2005).

Poslednjih godina, zahvaljujuci zastiti vrste, reintrodukciji i realizaciji velikog broja konzervacionih
projekata, doslo je do oporavka i poveéanja broja jedinki, posebno na prostorima Evrope (Chapron et al.,
2014).

Arctic
Ocean

Arctic
Ocean

A

Atlantic
Ocean

Pacific
Ocean
Pacific

Ocean AFRICA

SOUTH
AMERICA

Indian
Ocean AUSTRALIA

Slika 2. Distribucija vuka (Canis lupus) u svetu. Prisustvo vuka oznaceno je braon bojom, zelenom
bojom su oznacene oblasti U kojima je reintrodukovan, a crvenom podrudja sa kojih je is¢ezao
(preuzeto sa www.iucnredlist.org)

1.1.2.1. Distribucija u Srbiji

Vuk je u Srbiji jedna od tri autohtone vrsta kanida. Njegovo rasprostranjenije je relativno kontinuirano i
obuhvata Sumovite, brdske i planinske predele u isto¢nim, juZznim i zapadnim delovima zemlje, kao 1
malobrojnu, izolovanu populaciju u regionu jugoistocnog Banata (Milenkovi¢ et al., 2007). Prema
procenama, populacija vuka je stabilna i ima tendenciju ka blagom povecanju. Procenjuje se da
populacija broji oko 800 - 900 jedinki (Milenkovic¢ et al., 2007).
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U Srbiji su prisutne dve evropske populacije vuka i to:

- dinarsko-balkanska, koja naseljava severoistocne, isto¢ne, juzne, jugozapadne i zapadne delove zemlje
i

- karpatska, ¢ija je brojnost veoma mala, egzistira na podrucju juznog Banata (VrS$acki breg i Deliblatska
pescara) i Perdapa.

Na teritoriji Srbije vuk odsustvuje jedino duz Morave, u Macvi, Sremu, Backoj i centralnom i severnom

......

(Milenkovi¢ et al., 2007; Kaczensky et al., 2012).
1.1.2.2. Brojnost i gustina

U Evropi, vuk relativno kontinuirano naseljava juzne, isto¢ne, centralne i severne delove kontinenta, pri
¢emu se geografski posmatrano danas moze razlikovati 10 evropskih populacija: skandinavska (koja
broji izmedu 260 1330 vukova), karelijska (150 do 165 jedinki), balticka (870 do 1400 jedinki), centralno
evropska (150 do 154 jedinki), karpatska (~ 3000 jedinki), dinarsko-balkanska (najveca i broji vise od
3900 jedinki), apeninska (600 do 800 jedinki), iberijska (2200 do 2500 jedinki) i mala populacija Sijera
Morena (63 do 77 vukova) (Chapron et al., 2014). Kao posledica sprovodenja brojnih projekata za
oporavak populacija vuka i primene propisanih mera zastite tokom poslednjih godina, vuk je ponovo
rekolonizovao neke delove nekadas$njeg areala i znacajno povecao brojnost populacija, pre svega u
zapadnoj Evropi (Kaczensky et al., 2012; Chapron et al., 2014). Brojnost populacija vuka u Evropi
(izuzev Belorusije i Rusije) se procenjuje na preko 21500 jedinki (Boitani et al., 2022).

1.1.3. Biologija vrste
1.1.3.1. Ishrana

Kao posledica sirokog rasprostranjenja, ishrana vuka veoma varira geografski. Zavisno od dostupnosti
izvora hrane moze varirati i lokalno i sezonski (Newsome et al.,, 2014). U poredenju sa ostalim
predstavnicima porodice pasa, ishrana vuka nije tako raznovrsna, jer su vukovi primarno mesojedi u ¢ijoj
ishrani dominira plen (Milenkovi¢ et al., 2007). Brojne analize ishrane $irom areala su pokazale da krupni
1 ungulati srednje veli¢ine kao Sto su losovi, irvasi, divlje svinje, mufloni, bizoni, jeleni i srne
predstavljaju glavni plen vuka (Ansorge et al., 2006; Meriggi et al., 2011; Jedrzejewski et al., 2012).
Osim spomenutih zivotinja, u ishrani vuka se ¢esto mogu registrovati i neke manje zivotinje poput
dabrova, zeCeva kao irazliCitih vrsta glodara 1 ptica, koje predstavljaju alternativu u slucajevima kada je
brojnost divljih prezivara u prirodi niska (Andersone & Ozolins, 2004; Lanszki et al., 2012). Tokom leta,
veliki znacaj u ishrani vuka ima 1 biljna hrana i to pre svega sezonsko voce (§ljiva, kruska, bobicasto
voce), a povremeno 1 poljoprivredne kulture (kukuruz) ali i razli¢ite trave (Milenkovi¢ et al., 2007).
Ishrana koja ukljuc¢uje domace Zivotinje, leSeve ili organski otpad sa deponija, karakteristicna je za jako
antropogeno izmenjene prostore (Cirovié¢ & Penezi¢, 2019). Brojne studije ishrane pokazale su da je to
najuocljivije kod vukova sa juga areala (Macdonald et al., 1980; Fico et al., 1993; Vos, 2000; Iliopoulos
et al., 2009). U Srbiji su do sada sprovedene samo analize zimske ishrane, na osnovu ¢ega je pokazano
da cak 70% ishrane ¢ine domace zivotinje (krave, ovce, svinje, koze), dok divlja¢ (divlja svinja, srna,
zec) &ini svega 20% konzumirane biomase (Cirovi¢ & Penezi¢, 2019).



1.1.3.2. Ponasanje i reprodukcija

Vuk je zivotinja sa jasno izrazenom socijalnom organizacijom. Naime, vuk zivi u ¢oporu ¢iju 0Snovu
¢ini reproduktivno aktivan roditeljski par (alfa muZzjak i Zenka), nekoliko jedinki iz prethodnih okota koji
ne ucestvuju u reprodukciji i 3 do 6 Stenaca (Mech & Boitani, 2003). Takode postoje zabelezeni sluc¢ajevi
da jedinka iz drugog Copora bude prihvacena kao novi ¢lan ¢opora (Mech & Boitani, 2003; Milenkovi¢
et al., 2007). Mladi ostaju sa roditeljskim parom od jedne do Cetiri godine, nakon ¢ega se odvajaju i kre¢u
u potragu za svojim partnerom sa kojim formiraju teritoriju i ¢opor. Vuk je izuzetno teritorijalna
zivotinja, koja brani teritoriju svog ¢opora od svih ostalih zivotinja, ostavljajué¢i mirisne oznake svakih
200-300 metara koje sluze da upozore potencijalne uljeze da ne ulaze na datu teritoriju (Harrington,
1981; Zub et al., 2003). Veli¢ina same teritorije moze varirati od nekoliko stotina pa i do nekoliko hiljada
kilometara kvadratnih i zavisi pre svega od dostupnosti hrane, zatim od reproduktivnog statusa
roditeljskog para, sezone kao i veli¢ine samog ¢opora (Mech & Boitani, 2003). Medutim treba imati u
vidu da vise od 50% svoje aktivnosti vukovi provode u centralnom delu teritorije (takozvana ,,core area‘)
koji je daleko manji. Uobi¢ajeno je da veli¢ina centralnog dela teritorije jednog Sopora iznosi 35 km?
(Jedrzejewski et al., 2007).

Vukovi se pare jednom godiSnje, pri ¢emu sezona parenja obi¢no pocinje krajem januara ili pocetkom
februara. Za vukove je karakteristicno da su monogamne Zivotinje, ali u odgajanju mladunaca ucestvuju
svi ¢lanovi Copora tako S§to prikupljaju hranu i Stite zenku i mladunce (Mech & Boitani, 2003).
Moguc¢nost zastite je dodatno olakSana ¢injenicom da se Zenke sa mladima obi¢no nalaze skrivene u
centralnom delu teritorije (Mech & Boitani, 2003). Zenke se kote krajem proleca, a broj mladih u okotu
obi¢no iznosi od Cetiri do Sest. U nekim slucajevima zabelezeno da Zenke kote 1 preko 10 Stenaca (Mech
& Boitani, 2003). Stenci su po rodenju gluvi i zatvorenih o&iju i teze svega 300 do 500 g. Tokom prve
tri nedelje zivota ni mladunci ni Zenka ne napustaju jazbinu. Kada su Stenci stari mesec dana pocinju da
im rastu mle¢ni zubi 1 prelaze na ishranu ¢vrstom hranom. Ve¢ pocetkom jeseni mladi krecu da love
zajedno da ostatkom Copora. Iako vukovi dostizu polnu zrelost relativno rano (krajem prve godine), pare
se najranije u drugoj godini zivota (Milenkovi¢ et al., 2007).

1.1.3.3. Staniste

Zahvaljujuci izuzetnoj ekoloskoj plasti¢nosti vrste, vuk je generalista koji naseljava Siroka geografska
(lis¢arske, Cetinarske i meSovite Sume) i travnatih (stepe i prerije), pa sve do tajgi i tundri u najsevernijim
delovima areala (Geptner & Naumov, 1967). U Evropi, vukovi generalno preferiraju Sumska staniSta u
planinskim podrucjima, koja karakteri§e malo prisutvo ljudi. U isto¢nim delovima kontinenta naseljavaju
Siroka stepska prostranstva. U Srbiji kao i u ostatku Balkana, vukovi naj¢esce Zive u Sumskim predelima
brdskog i planinskog pojasa (Slika 3, Slika 4), osim u na krajnjem jugoistoku Banata gde na podruéju
Deliblatske peSc¢are naseljava Sumovite ravnicarske i1 dinske predele (Milenkovi¢ et al., 2007).



Slika 4. Par vukova u zimskim mesecima na planini Tari (fotozamka NP Tara)
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1.2. Sakal (Canis aureus Linnaeus, 1758)

Sakal je kanida srednje veli¢ine. Jedna je od tri autohtone kanide u fauni sisara Srbije (Savi¢ et al., 1995).
Poznat je po svojoj adaptibilnosti koja mu omogucava da zivi u razli¢itim tipovima stanista.

1.2.1. Morfoloske karakteristike

Sakal pripada redu Carnivora, porodici Canidae, filogenetski je veoma blizak vuku, lisici i psu. Zlatni
Sakal je ime dobio po specifi¢noj boji krzna koja je na bokovima zlatno-zuta, iako boja krzna moze da
varira u skladu sa godi$njim dobima kada poprima svetlije ili tamnije nijanse. Na ledima se smenjuju tri
boje, smeda, bela i braon (Jhala & Moehlman, 2004), dok je krzno u predelu stomaka uvek svetlije boje.
Ono sto izdvaja ovu vrstu od ostalih predstavnika porodice Canidae, jesu dva spojena srednja jastuceta
na $api, Sto im pored taksonomske odlike daje i specifi¢an izgled traga koji ostavljaju na podlozi.

Odlikuje ih srednja veli¢ina tela, malo su veci od lisice, @ manji od vuka. U Srbiji duZina tela sa glavom
u proseku iznosi 79,7 cm, usi su prose¢ne duzine 7,85 cm, a rep je dugacak 24,2 cm. Tezina tela muzjaka
Sakala je oko 12 kg, dok je kod Zenki nesto manja i iznosi oko 10 kg (Cirovié et al., 2006). Visina u
grebenu kod $akala je od 45-50 cm (Sillero-Zubiri et al., 2004) (Slika 5).

Slika 5. Sakal (Canis aureus), levo — muzjak i desno - Zenka (autor: Kostin, P.)



1.2.2. Distribucija

U svetu su rasprostranjenje tri vrste Sakala: zlatni (C. aureus Linnaeus, 1758), crnoledi (Canis mesomelas
Schreber, 1775) i prugasti (Canis adustus Sundevall, 1847) (Wilson & Reeder, 2005), zlatni Sakal ima
najSire rasprostranjenje. Ova vrsta ima Siroku troficku niSu i veoma je prilagodljiva uticaju ljudi i
promenama u ekosistemu. Smatra se da su Sakali kolonizovali Evropu tokom Holocena, ali je tada
njihovo rasprostranjenje bilo ograni¢eno na svega nekoliko ostrva i obalske regione jugoisto¢ne Evrope
(Krofel et al., 2017). lako je njegovo inicijalno rasprostranjenje bilo ograni¢en0 na juznu Aziju i
jugoisto¢nu Evropu, danas su Sakali prisutni Sirom isto¢ne i centralne Evrope, uz tendenciju brzog Sirenja
i ka zapadnoj i severnoj Evropi (Arnold et al., 2012; Trouwborst et al., 2015; Hoffman et al., 2018; Ranc
et al., 2018). Pojedinac¢ne jedinke su primecene ¢ak i u Francuskoj, Norveskoj, Estoniji, a od nedavno i
u Spaniji (Ranc et al., 2018; Sgrensen & Lindse, 2021, Stefanovié et al., 2024) (Slika 6). Prisustvo ove
vrste kanida registrovano je u preko 33 evropske zemlje (Hatlauf et al., 2021), medutim, Balkansko
poluostrvo se Cesto smatra centrom distribucije Sakala, gde predstavlja drugu najzastupljeniju vrstu
kanida (Krystufek et al., 1997; Arnold et al., 2012; Sélek, et al., 2014). Populacija $akala pocela je da
raste eksponencijalno i poslednjih decenija poprima razmere ekspanzije (Trouwborst et al., 2015). O
glavnim razlozima ekspanzije trenutno se intenzivno raspravlja u nau¢noj zajednici, pri ¢emu se
antropogeni izvori hrane, znac¢ajne promene u koriscenju zemljista od strane ljudi, klimatske promene i
odsustvo vukova Gesto isti¢u kao najvazniji faktori koji su omogu¢ili njegovu ekspanziju (Salek et al.,
2014; Krofel, et al., 2017; Lanszki et al., 2018). Promene areala $akala bile su veoma dinami¢ne tokom
XX veka, kako u Evropi tako 1 na podru¢ju Srbije. Posle Drugog svetskog rata, doslo je do drasticnog
pada brojnosti populacije Sakala, kao posledica planskog trovanja vuka, koji su nanosili velike
ekonomske stete (Arnold et al., 2012). Nakon toga usledio je period bez promene brojnosti populacije da
bi osamdesetih godina XX veka doslo do brzog povecanja brojnosti i rekolonizacije stanista.
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Slika 6. Distribucija $akala (Canis aureus) (preuzeto sa www.iucnredlist.org)
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1.2.2.1. Distribucija Sakala u Srbiji

U odnosu na druge kanide, tokom XX veka najmanji broj studija u Srbiji je sprovoden na Sakalima. Mala
brojnost, sporadni¢ni nalazi, specifi¢an nacin zivota i ograni¢eno rasprostranjenje (Milenkovi¢, 1983;
1987) razlog su tome. Zahvaljujuci brzom $irenju koje poc¢inje 80ih godina proslog veka, Sakal je danas
Siroko rasprostranjena vrsta Sirom Srbije, sa zna¢ajnim prisustvom u Vojvodini i centralnom delu zemlje.
Preferiraju recne obale obrasle gustom vegetacijom i mozai¢ne predele. Pogoduju im stanista kao Sto su
mocvare, Sume uz reke i poljoprivredna zemljista po obodima obrasla gustom vegetacijom gde mogu
naéi skroviste i hranu (Cirovi¢ et al., 2008; Sélek et al., 2014).

1.2.2.2. Brojnost i gustina

Sakal je izuzetno prilagodljiva vrsta, kako u pogledu tipova stanista koja naseljava, tako i u pogledu
dostupnih hranidbenih resursa koje koristi u svojoj ishrani. U Evropi populacija Sakala 1 dalje raste 1 Siri
svoj areal. Ekspanzija je posebno izrazena na Balkanskom poluostrvu iu jugoisto¢noj Evropi (Arnold et
al., 2012). Na primer, rasprostranjenost Sakala u Bugarskoj se povecala 33 puta izmedu 1962. i 1985.
godine (Krystufek et al., 1997). Prema statistici lovackih udruzenja u Srbiji i Madarskoj populacija Sakala
ima eksponencijalni rast od 1980-ih (Heltai et al., 2013). Nasuprot tome, iako je poslednjih decenija
prisustvo Sakala zabelezeno Sirom centralne Evrope, u ovim delovima oni pokazuju mnogo sporiji
populacioni rast (npr. u Slovackoj; Guimardes et al., 2019), dok je u mnogim zemljama kao §to su
Nemacka, Svajcarska i Poljska, prisustvo $akala jo§ uvek ogranieno na malobrojne jedinke ili
pojedinacne teritorijalne grupe (Jirku et al., 2018; Kowalczyk et al., 2020; Tillmann, 2020). U ovom
trenutku, teSko je predvideti buduci rast populacije Sakala u vecem delu centralne, severne i zapadne
Evrope.

1.2.3. Biologija vrste
1.2.3.1. Ishrana

Za Sakala je karakteristina oportunisticka strategija i omnivorna ishrana (Giannatos, 2004; Sillero-
Zubiri et al., 2004). Ishrana varira sezonski ali i u odnosu na geografske i klimatske uslove sredine
(Lanszki & Heltai, 2002; Jhala & Moehlman, 2004; Borkowski et al., 2011; Stoyanov, 2012; Boskovi¢
et al, 2013; Penezi¢c & Cirovié, 2014; Lanszki et al., 2015). Antropogeni izvori hrane su cesto
najzastupljeniji u ishrani Sakala (Macdonald, 1979; Giannatos et al., 2010; Borkowski et al., 2011; Rotem
et al., 2011; Raichev et al., 2013; Cirovi¢ et al., 2014a), dok su glodari zabeleZeni kao najznacajnijii plen
u njegovoj ishrani (Taryannikov, 1974; Mukherjee et al., 2004; Lanszki & Heltai, 2010; Markov &
Lanszki, 2012), a divlji ungulati uglavnom zastupljeni u obliku ostataka (koza, creva i unutrasnji organi)
koji ostaju nakon lova (Penezi¢ & Cirovi¢, 2015). Prema studijama sprovedenim u Srbiji ishrana $akala
znacajno varira sezonski (Cirovié et al., 2014a; Penezi¢ & Cirovié, 2015). Tokom leta 1 jeseni u ishrani
dominiraju sitni sisari, beskicmenjaci i hrana biljnog porekla, dok se usled nedostatka hranidbenih
resursa zimi 1 u prolee najéeS¢e hrane antropogenim izvorima hrane, klani¢énim otpadom i sitnim
sisarima (Penezi¢, 2016).

1.2.3.2. Reprodukcija

Sakali imaju veoma fleksibilnu socijalnu organizaciju. Mogu da Zive pojedina¢no, u paru ili u grupi, koja
je sastavljana od muzjaka i zenke koji su monogamni i mladunaca iz prethodnih godina ,,pomagaca‘ koji
im pomazu u lovu, odbrani teritorije i ishrani Stenaca (Jhala & Moehlman, 2004; Sillero-Zubiri et al.,
2004) . Kod sakala je karakteristicno da Zenka i muzjak ceo zivotni vek provode zajedno. Svoju teritoriju
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markiraju urinom i fecesom, a komunikaciju ostvaruju karakteristicnom vokalizacijom (Macdonald,
1979; Jhala & Moehlman, 2004). U zavisnosti od koli¢ine dostupne hrane, varira broj ¢lanova grupe. To
bi mogao biti jedan od razloga zasto socijalana ogranizacija kod Sakala nije strogo odredena. Kako bi
izbegli kontakt sa ljudima, Sakali svoja sklonista nalaze u staniStima sa gustom vegetacijom (Giannatos,
2004). Zenka mladunce nosi oko dva meseca (od 60-63 dana), a na svet dolazi izmedu 2 i 10 $tenaca
(Vassilev & Genov, 2002; Giannatos, 2004). Mladunci su dobro skriveni od ljudi i zivotinja u jazbinama
ili logama koje su skrivene u gustoj vegetaciji.

Mladunci se radaju zatvorenih o¢iju, i otvaraju ih nakon deset dana od rodenja, kada poc¢inju da im rastu
i zubi (Moehlman & Hofer, 1997). Dok je Zenka u periodu laktacije, koji traje otprilike dva meseca,
muzjak se sa ,,pomagadima* (jedinke iz proslogodi$njih okota) stara o njoj i mladuncima. Sakali polnu
zrelost sticu sa 11 meseci, kada se najcesce 1 odvajaju od roditelja. ,,Pomagaci® su jedinke koje ostaju sa
roditeljima duzi vremenski period, imaju odloZenu reprodukciju 1 zahvaljujué¢i njihovoj pomoci broj
prezivelih mladunaca u grupi je mnogo veéi (Demeter & Spassov, 1993). Sakali su aktivni tokom
sumaraka i no¢i, dok dan uglavnom provode odmarajuc¢i se skriveni u gustoj vegetaciji (Giannatos,
2004).

1.2.3.3. StaniSte

Sakali su najviSe su prisutni u nizijskim predelima gde preferiraju blizinu reka sa gustom travnatom
vegetacijom, Sikarama i Sibljacima koje koriste kao zaklon (Giannatos, 2004; Sillero-Zubiri et al., 2004)
(Slika 7). Zbog svoje velike prilagodljivosti i velikog areala, prisutni su u razli¢itim biomima, od Suma
umerenog pojasa, preko tropskih Suma pa sve do polupustinja. Nema ih samo u pustinjama i velikim
Sumskim kompleksima (Giannatos, 2004). Porastom broja populacije 80ih godina XX veka, Sakali su
poceli da prilaze blizu ljudskih naselja i prilagodavaju zivotu u blizini ljudi, pa tako danas veoma uspe$no
opstaju i imaju veoma velike gustine na poljoprivrednim predelima ali i u suburbanim zonama, pa ¢ak i
u urbanim sredinama (Jhala & Moehlman, 2004; Salek et al., 2014). Sirenje $akala je uglavnom islo duz
recnih tokova. Tako se populacija Sakala u Srbiji Sirila se dolinom Morave, Timoka, Save, Dunava, Tise
i Drine (Cirovié et al., 2008).
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Slika 7. Sakal u svom tipi¢nom stanistu u Srbiji. (autor: Kostin, P.)

1.3. Hepatozoon sp.

Vrste roda Hepatozoon Miller, 1908 (Adeleorina: Hepatozoidae) su krvni paraziti iz radela Apicomplexa,
koji se prenose vektorima (krpeljima, grinjama, peS¢anim muSicama, cece muvama, komarcima,
buvama, vaSima, stenicama, pijavicama) i imaju veoma slozen zivotni ciklus (Smith, 1996; Baneth,
2011). Ki¢menjaci sluze kao intermedijarni domacini, a hematofagni zglavkari kao $to su krpelji, grinje
i buve sluze kao kona¢ni domacini i vektori ovih parazita (Baneh et al., 2007; Merino et al., 2014;
Valkitnas et al., 2016; Cardoso et al., 2022). Za razliku od drugih vektorima prenosivih patogena,
transmisija vrsta roda Hepatozoon se ne postize putem krvi (hranjenjem artropoda na domacinu
ki¢menjaku), ve¢ se infekcija odvija kada intermedijarni domacin proguta kona¢nog domacina -
ingestijom. Medutim, kod ovog parazita opisani su i putevi prenosa koji nisu vektorski. Za neke vrste
roda Hepatozoon, kao §to je H. americanum Vincent-Johnson, 1997 (parazitira na kanidama), H. sipedon
Smith, Desser et Martin, 1994 (parazitira na gmizavcima), H. caimani Carini, 1909 (parazitira na
krokodilima i kajmanima) i H. ayorgbor Sloboda, 2007 (parazitira na zmijama), prenosenje se moze
odvijati putem ishrane zarazenim plenom (Smith et al., 1994; Lainson et al., 2003; Sloboda et al., 2008;
Johnson et al., 2009a, 2009b; Viana et al., 2012) ili u slu¢aju H. canis (parazitira na kanidama) i
Hepatozoon sp. koji parazitira na zmiji Thamnophis elegans Baird & Girard, 1853, opisan je vertikalni
prenos (Murata et al., 1993; Kauffman et al., 2017; Hodzi¢ et al., 2018a; Schifer et al., 2022a).
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Patogenost vrsta roda Hepatozoon kod divljih Zivotinja kao Sto su kanide (Cardoso et al., 2014;
Mierzejewska et al., 2021), felide (Hodzi¢ et al., 2017) i mustelide (Simpson et al., 2005) je niska, iako
se u slucaju koinfekcija sa na primer bakterijama, mogu javiti teSke manifestacije bolesti (Ali¢ et al.,
2021). Prisustvo parazita iz roda Hepatozoon kod divljih Zivotinja je veoma znacajno zbog potencijalnog
prenosenja na domace Zivotinje. Poznato je da infekcija vrstama roda Hepatozoon kod pasa i macaka
moze da izazove subklini¢ke kao i teske oblike bolesti, koji se mogu pogorsati istovremenom infekcijom
sa drugim hemoparazitima i bakterijama (Baneth et al., 1998; Voijta et al., 2009; Baneth, 2011; Otranto
et al., 2011; Chhabra et al., 2013; Kruzeniski et al., 2013; Lloret et al., 2015; Kegler et al., 2018;
Lillieh6ok et al., 2019; Grillini et al., 2021; Schafer et al., 2022b).

Do pre decenije preovladavale su histoloske metode u karakterizaciji krvnih parazita, sa nekoliko
izuzetaka (Criado-Fornelio et al., 2006; Johnson et al., 2007; Soares Ferreira Rodrigues et al., 2007,
Gimenez et al., 2009; Allen et al., 2011). Pocetkom druge dekade ovog veka pocinju da se Koriste se
uglavnom molekularne metode u te svrhe (de Waal, 2012). Identifikacija je bazirana na amplifikaciji
male subjedinice fragmenta gena ribozomske RNK (18S rRNA). Nekoliko novih vrsta roda Hepatozoon
je upravo opisano ovom metodom kod evropskih divljih i domacih sisara, pri ¢emu je vecina studija bila
fokusirana na karnivorama (Criado-Fornelio et al., 2009; Duscher et al., 2015). Tako je H. silvestris
Hodzi¢, 2017 (H. felis) detektovan kod evropskih divljih macaka (Felis silvestris Schreber, 1775) u Bosni
i Hercegovini (Hodzi¢ et al., 2017; Hodzié et al., 2018b), Spaniji (Ortufio et al., 2022) i Madarskoj
(Hornok et al., 2022) i kod domacih macaka iz Italije (Giannelli et al., 2017; Grillini et al., 2021). Takode,
H. martis Hodzi¢, 2018 je registrovan kod mustelida iz Bosne i Hercegovine i Hrvatske (Hodzi¢ et al.,
2018c¢), Madarske (Hornok et al., 2022) i Spanije (Ortufio et al., 2022) i kod divljih madaka iz Spanije
(Barandika et al., 2016; Ortufio et al., 2022), H. ursi Kubo, 2008 kod mrkih medveda (Ursus arctos
Linnaeus, 1758) iz Turske (Akyuz et al., 2020) i Hepatozoon sp. kod kune zlatice (Martes martes
Linnaeus, 1758) iz Skotske (Simpson et al., 2005). Pri tome kod divljih kanida kao $to su lisice (Vulpes
vulpes) (Cardoso et al., 2014; Mitkova et al., 2016; Criado-Fornelio et al., 2018; Mierzejewska et al.,
2021; Ortufio et al., 2022), vukovi (C. lupus) (Battisti et al., 2020; Hodzi¢ et al., 2020) i Sakali (C. aureus)
(Farkas et al., 2014), prevalencije H. canis utvrdene molekularnim metodama mogu biti visoke. Nasuprot
tome, prevalencija H. canis kod domacih pasa (Helm et al., 2020; Dordio et al; 2021) i mac¢aka (Criado-
Fornelio et al., 2009; Giannelli et al., 2017) je generalno mnogo niza.

Suprotno kanidama, Sirom sveta je uradeno samo nekoliko studija koje se odnose na prezivare ili krpelje
prikupljene na njima, koji su testirani na prisustvo vrsta iz roda Hepatozoon. Hepatozoon canis je
detektovan kod kamila iz Saudijske Arabije (Alanazi et al., 2020), krpelja prikupljenih sa koza u Kini
(Liet al., 2020) i Rumuniji (Andersson et al., 2017a), dok je studija na krpeljima prikupljenih sa stoke u
Pakistanu utvrdila prisustvo ovog parazita do nivoa roda (Ghafar et al., 2020). Prema dosadasnjim
saznanjima, nisu dostupne informacije o prisustvu vrsta roda Hepatozoon kod vrsta iz reda Lagomorpha.
Izuzetak je samo jedna studija iz Spanije u kojoj je Hepatozoon sp. registrovan kod ze¢eva (Lepus
europaeus Pallas, 1778) (Gimenez et al., 2009). Kod glodara, vrste roda Hepatozoon su zabelezene ha
Sirem prostoru Evrope - u Finskoj, Estoniji i zapadnoj Rusiji (Laakkonen et al., 2001), Litvaniji
(Baltriinaité et al., 2020), Poljskoj (Bajer et al., 2001; Pawelczyk et al., 2004; Bajer et al., 2014),
Madarskoj (Rigo et al., 2016), Ceskoj (Modry et al., 2021), Slovackoj (Hamsikova et al., 2016), Velikoj
Britaniji (Healing, 1981; Turner, 1986; Watkins & Nowell, 2003; Simpson et al., 2006), Nemackoj
(Walter et al., 1980; Galfsky et al., 2019), Austriji (Sebek et al., 1980) Turskoj (Usluca et al., 2019),
Spaniji (Criado-Fornelio et al., 2006) i Srbiji (Veinovié¢ et al., 2024). U nekm studijama vezanim za
glodare predstavnici roda Hepatozoon identifikovani su do nivoa vrste. Tako je kod voluharica
(Myodes=Clethrionomys glareolus Schreber, 1780) cesto detektovan H. erhardovae Krampitz, 1964
(Sebek et al., 1980; Walter et al., 1980; Turner et al., 1986; Bajer et al., 2001; Laakkonen et al., 2001,
Bajer et al., 2014; Hamsikova et al., 2016; Rigo, et al., 2016), u manjoj meri H. sciuri Coles, 1914 kod
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crvene veverice (Sciurus vulgaris Linnaeus, 1758) (Modry et al., 2021), a H. griseisciuri Clark, 1958
kod sive veverice (Sciurus carolinensis Gmelin, 1788) (Watkins & Nowel, 2003), dok je H. lavieri Tuzet
& Grjebine, 1957 indentifikovan kod poljskih voluharica (Microtus arvalis Pallas, 1779) (Pawelczyk et
al., 2004). Podaci o prisustvu vrsta roda Hepatozoon kod evropskih vrsta krpelja su takode oskudni, a
nalazi su samo sporadi¢ni (Uiterwijk et al., 2023).

1.3.1. Hepatozoon canis

Hepatozoon canis je patogena protozoa koja izaziva hepatozoonozu koja najéesce nastaje kada zivotinje
gutanjem (ingestijom) unesu zarazene vektore, npr. krpelje (Baneth et al., 2003). Slucajevi H. canis
infekcija prijavljeni su kod pasa i drugih kanida iz razli¢itih regiona Sirom sveta (Pacifco et al., 2020;
Totkacz et al.,, 2023, Hasani et al., 2024; Thomas et al., 2024). Hepatozoonoza je uglavnom
asimptomatska bolest, ali moze izazvati groznicu, anemiju, gubitak tezine i limfadenomegaliju u
razli¢itim kombinacijama u zavisnosti od nivoa parazitemije (Baker et al., 2023; Kaya & Baydar, 2024;
Khalifa & Attia, 2024)

Slika 8. Krvni razmaz sa prisustvom gametocita Hepatozoon canis u neutrofilima (ozna¢eno zelenom
strelicom). Normalni neutrofili se mogu videti na periferiji. Prema: Sukara et al., 2023.

1.3.1.1. Distribucija Hepatozoon canis

Dve vrste protozoa iz roda Hepatozoon, H. canis i H. americanum inficiraju pse. Hepatozoon canis ima
kosmopolitsku distribuciju i1 zabeleZen je u razli€itim regionima juzne Evrope, Amerike, Afrike 1 Azije,
dok je H. americanum ograni¢en na Novi svet (Gotsch et al., 2009, Abd Rani et al., 2011., Baneth, 2011,
Dantas-Torres et al., 2011, Otranto et al., 2011) (Slika 9). Hepatozoonoza je kosmopolitska bolest pasa
¢iji se uzroCnici prenose vektorima, uglavnom iksoidnim krpeljima. Infekcija kod pasa izazavana sa H.
canis je inicijalno opisana u Indiji jo§ pocetkom XX veka (James, 1905). Prisustvo H. canis je najcesce
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registoravno kod pasa na Mediteranu, a nedavno je detektovano u Juznoj i Severnoj Americi (Baneth,
2011; Andersson et al., 2017a; Andersson et al., 2017b; Dantas-Torres et al., 2017; Ciuca et al., 2021).
Sirenje H. canis u Evropi je verovatno rezultat Sirenja njegovog glavnog iksodidnog vektora (R.
sanguineus) ka severu, $to je verovatno posledica klimatskih promena (Dantas-Torres et al., 2015b;
Dantas-Torres et al., 2017; Hansford et al., 2018). Prvi slucajevi infekcija sa H. canis u centralnoj Evropi
prijavljeni su kod pasa u Madarskoj (Hornok et al., 2013), Ukrajini (Hamel et al., 2013), Ceskoj (Mitkova
et al., 2016) i Nemackoj (Helm et al., 2020), uprkos odsustvu utvrdenih populacija R. sanguineus u tim
zemljama. Introdukovani sluc¢ajevi H. canis su takode bili nedavno identifikovani u Velikoj Britaniji i
Srbiji (Attipa et al., 2018, Sukara et al., 2023).

Patogen je prisutan i kod divljih kanida. U do sada objavljenim studijama registrovane su iznenadujuce
visoke prevalencije H. canis u populacijama divljih kanida u centralnoj Evropi, ukljucujuci lisice
(Majlathova et al., 2007; Karbowiak et al., 2010; Duscher et al, 2014a; Najm et al., 2014; Hodzi¢ et al.,
2015; Hodzi¢ et al., 2018a; Helm et al., 2020; Mierzejewska et al., 2021), sakale (Duscher et al., 2014b;
Farkas et al., 2014) i vukove (Hodzi¢ et al., 2020). Do sada je u vecem broju evropskih zemalja
registrovano pristvo H. canis u divljim populacijama: kod lisica u Spaniji (Criado-Fornelio et al., 2003;
Criado-Fornelio et al., 2006; Ortufio, et al., 2022;), Slovackoj (Majlathova et al, 2007), Portugaliji
(Cardoso et al., 2014), Italiji (Gabrielli et al., 2010; Ebani et al., 2017; Battisti et al., 2020; Sgroi et al.,
2021; Ebani et al., 2022), Hrvatskoj (Dezdek et al., 2010), Nemackoj (Helm et al., 2020), Francuskoj
(Medkour et al., 2020), Madarskoj (Baneth et al., 2011; Farkas et al., 2014; Tolnai et al., 2015), Austriji
(Duscher et al., 2014a; Hodzi¢ et al., 2018a), Bosni i Hercegovini (Hodzi¢ et al., 2015), Ceskoj (Mitkova
et al., 2016; Lesiczka et al., 2023), Srbiji (Juwaid et al., 2019) i Poljskoj (Mierzejewska et al., 2021).
Registrovane prevalencije su se kretale u veoma velikom rasponu, od 5,1% u Italiji (Battisti et al., 2020)
do 92% u Francuskoj (Medkour et al., 2020). Informacije o infekcijama izazavanim H. canis kod vuka
su veoma oskudne. Do sada je poznato da je prisustvo H. canis zabelezeno u Italiji (Battisti et al., 2020)
i Nemackoj (Hodzi¢ et al., 2020) sa prevalencijom od 46% (Hodzi¢ et al., 2020) i 75% (Battisti et al.,
2020). H. canis je identifikovan kod jednog Sakala u Austriji (Duscher et al., 2013), dok je u populaciji
u Madarskoj registrovan sa prevalencijim od 60% (Farkas et al., 2014).
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Slika 9. Rasprostranjenje Hepatozoon canis (plavo) i Hepatozoon americanum (crveno). Prema:
Vincent-Johnson et al., 2022.

1.3.1.2. Zivotni ciklus Hepatozoon canis

SloZen zivotni ciklus H. canis se odvija izmedu ki¢menjackih i artropodnih domacéina. U kiémenjackom
domacinu se odvija aseksualna reprodukcija patogena, dok se u krpelju odvija seksualna reprodukcija.
Psi i divlje kanide se inficiraju sa H. canis ingestijom krpelja ili delova krpelja koji sadrze zrele oociste
sa infektivnim sporozoitima. Sporozoiti H. canis se oslobadaju u gornjem delu gastrointestinalnog trakta,
prodiru u zid creva i dospevaju u krv ili limfu (Baneth et al., 2007). Hepatozoon canis meronti se razvijaju
u tkivima psa i mogu se naci u limfnim organima (npr. slezini i limfnim ¢vorovima), kostanoj srzi i jetri
vec 13 dana nakon infekcije (Baneth et al., 2001). Mikromerozoiti prodiru u leukocite, obi¢no neutrofile
i monocite, u kojima sazrevaju do stadijuma gamonta, koji se detektuje u cirkulisucim leukocitima pasa
sa parazitemijom, od 28. dana nakon infekcije (Baneth et al., 2007). Krpelji tokom ingestije krvnog
obroka unose gamonte u svoje telo (Baneth et al., 2007). Kod krpelja gametogenezu prati sporogonija,
koja se odvija unutar hemocela krpelja (Baneth et al., 2007). Zivotni ciklus se moZe zavrsiti u roku od
oko 81 dan (Baneth et al., 2007) (Slika 10).
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Slika 10. Zivotini ciklus Hepatozoon canis: (1) infekcija se desava kada pas proguta krpelja koji nosi
H. canis; (2) oslobadanje sporozoita; (3) infekcija monocita i makrofaga; (4) formiranje meronta i
aseksualna reprodikcija patogena- merogonija (Sizogonija); (5) oslobadanje merozoita, infekcija
neutrofilnih granulocita i monocita; (6) patogen moze ponoviti ciklus aseksualne reprodukcije; (7)
krpelj je zarazen prilikom sisanja krvi sa zarazene zivotinje; (8) bela krvna zrnca oslobadaju muske 1
zenske gamonte u crevima krpelja, sledi faza seksualne reprodukcije- gametogonija; (9) formira se
zigot. Zigot se dalje deli, Sto rezultira oocistima u telesnoj Supljini krpelja. Prema: Saari et al., 2018.

1.3.1.3. Vektori Hepatozoon canis

Krpelji su obligatni hematofagni ektoparaziti koji infestiraju kopnene ki¢menjake (de la Fuente, 2008).
Pored komaraca, krpelji su globalno najznacéajniji vektori velikog broja patogena (virusa, bakterija,
protozoa) uzro¢nika razli¢itih zaraznih bolesti (Jongejan & Uilenberg, 2004; Colwell et al., 2011).
Patogeni koje prenose krpelji se odrzavaju u prirodi kroz enzootske cikluse, koji, pored vektora,
ukljucuju i kicmenjake kao domacine i njihove prirodne rezervoare. Identifikacija elemenata enzootskih
ciklusa i poznavanje njihovih ekoloskih odnosa je od kljuénog znacaja za razumevanje epizootiologije i
epidemiologije bolesti koje prenose krpelji. Divlje kanide, pre svega lisica, Sakal i vuk, kao pogodni
domacini za veliki broj ektoparazita, imaju znacajnu ulogu u odrzavanju vektorima prenosivih bolesti.

lako je prisustvo H. canis utvrdeno tek kod nekoliko vrsta krpelja (npr. Rhipicephalus (Boophilus)
microplus Canestrini, 1888, Amblyomma ovale Koch, 1844, Haemaphysalis longicornis Neumann, 1901
i Haemaphysalis flava Neumann, 1897) (Murata et al., 1995, Rubini et al., 2009, de Miranda et al. 2011),
smedi pseci krpelj R. sanguineus smatra se najvaznijim vektorom ovog patogena $irom sveta (Dantas-
Torres, 2008, Baneth, 2011) (Slika 11). Nakon infekcije protozoama u stadijumu nimfe, odrasle jedinke
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R. sanguineus mogu preneti H. canis na pse, ubrzo nakon sporogonije (Baneth et al., 2007). Larve krpelja
R. sanguineus se mogu zaraziti H. canis tokom svog prvog krvnog obroka na pozitivnom domacinu. Zreli
oblici (oociste koje sadrze sporozoite) se razvijaju u tek formiranim nimfama, $to ukazuje na
transtadijalni put transmisije (Giannelli et al., 2013). Takode, dokazana je transstadijalna transmisija H.
americanum kod krpelja Amblyomma maculatum Koch, 1844, sa nasisane larve na nimfu (Ewing et al.,
2002). Druge vrste krpelja kao npr. H. flava i H. longicornis su bili prijavljeni kao moguci vektori H.
canis u Japanu (Murata et al., 1995). StaviSe, eksperimentalno je dokazano da je krpelj A. ovale
potencijalni vektor H. canis u Brazilu (Forlano et al., 2005). De Miranda et al., 2011 su utvrdili prisustvo
oociste H. canis u hemolimfi prirodno inficiranih R. (Boophilus) microplus uklonjenih sa zarazenog psa.
Pored toga, otkrivena je DNK poreklom od H. canis kod Ixodes ricinus Linnaeus, 1758 krpelja iz Italije
(Gabrielli et al., 2010) i Luksemburga (Reye et al., 2010).

Podaci o vrstama roda Hepatozoon kod evropskih vrsta krpelja mogu se naéi sporadi¢no u litaraturi.
Dugo se verovalo da je R. sanguineus sensu lato jedini poznati vektor H. canis u Evropi kao i mnogih
drugih vrsta iz roda Hepatozoon (Farkas et al., 2014; Tolnai et al., 2015; Mitkova et al., 2016; Geurden
et al., 2018;). Nedavni nalazi Hepatozoon sp. kod drugih vrsta krpelja otvaraju nova pitanja o njihovim
vektorskim ulogama. Ti nalazi ukljucuju H. canis kod I. ricinus, I. canisuga Johnston, 1849, I. hexagonus
Leach, 1815 i Dermacentor reticulatus Fabricius, 1794 na lisicama u Nemackoj (Najm et al., 2014), u
Haemaphysalis concinna Koch, 1844 sakupljenih sa psa u Poljskoj (Hornok et al., 2013) i I. ricinus
sakupljenim na kozama, psima, lisicama i mackama u Rumuniji (Andersson et al., 2017a). Takode,
prisustvo H. canis je utvrdeno u krpeljima I. ricinus u Slovackoj i Ceskoj (Hamsikova et al., 2016) i u
krepeljima R. turanicus prikupljenim sa zarazenih lisica u Italiji (Giannelli et al., 2017).

Uiterwijk et al., (2023) su u svojoj studiji detektovali H. canis ne samo kod R. sanguineus, vec i kod D.
reticulatus, 1. hexagonus, I. ricinus, I. canisuga i I. ventalloi Gil Collado, 1936, pa se moze pretpostaviti
da i druge vrste krpelja osim R. sanguineus takode mogu biti kona¢ni domacini u Zivotnom ciklusu H.
canis (Gabrielli et al., 2010; Najm et al., 2014). Medutim, potvrda prisustva DNK patogena u krpelju ne
znacCi nuzno da je neka vrsta krpelja i rezervoar tog patogena, odnosno da krpelj moZe preneti infekciju
(Haji et al., 2023). Shodno tome, kako bi se rasvetlili potencijalni rezervoari patogena u budi¢nosti je
nephodno sprovodenje studija transmisije patogen.
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Slika 11. Razvojni stadijumi krpelja Rhipicephalus sanguineus. a: larva (postavljena u Hojerovom
medijumu; veli¢ine = 400 pm). b: nimfa (postavljena u Hojerovom medijumu; veli¢ine = 0,5 mm). C:
zenka (veli¢ine = 1 mm). d: muZzjak (veli¢ine = 1 mm). Prema Dantas-Torres, 2010.

1.3.1.4. Divlje kanide kao rezervoari Hepatozoon canis

Divlje kanide su prepoznate kao vazni domacini za niz vektorski prenosivih patogena, te kao takve mogu
posluziti za epidemioloski nadzor (Aguirre, 2009; Tomassone et al., 2018). Takode, prethodne
faunisticke studije potvrduju da vise vrsta krpelja parazitira na divljim kanidama u Evropi (Tomanovic
et al., 2013b; Gherman & Mihalca, 2017). Zbog veli¢ine svog areala i gustine populacija Sakali i lisice
imaju najveci epidemioloski znacaj medu divljim kanidama kao rezervoari velikog broja vektorski
pronosivih patogena, uzro¢nika zoonoznih i nezoonoznih zaraznih bolesti (Sukara et al., 2018; Juwaid et
al., 2019; Ebani et al., 2023; Lesiczka et al., 2023; Tsokana et al., 2024). Uprkos porastu populacije i
trenutnoj ekspanziji Sakala na podrucju jugoistocne Evrope, kao i njihovoj sklonosti da se priblize
naseljima (Trouwborst et al., 2015), malo je studija na prostoru Evrope koje su u fokusu imale ulogu
Sakala u odrzavanju i Sirenju uzro¢nika zoonoza (Cirovié et al., 2014b; Mitkova et al., 2017; Sukara et
al., 2018). Takode, iako su lisice najzastupljeniji predatori u celoj Srbiji (Cirovi¢, 2000) uloga lisica u
enzootskim ciklusima vektorski prenosivih zoonoza u nasoj zemlji je jos uvek slabo razja$njena (Juwaid
et al., 2019).
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Lisice imaju mozda i klju¢nu ulogu u kruzenju patogena izmedu divljih Zivotinja, kucnih ljubimaca,
domacih Zivotinja i ljudi. Razlozi za to su sve veca brojnost i gustina populacija nakon uspesno izvrsene
peroralne vakcinacije lisica (Duscher et al., 2015). Takode, njihova podloZnost patogenima, preferencija
ka malim sisarima kao najznacajnijem plenu (Lanszki et al., 2006), §to podrazumeva Cestu ingestiju
krpelja kao intermedijarnog domacina. Sinantropni nacina zivota koji podrazumeva zivot u blizini
ljudskih naselja kao i u samim urbanim podruc¢jima lisicu ¢ini vaznom u ciklusima transmisije patogena
(Wandeler et al, 2003, Deplazes et al, 2004, Duscher et al, 2005, Duscher et al, 2006, Torina et al, 2013).
Veca gustina populacije i veéa prisutnost u ljudskim naseljima posledi¢no povecavaju stope kontakta
medu lisicama, doma¢im zivotinjama i ljudima, a samim tim i rizik od prenosa patogena, kako na domace
zivotinje, tako i na ljude (Romig et al, 1999, Duscher et al, 2006). Zbog toga su lisice odgovorne za
prenosenje Sirokog spektra vektorski prenosivih bolesti u Evropi (Hodzi¢ et al., 2015). Hepatozoon canis
je najcesce detektovan u populacijama lisice.

Poslednjih godina beleZi se eksponencijalni rast populacije Sakala u Srbiji. Areal Sakala obuhvata Citavu
teritoriju Srbije (Cirovi¢ et al., 2008), a lokalne populacije imaju jednu od najve¢ih gustina na
Balkanskom poluostrvu (Sélek et al., 2014). Istrazivanja sprovedena na Balkanu su pokazala da u ishrani
Sakala dominiraju antropogeni izvori hrane (Boskovi¢ et al., 2013; Penezi¢ & Cirovi¢, 2015). Ova
oportunisticka strategija ishrane moze biti razlog asociranosti Sakala sa ljudskim naseljima (Rotem et al.,
2011). Ove zivotinje Su sposobne da ishranom uklone zna¢ajnu koli¢inu Zivotinjskog otpada te pruzaju
znadajne ekosistemske usluge (Cirovi¢ et al., 2016). Medutim, vaZno je razmotriti i potencijalnu ulogu
ove vrste u transmisiji vektorski prenosivih bolesti. Uprkos njihovoj masovnoj ekspanziji u Evropi i
o¢iglednoj tendenciji priblizavanja ljudskim naseljima, tek nekoliko studija je analiziralo potencijalnu
ulogu ove vrste u prenodenju parazita i/ili zaraznih bolesti (Széll et al., 2013; Cirovi¢ et al., 2014b, 2015a;
Lalosevic¢ et al., 2016; Mitkova et al., 2017). Studije u Evropi potvrdile su prisustvo slede¢ih vrsta krpelja
koje parazitiraju na Sakalima: I. ricinus, I. hexagonus, I. canisuga, D. reticulatus, D. marginatus Sulzer,
1776, H. punctata Canestrini & Fanzago, 1878, H. concinna Koch, 1844 i R. sanguineus s.l. (Duscher et
al., 2013; Hornok et al., 2013; Farkas et al., 2014; Stojanov et al, 2014; D’ Amico et al., 2017). Sve ove
navedene vrste krpelja su zabelezene u Srbiji, a u njima su detektovane i razlicite vrste patogena koje oni
mogu prenositi (Milutinovic¢ et al., 1996; Milutinovic et al., 2008; Tomanovic et al., 2013a, 2013b;
Potkonjak et al., 2016). Studija sprovedena u Srbiji potvrdila je prisustvo Babesia canis Piana & Galli-
Valerio, 1895 i Anaplasma phagocytophilum Foggie, 1949 kod $akala kao i B. microti Franca, 1912,
Borrelia sp. i A. marginale Theiler, 1910 u krpeljima sakupljenih sa Sakala (Sukara et al., 2018).

Sli¢no drugim divljim vrstama kanida, poput lisica i1 Sakala, vuk takode moZze igrati vaznu ulogu u
epidemiologiji patogena koji se prenose krpeljima zbog njihove sli¢ne bioloske i ekoloSke plasti¢nosti,
velikog areala (Chapron et al., 2014), kao i velikih distanci koje prelazi (Razen et al., 2016; Byrne et al.,
2018.; Joly et al., 2019). Oni su vrsni predatori i generalisti po pitanju izbora stanista, sposobni da
migriraju na veoma velike udaljenosti koje mogu biti i ve¢e od 1500 km (RaZen et al., 2016; Joly et al.,
2019). Tokom ovih migracija, vukovi su izloZeni razli¢itim krpeljima i patogenima, a koji se zatim mogu
ra$iriti u nova podruéja daleko od izvorne populacije. Na taj na¢in vukovi mogu prenositi patogene na
velike udaljenosti bilo preko njihovih vektora (npr. krpelja) koji parazitiraju na njima, ili kao rezervor
istih tih patogena.

1.3.1.5. Putevi transmisije Hepatozoon canis

Putevi transmisije H. canis jos§ uvek nisu dovoljno razjasnjeni. Dosadasnji nalazi ukazuju da je najcesci
put transmisije H. canis ingestijom zarazenog krpelja i to smedeg pseceg krpelja R. sanguineus Kkoji je
glavni vektor ovog patogena (Dantas-Torres & Otranto, 2015a). Hepatozoon canis infekcija varira od
asimptomatske kod naizgled zdravih Zivotinja, do teske i potencijalno smrtonosne bolesti koja izaziva
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ekstremnu letargiju, kaheksiju i anemiju. Najc¢esce se javlja blaga klinicka slika i obi¢no je udruzena sa
niskim nivoom parazitemije H. canis (1-5% inficiranih neutrofila). Teska klini¢ka slika registrovana je
kod pasa sa visokom parazitemijom, koja naj¢esce inficira 100% neutrofila periferne krvi (Baneth &
Weigler, 1997). Visok nivo parazitemije je ¢esto pracen sa ekstremnim dostizanjem neutrofilije (¢ak 150
000 neutrofila ml krvi). Psi sa leukocitozom i visokom parazitemijom mogu imati veliki broj cirkulisucih
parazita sa preko 50 000 gamonta/ml krvi. Ovakva parazitemija podrazumeva veliki broj meronta u
tkivima, i uti¢e na domacina tako §to trosi hranljive materije i izaziva direktna oStecenja zahvacenih
tkiva, Sto dovodi do ekstremnog gubitka tezine i kaheksije. Medutim, ¢ini se da vecina pasa (zivotinja)
zarazenih H. canis imaju subklinicku infekciju pri malim opterecenjem parazitima (Baneth et al., 1996).

Postoje i drugi nacini prenosa ovog patogena. Vertikalni prenos H. canis opisan je kod pasa i lisica
(Murata et al., 1993; Hodzi¢ et al., 2018a; Schafer et al., 2022a). Intrauterini prenos H. canis potvrden je
u studiji iz Japana, u kojoj su H. canis gamonti detektovani u brisevima periferne krvi kod 23 od 29
Stenaca (79%) koji su poreklom iz Sest okota, na 16 do 60 dana nakon rodenja (Murata et al., 1993).
Takode, kod cetvorogodiSnje skotne Zenke transportovane iz Italije (Sardinija) u Nemacku koja je
pokazivala znake letargije i tahipenije, PCR metodama je potvrdeno prisustvo H. canis. Zenka i sedam
prezivelih Stenaca bili su pozitivni na H. canis dva meseca nakon porodaja, a kod jednog mrtvorodenog
Steneta, slezina, pupCana vrpca i amnionska te¢nost bili su pozitivni na H. canis (Schafer et al., 2022a).
Ovi rezultati potvrduju da je vertikalni prenos moguci put infekcije H. canis kod pasa, a verovatno i kod
svih divljih kanida. Studija na lisicama u Austriji pokazala je na slu¢aju jedne skotne Zenke da su dva
fetusa od ukupno Sest bila pozitivna (33,3%) na H. canis. DNK sekvenciranje potvrdilo je da su i fetusi
i skotna lisica zarazeni istim haplotipom H. canis, §to ukazuje na mogucu intrauterinu infekciju (Hodzi¢
et al., 2018a). Ovaj vid transmisije sa majke na potomstvo, ukazuje na vaznu ulogu Zenki koje
transplacentalno inficiraju svoje potomstvo, 1 tako i na dalje Sirenje patogena u prirodi. Za neke vrste
roda Hepatozoon potvrden je prenos ingestijom zarazenog plena (Smith et al., 1994; Lainson et al., 2003;
Sloboda et al., 2008; Johnson et al., 2009a, 2009b; Viana et al., 2012), iako za H. canis ovaj vid
transmisije jo$ uvek nije potvrden.
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2. CILJEVI

Osnovni cilj doktorske disertacije je analiza znacCaja Sakala (Canis aureus) i vuka (Canis lupus) kao
potencijalnih rezervoara uzro¢nika hepatozoonoze koju prenose krpelji. Proucavanje prisustva patogena
u domacinu prvi je korak u determinaciji elemenata ciklusa kruzenja krpeljima prenosivog patogena
(Hepatozoon canis) i identifikaciji potencijalnih Zarista hepatozoonoze koju oni uzrokuju.

Istrazivanja u sklopu ove doktorske disertacije imaju za cilj:

. da se utvrde prevalence patogena Hepatozoon canis u populacijama $akala i vuka

. da se utvrdi prostorna distribucija prisustva ovog patogena u populacijama ove dve karnivore u
Srbiji

. da se utvrdi geneticka varijabilnost sojva Hepatozoon canis koji cirkuli$u u populacijama Sakala
i vuka

. da se utvrdi epidemioloski znacaj Sakala i vuka za Hepatozoon canis kod nas

. da se analiziraju faktori (abioticki 1 bioticki) koji uti€u na prisustvo i zastupljenost patogena

Hepatozoon canis u populacijama Sakala i vuka.
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3. MATERIJAL 1 METODE

3.1. Prikupljanje uzoraka

Odstreljeni Sakali i vukovi sakupljani su u saradnji sa lovcima i lovackim organizacijama u okviru
redovnog i planiranog odstela, u periodu od jedanaest godina (2010-2020), u daleko manjem obimu, u
istom vremenskom periodu, prikupljana su i tela Sakala stradalih u saobracaju. Nijedna zivotinja nije
namerno niti namenski Zrtvovana za potrebe ove doktorske disertacije niti drugih povezanih
istrazivanja/projektima u kojima ucestvuju istazivacki timovi Katadre za ekologiju zivotinja i
zoogeografiju, Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu kao i naucnoistrazivacke Grupe za
medicinsku entomologiju, Instituta za Medicinska istraZivanja, Instituta od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju Univerziteta u Beogradu, u saradnji sa kojim je i realizovano istrazivanje u okviru ove
disertacije. Tela su prikupljana na Sirokom prostoru rasprostranjenja obe vrste U Srbiji. Nakon §to su tela
preuzeta od lovaca (ili nadena stradala u saobracaju), prema definisanom protokolu, za svaku Zivotinju
belezene su sledece informacije: datum odstrela, lokalitet, koordinate (ako je moguce), pol i uzrast. Osim
toga sve jedinke su standardno morfometrijski obradene - premerena je duzina tela, duzina repa, duzina
glave, duzina zadnjeg stopala, visina uha, visina u grebenu i izmerena i zabeleZzena je masa tela.

Nakon sto su tela prikupljena, disekcijom su uzeti uzorci unutra$njih organa. Za potrebe ove studije
prikupljani su uzorci slezine. Mali komadi¢ (oko 20 grama) je pakovan u sterilne plasti¢ne bocice i do
kona¢nih analiza u laboratoriji deponovan u zamrziva¢ na temeperaturi od -20° C. Tkiva su sakupljena
u kratkom vremenskom periodu kako ne bi doslo do promena koje bi uzorke ucinile neodgovaraju¢im za
dalje molekularne analize. Svaki pojedina¢ni uzorak je obeleZen etiketom sa osnovnim podacima o
uzorku - kolektorski broj, vrsta Zivotinje, pol, datum, lokalitet, kooridinate (ako ih je bilo moguce
zabeleziti) i vrsta uzorka. Tako obelezeni ¢uvani su u zamrziva¢u na -20°C u laboratoriji Katedre za
ekologiju Zivotinja 1 zoogeografiju, BioloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i deo su terioloSke

zbirke.

Uzorci Sakala i vuka su prikuljeni sa Sirokog prostora Srbije (Slika 12). Za potrebe analiza prisustva,
prevalencije 1 identifikacija potencijalnih zarista hepatozoonoze u populaciji vuka, u ovoj studiji teritorija
Srbije je podeljena na isto¢ni i zapadni region u odnosu na polozaj reka Velike i Juzne Morave. S obzirom
da Sakal ima S$ire rasprostranjenje u odnosu na vuka, za potrebe ove studije (analiza prisustva,
prevalencije i identifikacija potencijalnih zariSta hepatozoonoze) teritorija Srbije je podeljena na tri
regiona severni, isto¢ni i zapadni u odnosu na polozaj reka Save, Dunava, Velike i Juzne Morave.

U sklopu ove doktorske disertacije testirana je prevalencija i geneticki diverzitet H. canis na osnovu
prikupljenog uzorka slezina vuka i $akala.
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Slika 12. Mapa Srbije sa lokalitetima sa kojih su prikupljeni uzorci vuka i $akala.
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3.2. Izolacija DNK i molekularna detekcija Hepatozoon canis u slezinama vuka i Sakala
3.2.1. 1zolacija DNK iz slezine Zivotinja

DNK je izolovana iz slezine svake prikupljene zivotinje (vuka ili Sakala). S obzirom da je slezina organ
sa visokom perfuzijom uklju¢en u imunolosku kontrolu i eliminaciju vektorski prenosivih patogena, koji
bi mogli imati fundamentalnu ulogu u patogenezi bolesti slezine. Pomo¢u sterilnih lanceta uzorkovana
je mala koli¢ina tkiva slezine (maksimalno 10 mg) u steriline tubice od 1,5 ml (Ependorf™), zatim je
vr$ena homogenizacija plasti¢nim Stapi¢ima (Micropestle, Eppendorf™). Za izolaciju DNK u sistemu sa
kolonicama koriS¢en je komercijalni kit (Gene Jet Genomic DNA Purification Kit, Fermentas, Thermo
Scientific™), prema protokolu proizvodaca. Oprema koja je upotrebljena prilikom ekstrakcije DNK H.
canis prikazana je na Slici 13.

Proces ekstrakcije podrazumevao je sledece korake:

» U homogenizovano tkivo slezine dodato je 180 pl rastvora za digestiju i 20 pl enzima proteinaze
K. Sadrzaj je izmeSan na vortex mesalici radi dobijanja homogene suspenzije, a zatim inkubiran
u vodenom kupatilu (Thermomixer compact, Eppendorf™) na temperaturi od 56 °C u trajanju od
3 sata.

> Nakon inkubacije u uzorke je dodato 20 pl Rnaze A. Uzorci su zatim lizirani inkubacijom 10
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga u lizat je dodato 400 pl 50% etanola uz kratku
resuspenziju na votex mesalici.

> U kolone za precis¢avanje prebacen je lizat koji je pripremljen. Kolonice su zatim centrifugirane
I minut na 6000 x g. Sadrzaj koji nakon centrifugiranja ostaje u tubicama za sakupljanje je
odbacen.

> Nakon toga vrSeno je ispiranje uzoraka puferima (eng. Wash Buffer 1, Wash Buffer II). Prvo je u
kolonice sa uzorcima dodato 500 pl ,Wash Buffer 1 za ispiranje, nakon ¢ega su uzorci
centrifugirani 1 minut na 8000 x g. Sadrzaj iz tubica za sakupljanje je nakon centrifugiranja
odbacen i dodat je ,,Wash Buffer 11 za ispiranje, odmah zatim uzorci su centrifugirani jo$ 3
minuta na > 12000 x g.

> Nakon ispiranja, u plasti¢ne tube od 1,5 ml prebacena je kolona za izolaciju sa DNK. U centralni
deo filtera dodato je 200 ul pufera za eluciju DNK (eng. Elution Buffer). Dalje su uzorci
inkubirani na sobnoj temperaturi 2 minuta, a potom centrifugirani 1 minut na 8000 x g. Kolona
sa filterom je nakon toga odbacena, a od izolovane DNK napravljeni su alikvoti od po 200 pl i
uzorci su ¢uvani na -20 °C do daljih analiza.
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1. Centrifuga - 5417 R 2. Rotiraju¢e vodeno 3. Vortex mesalica - EV-

(Eppendor{T™) kupatilo - Thermomixer 100 (Velp Scientifica®)
compact (Eppendorf™)

Slika 13. Oprema koriS$¢ena za izolaciju DNK Hepatozoon canis iz slezine Zivotinja.

3.2.2. Molekularne metode u detekciji i identifikaciji vrste Hepatozoon canis
DNK H. canis u analiziranim uzorcima detektovan je pomocu lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR- eng.

polymerase chain reaction). PCR detekcija vrSena je na uredaju Eppendorf 5333 MasterCycler Thermal
Cycler (Slika 14). Ukupna radna zapremina uzoraka za PCR bila je 25 pl.
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Slika 14. Eppendorf 5333 MasterCycler Thermal Cycler na kome je vrSena PCR detekcija
patogena.

3.2.2.1. Detekcija Hepatozoon canis u slezinama vuka i Sakala

Detekcija DNK patogena vr$ena je konvencionalnim PCR-om prema ustaljenom protokolu. Upotrebljeni
su setovi prajmera HepF for (5’-ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3’) i HepR rev (5°-
CTTATTATTCCATGCTGCTGCAG-3") koji umnozavaju 666-bp fragment 18S rRNA gena (Inokuma
et al., 2002), kao i PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific™). Citav proces je raden prema
preporukama proizvodaca hemikalija. Zapremine hemikalija, prajmera i uzorka prikazane su u tabeli 1.

Tabela 1. Zapremine reagenasa upotrebljenih prilikom lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR)

Reagensi Koli¢ina (ul)

1 tubica

H20 12,375 pl

5X Green Reaction Buffer 5 ul

dNTP’s (10mM) 0,5 ul

TagPolymerase (GoTaq) 5u/pl 0,125 pl

Hep_R (10pmol/ul) 2 ul

Hep_F(10pmol/pl) 2 ul

uzorak 3 ul

ukupna zapremina 25 ul

Oprema za horizontalnu gel elektorforezu, Sub-Cell, GT, Bio-RadTM, upotrebljena je za elektroforetsko
razdvajanje PCR produkata. Gel je pravljen pomoc¢u agaroze SeaKem, LE (Lonza™) sa koncentracijom
od 2%, a bojenje vrSeno etidijum bromidom (Etidium Bromide Solution, 10mg/ml, Invitrogen™).
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Vizuelizacija PCR produkata vrSena je pod UV svetlom u komori (BioDocAnalyze Darkhood,
Biometra™)

3.3. Sekvenciranje uzoraka

Pozitivni uzorci zivotinja pripremljeni su za sekvenciranje umnozavanjem fragmenata 18S rRNA gena.
Umnozavanje je vrSeno gore pomenutim prajmerima i reagensima ¢ije su zapremine navedene u tabeli
2.

Tabela 2. Zapremine reagensa upotrebljenih za pripremu uzoraka za sekvenciranje

Reagensi Koli¢ina (ul)

1 tubica

H20 24,75 ul

5X Green Reaction Buffer 10 pl

dNTP’s (10mM) 1l

TaqPolymerase (GoTaq) 5u/ul 0,25 pul

Hep_R (10pmol/ul) 4 ul

Hep_F(10pmol/ul) 4 ul

uzorak 6 ul

ukupna zapremina 50 pl

Svi amplifikovani proizvodi su vizuelizovani na 2% agaroznom gelu.

Sekvenciranje uzoraka je uradeno koris¢enjem komercijalnog servisa (Macrogen Europe). Dalja obrada
sekvenci radena je u programima FinchTV™, BioEdit™, MEGA™, ldentifikacija vrste detektovanog
patogena vrSena je na osnovu poredenja dobijenih sekvenci sa prethodno deponovanim sekvancama
dostupnim u banci gena (National Center for Biotechnology Information (NCBI) [Internet]. Bethesda
(MD): National Library of Medicine (US), National Center for Biotechnology Information; [1988] —
[zadnji put pristupljeno 16.6.2024.]. Dostupno na: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.4. Filogenetske analize

Skvence dobijene u okviru ove studije podvrgnute su filogenetskim analizama. Uredivanje Sanger
sekvenci, sklapanje i stvaranje konsenzusa sekvenci sprovedeno je u FinchTV. Koris¢eno je dva seta
sekvenci (jedan set izolovan iz vuka, drugi iz Sakala na prostoru Srbije), gde je procena evolutivnih
modela utvrdena na osnovu jModelTest 2.1.4 (Posada et al., 2008). Filogenetska stabla konstruisana su
na osnovu Tamura 3-parametarskog modela (T92) u MEGA X softveru (Kumar et al., 2018).
Reprezentativne sekvence izolovane slezina iz vuka uporedene su sa dostupnim sekvencama iz banke
gena (GenBank®) koriste¢ci BLAST pretragu (National Center for Biotechnology Information,
http://vvv.ncbi.nim.nih.gov/BLAST, pristupljeno 1. oktobra 2022) [Internet]. Konstuisano je Neighbor-
Joining (1000 bootstrap replika) filogenetsko stablo. Takode, izolovane sekvence iz slezina Sakala su
zajedno sa svim dostupnim sekvencama iz Srbije u banci gena (GenBank®) (National Center for
Biotechnology Information, http://vvv.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, pristupljeno 23. aprila 2024)
podvrgnute filogenetskim analizama. Skup podataka sadrzao je ukupno 77 sekvenci gena 18S rRNA H.
canis, 35 izolovanih iz uzoraka tkiva sakala u okviru ove studije i 42 ranije objavljene. Filogenetski
odnosi su rekonstruisani upotrebom dva razli¢ita algoritma, uklju¢ujuci Bajesovu statistiku (eng.
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Bayesian inference) i ,,maximum likelihood*, implementiranim u softveru MEGA X (Kumar et al.,
2018). Bajesova analiza je sprovedena primenom Markov chain Monte Carlo (MCMC) za 5 x 10°
generacija sa frekvencijom uzorkovanja na svakih 5000 generacija i sagorevanjem od 25%,
implementirano u MrBayes 3.1.2 (Ronquist et al., 2012).

3.5. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati su dalje analizirani kori$¢enjem Hi-kvadrat (x?) i G-testa u statistickim programima
Statistica 5.1 (Statsoft, Tulsa, OK, USA), Excel, (Microsoft Corporation™), R Software (version 4.2.2),
sa nivoom znacajnosti p<0,05. Hi-kvadrat test je kori§cen da objasni statistiCku znacajnost u prevalenciji
patogena izmedu Zenki i muzijaka vuka i Zenki i muzjaka Sakala. Takode, hi-kvadrat testom testirana je
1 statistiCka znacajnost izmedu dva regiona (isto¢ni i zapadni) kod vukova 1 izmedu uzrasta (adultne 1
juvenilne jedinke) u analiziranom uzorku $akala. Sakali su bili klasifikovani prema starosti na juvenilne
jedinke (<10 meseci) i adultne jedinke (>11 meseci). Uzorak vuka sadrzao je samo adultne jedinke. G-
test je koriS¢en da objasni razliku u prevalenciji izmedu tri definisana regiona u Srbiji (severni, istocni 1
zapadni) kod Sakala.
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4. REZULTATI
4.1. Prikupljeni uzorci Zivotinja

Tokom 11 godina (2010-2020) prikupljen je 221 uzorak slezine vuka i $akala sa prostora 53 opstine na
podrucju Srbije. Uzorci vuka prikupljeni su od jedinki iz ukupno 30 opstina (Bajina Basta, Valjevo,
Gornji Milanovac, Cajetina, Uzice, Cagak, Sjenica, Raska, Aleksandrovac, Krusevac, Novi Pazar,
Leposavi¢, Blace, Zubin Potok, Tutin, Jagodina, Veliko Gradiste, Golubac, Petrovac na Mlavi, Zagubica,
Despotovac, Paracin, Zajecar, Boljevac, Razanj, Sokobanja, KnjaZevac, Svrljig, Pirot, Bela Palanka), a
uzorci Sakala od jedinki iz 23 opstine (Kovin, Titel, Sur¢in, Ba¢, Palilula, Peéinci, Pancevo, Sid, Ruma,
Zemun, Barajevo, Lazarevac, Smederevo, Velika Plana, Cajetina, Veliko Gradiste, Golubac, Svilajnac,
Razanj, Zajecar, Aleksinac, Ni§, Bela Palanka) (Slika 12). Najvec¢i broj uzoraka vuka prikupljen je na
podrucju Brani¢evskog, ZajeCarskog, Nisavskog i Pirotskog upravnog okruga dok je najveci broj Sakala
prikupljen na sirem podrucju grada Beograda. U pogledu okruga, najveci broj Sakala prikupljen je iz
Sremskog, Juzno Banatskog, Brani¢evskog, Podunavskog, Nisavskog i Zajecarskog upravnog okruga.

4.1.1. Uzorci vuka

U periodu od 10 godina (2010-2019) prikupljeno je 107 uzorka slezine adultnih jedinki vuka iz ukupno
30 opstina u Srbiji. Za potrebe analiza u ovoj studiji teritorija Srbije je podeljena na isto¢ni i zapadni
region u odnosu na polozaj Velike i1 JuZne Morave. Istocnom regionu pripadalo je 14 opstina (Veliko
Gradiste, Golubac, Petrovac na Mlavi, Zagubica, Despotovac, Paraéin, Zaje¢ar, Boljevac, RaZzanj,
Sokobanja, Knjazevac, Svrljig, Pirot, Bela Palanka), a zapadnom 16 opstina (Bajina Basta, Valjevo,
Gornji Milanovac, Cajetina, Uzice, Cadak, Sjenica, Raska, Aleksandrovac, Krusevac, Novi Pazar,
Leposavi¢, Blace, Zubin Potok, Tutin, Jagodina) sa kojih su prikupljeni uzorci. Najvise Zivotinja
sakupljeno je na podrudju Sjenice 30/107 (28,04%), Cajetine 7/107 (6,54%), Zagubice 7/107 (6,54%),
Uzica 6/107 (5,61%) i Paracina 6/107 (5,61%).

Od ukupno 107 uzoraka vuka, 63 su bili muzjaci (43 u zapadnom regionu, 20 u isto¢nom regionu), a 44
zenke (20 u zapadnom regionu, 24 u isto¢nom regionu).

Distribucija sakupljenih jedinki u odnosu na pol po lokalitetima prikazana je u Tabeli 3 i Slici 15.

Tabela 3. Distribucija sakupljenih jedinki vuka u odnosu na pol po lokalitetima

Region Lokalitet MuZjaci Zenke Ukupno
Bajina Basta 2 0 2
Valjevo 2 0 2
Gornji Milanovac 1 0 1
8 Cajetina 5 2 7
o Uzice 5 1 6
e Cacak 1 1 2
= Sjenica 17 13 30
&) Raska 0 1 1
§ Aleksandrovac 1 0 1
l<\El Krusevac 2 0 2
Novi Pazar 2 1 3
Leposavi¢ 0 1 1
Blace 1 0 1
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Slika 15. Distribucija sakupljenih jedinki vuka u odnosu na pol po lokalitetima.

Najveci broj uzoraka vuka sakupljen je u toku 2011., 2012., 2017. godine u zapadnom regionu, a 2014.,
2016.,2017. u isto¢nom regionu. Prikaz broja uzoraka po godinama dat je u Tabeli 4 i Slici 16.

Tabela 4. Broj sakupljenih jedinki vuka po godinama
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Region Godina Broj jedinki

2010 3
pd 2011 12
o 2012 17
2 2013 0
o 2014 1
Z 2015 3
2 2016 7
o 2017 14
N 2018 1
2019 2
Ukupno 60
2010 4
z 2011 4
o 2012 6
g 2013 1
=~ 2014 9
Z 2015 2
’8 2016 10
= 2017 9
— 2018 1
2019 1
Ukupno 47
) 107
25
20

23 23
17
16
15
10
10
7
5
5 3
1 2
0 — m B

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Godina

Slika 16. Broj sakupljenih jedinki vuka po godinama
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Najveéi broj uzoraka prikupljen je u toku zimske sezone, od decembra do februara (81/107; 75,7%)
(Tabela 5, Slika 17).

Tabela 5. Broj sakupljenih jedinki vuka po mesecima

Region Mesec Broj jedinki
Januar 16
Februar 20
Z Mart 9
O April 1
Q Maj 0
ad Jun 0
Z Jul 0
9( Avgust 1
Z Septembar 1
N Oktobar 1
Novembar 4
Decembar 12
Ukupno 65
Januar 16
Februar 5
z Mart 3
:
a)
E Jun 2
Z Jul 0
’8 Avgust 0
= Septembar 1
- Oktobar 0
Novembar 3
Decembar 12
Ukupno 42
)X 107
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Slika 17. Broj sakupljenih jedinki vuka po mesecima.

4.1.2. Uzorci Sakala

U periodu od 11 godina (2010-2020) prikupljeno je ukupno 114 uzoraka slezine Sakala iz ukupno 23
opstine u Srbiji. Uzorak je obuhvatao 99 adultnih jediniki 1 15 juvenilnih jedinki. Za potrebe studije
teritoriju Srbije smo podelili u odnosu na polozaj reka Save, Dunava, Velike i Juzne Morave na tri regiona
severni, isto¢ni i zapadni. Severnom regionu pripadalo je 10 opstina (Kovin, Titel, Sur¢in, Bac, Palilula,
Pecinci, Pangevo, Sid, Ruma, Zemun), zapadnom 5 opstina (Barajevo, Lazarevac, Smederevo, Velika
Plana, Cajetina), isto¢nom § opstina (Veliko Gradiste, Golubac, Svilajnac, Razanj, Zajecar, Aleksinac,
Nis, Bela Palanka) sa kojih su sakupljeni uzorci Zivotinja.

NajviSe Zivotinja sakupljeno je na podrucju Sur¢ina 29/114 (25,44%), Velikog Gradista 23/114
(20,78%).

Od ukupno 114 uzoraka Sakala, 64 su bili muzjaci (34 u severnom region, 10 u zapadnom regionu, 20 u
isto¢nom regionu), a 50 Zenke (24 u severnom regionu, 13 u zapadnom regionu, 13 u isto¢nom regionu).

Distribucija zivotinja u odnosu na pol po lokalitetima prikazana je u Tabeli 6 1 Slici 18.
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Tebela 6. Distribucija sakupljenih jedinki sakala u odnosu na pol po lokalitetima

Region
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Slika 18. Distribucija sakupljenih jedinki Sakala u odnosu na pol po lokalitetima.

Najveci broj uzoraka $akala sakupljen je u toku 2013., 2015., 2020. godine u severnom regionu, 2011.,
2012., 2020. godine u zapadnom regionu, 2016., 2017. godine u isto¢nom regionu. Prikaz broja uzoraka
po godinama dat je u Tabeli 7 i Slici 19.

Tabela 7. Broj sakupljenih jedinki sakala po godinama
Region Godina Broj jedinki

2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020

\‘

SEVERNI REGION

o o1

Ukupno

2010
2011
2012
2013
2014

ZAPADNI
REGION
PR ORNORRONNO®OO®EFLOW R
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Slika 19. Broj sakupljenih jedinki $akala po godinama

36

2019

20

2020




Najveéi broj uzoraka prikupljen je u toku zimske sezone, od decembra do februara (80/114; 70,18%)
(Tabela 8, Slika 20).

Tabela 8. Broj sakupljenih jedinki sakala po mesecima

Region Godina Broj jedinki

Januar 14
Februar 13
Mart

April

Maj

Jun

Jul

Avgust
Septembar
Oktobar
Novembar
Decembar

|

SEVERNI REGION

Ukupno

N ©O

Januar
Februar
Mart
April

Maj

Jun

Jul
Avgust
Septembar
Oktobar
Novembar
Decembar

ZAPADNI REGION

Ukupno

Januar
Februar
Mart

April

Maj

Jun

Jul

Avgust
Septembar
Oktobar
Novembar 0
Decembar 15
Ukupno 33

W

ISTOCNI REGION
OFR ONOOOOOMNNNRRPOROOOORURLRURMDDADIDNBENNO
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Slika 20. Broj sakupljenih jedinki Sakala po mesecima.
4.1.2.1. Uzorci juvenilnih jedinki Sakala

Od ukupnog uzorka koji je brojao 114 Sakala, 15 jediniki su bile starosne dobi od 3 do 7 meseci (Stenci
- juvenilne jedinke). Distribucija juvenilnih jedinki prikazana je u Tabeli 9.

Tabela 9. Distribucija juvenilnih jedinki Sakala

Region Lokalitet Broj jedinki
Surcin 6
—_ Bac 2
= .
x O Palilula 1
U ST
>0 Pecinci 2
o :
Pancevo 1
Sid 1
Ukupno 13
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4.2. Molekularna detekcija Hepatozoon canis u slezinama vuka i Sakala

4.2.1. Detekcija Hepatozoon canis u slezinama vuka

Molekularna detekcija DNK patogena H. canis izvrSena je u uzorcima slezine 107 jedinki vuka. Od 107
analiziranih Zivotinja, kod 62 (57,94%) je utvrdeno prisustvo DNK H. canis. Od 44 analizirane Zenke 24
(54,55%) je bilo pozitivno, dok je od 63 muzjaka 38 (60,32%) bio pozitivno. Nisu utvrdene statisticki
znadajne razlike u prevalenciji infekcija H. canis izmedu polova (p<0,55176). Zivotinje zarazene H.
canis su poreklom sa 26 lokaliteta, po 13 lokaliteta iz isto¢nog i zapadnog regiona Srbije. Medutim,
postojale su statisticki znaCajne razlike u prevalenciji infekcije ovim patogenom izmedu isto¢nog
regiona, 32/44 (72,7%) i zapadnog regiona 30/63 (47,6%) (p<0,00963).

Prikaz rezultata pozitivnih zivotinja dat je u Tabeli 10 1 Slici 21.

Tabela 10. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku vuka
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Region
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Lokalitet
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(%)
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Slika 21. Distribucija prisustva Hepatozoon canis u analiziranom uzorku vuka u Srbiji.
Najveci broj pozitivnih uzoraka vuka 12/23 bio je iz 2012. godine. U zapadnom regionu je prevalencija

takode bila najve¢a 2012. godine (9/17 uzoraka), a 2014. godine u isto¢nom regionu (8/9 uzoraka)
(Tabela 11).
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Tabela 11. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku vuka po godinama

Region Godina Broj analiziranih  Broj pozitivnih %
jedinki jedinki
2010 3 1 33,33
z 2011 14 6 42,85
O 2012 17 9 52,94
2 2013 0 0 0
o 2014 1 1 100
Z 2015 3 1 33,33
2 2016 7 4 57,14
% 2017 15 6 40
N 2018 1 1 100
2019 2 1 50
Ukupno 63 30 47,61
2010 4 4 100
7 2011 2 2 100
o 2012 6 3 50
o 2013 1 1 100
&~ 2014 9 8 88,88
Z 2015 2 2 100
2 2016 10 7 70
> 2017 8 5 62,5
~ 2018 1 0 0
2019 1 0 0
Ukupno 44 32 72,72
)X 107 62 57,94

Najveci broj pozitivnih uzoraka vuka 10/19 detektovan je tokom februara u zapadnom regionu, 11/16
tokom januara u isto¢nom regionu (Tabela 12).

Tabela 12. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku vuka po mesecima

Region Mesec Broj analiziranih  Broj pozitivnih %
jedinki jedinki
Januar 16 8 50
Februar 19 10 52,63
Z Mart 8 2 25
O April 1 1 100
< Maj 0 0 0
a4 Jun 0 0 0
Z Jul 0 0 0
2 Avgust 1 1 100
Z Septembar 1 0 0
N Oktobar 1 1 100
Novembar 4 1 25
Decembar 12 6 50



Ukupno 63 30 47,61
Januar 16 11 68,75
Februar 6 5 83,33
z. Mart 4 3 75
= April 0 0 0
8 Maj 0 0 0
= Jun 2 1 50
Z Jul 0 0 0
’8 Avgust 0 0 0
= Septembar 1 0 0
= Oktobar 0 0 0
Novembar 3 3 100
Decembar 12 9 75
Ukupno 44 32 72,72
X 107 62 57,94

4.2.2. Detekcija Hepatozoon canis u slezinama $akala

Molekularna detekcija DNK H. canis je vrSena na ukpuno 114 uzoraka Sakala. Od 114 analiziranih
zivotinja 90 (78,95%) je bilo pozitivno na prisustvo DNK H. canis. Posmatrano po polu zivotinja, od
ukupno 50 zenki 40 (80%) je bilo pozitivno, dok je od ukupno 64 muzjaka 50 (78,13%) je bilo pozitivano.
Hi-kvadrat testom nije uocena statisticka znacajnost u prevalenciji medu polovima (p<0,9903). Rezltati
analize G testa, ukazuju da je bilo statisticke znacajnosti u prevalenciji izmedu severnog (68,9%),
zapadnog (95,6%) i isto¢nog (84,8%) regiona (p<0,01008). Prikaz rezultata pozitivnih Zivotinja dat je u
Tabeli 13 i Slici 22.

Tabala 13. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku Sakala

Region Lokalitet Broj M/Z Broj pozitivnih M/Z
analiziranih jedinki
jedinki (%)
Kovin 3 3/0 2 (66,6%) 2/0
Titel 1 1/0 1 (100%) 1/0
zZ Surcin 29 13/16 21 (72,4%) 10/11
8 Bad 5 32 2 (40%) 11
o Palilula 2 0/1 1 (50%) 0/1
E Pecinci 13 9/4 10 (76,9%) 7/3
|-|>J Pancevo 1 1/0 / 0/0
o Sid 2 2/0 1 (50%) 1/0
Ruma 1 1/0 1 (100%) 1/0
Zemun 1 1/0 1 (100%) 1/0

43



Ukupno 58 40 (68.9%0)
Barajevo 1 0/1 1 (100%) 0/1
Z Z Lazarevac 2 1/1 2 (100%) 1/1
% 2 Smederevo 10 317 10 (100%) 3/7
< W Velika Plana 5 2/3 5 (100%) 2/3
Cajetina 5 411 4 (80%) 3/1
Ukupno 23 22 (95.6%0)
Veliko Gradiste 23 14/9 19 (82,6%) 11/8
5 Golubac 1 10 1 (100%) 1/0
S Svilajnac 4 212 3 (75%) 211
e Razanj 1 01 1 (100%) 0/1
5 Zajecar 1 10 1 (100%) 1/0
é Aleksinac 1 0/1 1 (100%) 0/1
— Nis 1 1/0 1 (100%) 1/0
Bela Palanka 1 1/0 1 (100%) 1/0
UKkupno 33 28 (84.8%)
) 114 90 (78.95%)
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Slika 22. Distribucija prisustva Hepatozoon canis u analiziranom uzorku sakala u Srbiji.

Najveci broj pozitvnih uzoraka Sakala 19/22 je bio iz 2013. godine. Takode, u severnom regionu je
detektovana najveca prevalencija tokom 2013. godine (14/17 uzoraka), tokom 2012. godine u zapadnom
regionu (6/6 uzoraka), a 2016. godine u istoénom regionu (6/6 uzoraka) (Tabela 14).
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Tabela 14. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku $akala po godinama

Region Godina Broj analiziranih  Broj pozitivnih %
jedinki jedinki
2010 1 1 100
2011 3 3 100
8 2012 0 0 0
o 2013 17 14 82,35
H:J 2014 6 5 83,33
= 2015 8 5 65,5
o 2016 2 0 0
Lg 2017 2 0 0
w 2018 0 0 0
2019 4 4 100
2020 15 8 53,33
Ukupno 58 40 68,97
2010 2 2 100
2011 4 4 100
8 2012 6 6 100
o 2013 1 1 100
o 2014 1 1 100
= 2015 0 0 0
a 2016 0 0 0
< 2017 3 3 100
N 2018 0 0 0
2019 2 1 50
2020 4 4 100
Ukupno 23 22 91,67
2010 4 4 100
2011 4 3 75
% 2012 3 3 100
T 2013 4 4 100
= 2014 1 1 100
- 2015 0 0 0
G 2016 6 6 100
g 2017 5 4 80
2 2018 2 1 50
2019 3 2 66,67
2020 1 0 0
Ukupno 33 28 84,85
) 114 90 78,95

Najveci broj pozitivnih jedinki $akala 12/14, odnosno 12/12 registrovan je tokom januara u severnom
regionu, odnosno zapadnom regionu, 13/15 tokom decembra u isto¢nom regionu (Tabela 15).
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Tabela 15. Prevalencija Hepatozoon canis u analiziranom uzorku Sakala po mesecima

Region Godina Broj analiziranih ~ Broj pozitivnih %
jedinki jedinki
Januar 14 12 85,71
Februar 13 9 69,23
= Mart 1 1 100
O April 0 0 0
Q Maj 2 1 50
a4 Jun 2 0 0
Z Jul 4 3 75
% Avgust 2 1 50
= Septembar 6 4 66,67
n Oktobar 4 3 75
Novembar 6 3 50
Decembar 4 3 75
Ukupno 58 40 68,97
Januar 12 12 100
Februar 5 5 100
zZ Mart 1 1 100
O April 0 0 0
9 Maj 0 0 0
ad Jun 0 0 0
Z Jul 0 0 0
2 Avgust 1 1 100
Z Septembar 0 0 0
N Oktobar 1 0 0
Novembar 1 1 100
Decembar 2 2 100
Ukupno 23 22 95,65
Januar 7 4 57,14
Februar 8 8 100
Z Mart 0 0 0
= April 0 0 0
Qo Maj 0 0 0
§ Jun 0 0 0
Z Jul 2 2 100
’8 Avgust 0 0 0
= Septembar 1 1 100
= Oktobar 0 0 0
Novembar 0 0 0
Decembar 15 13 86,66
Ukupno 33 28 84,85
x 114 90 78,95
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4.2.2.1. Detekcija Hepatozoon canis kod juvenilnih i adultnih jedinki Sakala

Kako bi se utvrdilo da li postoji razlika u prevalenciji u starosnoj strukturi Sakala, analizirano je ukupno
99 (86,84%) adultnih jedinki (1+ godina) i 15 (13,16%) juvenilnih jedinki (3-7 meseci). Prevalencija kod
adultnih jedinki bila je 84,84% (84/99), a kod juvenilnih jedniki 40% (6/15). Analize su pokazale da
postoji statisticki zna¢ajna razlika (p<0,00028) u prevalenciji H. canis kod ove dve uzrasne kategorije u
korist adultnih jedinki. Distribucija analiziranih juvenilnih jedinki Sakala prikazana je na Slici 23.

Severni region

Istoé¢ni region

Velikay Morava
./

gjaj etina

Zapadni region

Juincd\Morava 7

o Sakal $tenci negativni nalazi
o Sakal Stenci pozitivni nalazi

Slika 23. Distribucija prisustva Hepatozoon canis u analiziranim juvenilnim jedinkama Sakala u Srbiji.
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4.3. Razlike u prevalenciji Hepatozoon canis u populacijama vuka i Sakala

Na osnovu rezultata analiziranih uzoraka uocena je razlika u prelavenciji H. canis izmedu vuka i Sakala.
U analiziranom uzorku Sakala detektovana je daleko veca prevalencija (78,95%), dok je u uzorku vuka
bila znacajno niza (57,94%). Takode razlika je registrovana i u prevalenciji patogena kod Zenki vuka 1
zenki Sakala i u prevalenciji patogena kod muzjaka vuka i muzjaka Sakala. Kod Zenki vuka prevalencija
je bila 54,55%, a kod zenki Sakala 80%, dok je kod muzjaka vuka prevalencija bila 60,32%, a kod
muzjaka Sakala 78,13%.

4.4. Diverzitet razli¢itih genotipova Hepatozoon canis u populacijama vuka i Sakala

Dosadasnja istrazivanja 0 diverzitetu genotipova H. canis su veoma oskudna. Kod vuka su do sada
registrovana samo dva razli¢ita genotipa (Hodzi¢ et al., 2020), dok literaturnih podataka na ovu temu
kod Sakala jo§ uvek nema. U sklopu ove studije detektovan je veliki diverzitet patogena H. canis u
analiziranim uzorcima vuka i $akala.

4.4.1. Diverzitet razlicitih genotipova Hepatozoon canis u populaciji vuka

Ukupno 36 reprezentativnih pozitivnih uzoraka vuka je podvrgnuto sekvenciranju. Sekvenciranje je bilo
uspesno za sve uzorke. Analizirane parcijalne sekvence 18S rRNA gena H. canis, duzina u rasponu od
454 do 627 bp, pokazale su izvesnu heterogenost. Poravnanje je izrSeno na osnovu 30 sekvenci koje
pokrivaju duzinu od 539 bp, gde su uocene varijabilne pozicije sekvenci, dok je Sest sekvenci isklju¢eno
iz analize zbog nedovoljne duzine na 5’ ili 3° kraju. Sve reprezentativne sekvence su deponovane u banci
gena (GenBank®) pod pristupnim brojevima (OP012773 - OP012802) (Tabela 16). Sekvence su pokazale
varijabilnost na pet pozicija, $to odgovara pet razli¢itih tipova sekvenci. To su tipovi sekvenci S1, S2,
S3, S4i S5 (Tabela 17).

Tabela 16. Deponovane sekvence Hepatozoon canis detektovane u analiziranom uzorku vuka

Pristupni broj Lokalitet Tip sekvence
OP012773 Paracin S2
OP012774 UZice S2
OP012775 Knjazevac S2
OP012776 Bajina Basta S2
OP012777 Bela Palanka S1
OP012778 Sjenica S4
OP012779 Despotovac S5
OP012780 Paracin S2
OP012781 Paracin S2
OP012782 Sokobanja S1
OP012783 UZice S2
OP012784 Petrovac na Mlavi S2
OP012785 Petrovac na Mlavi S2
OP012786 Petrovac na Mlavi S2
OP012787 Blace S4
OP012788 Paracin S1
OP012789 Knjazevac S2
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OP012790 Cajetina S5

OP012791 Valjevo S2
OP012792 Svrljig S5
OP012793 Paracin S2
OP012794 Uzice S1
OP012795 Boljevac S2
OP012796 Golubac S2
OP012797 Zajecar S2
OP012798 Valjevo S3
OP012799 Zagubica sS4
0OP012800 Despotovac S5
OP012801 Cajetina sS4
0OP012802 Petrovac na Mlavi S2

Tabela 17. Pozicija varijabilnih mesta u parcijalnim sekvencama 18S rRNK gena (539 bp)

Pozicija varijabilnih mesta

Tip sekvence
3bp 380 bp 400 bp 522 bp 523 bp
Konsenzus T A G C A
S1
S2 A
S3 A G T ’ G
S4 A G T T G
S5 A G T T

Skracenica. bp-bazni parovi, T-timin, A-adenin, G-guanin, C-citozin.

Po cetiri sekvence (4/30, 13,3%) pripadaju S1, S4 i S5 tipu sekvenci, 17/30 (56,7%) pripada tipu
sekvence S2, a jedna sekvenca (1/30, 3,4%) pripada tipu sekvence S3. U pogledu regionalne distribucije,
20 sekvenci potice od zivotinja sa lokaliteta u istoénom regionu i 10 sa lokaliteta u zapadnom regionu.
Svih pet tipova sekvenci su prisutne u zapadnom regionu, dok su cetiri (S1, S2, S4 i S5) prisutne u
isto¢nom regionu u kome jedino sekvenca S3 nije pronadena. lako je tip sekvence S2 bio dominantan u
oba regiona (65% u istocnom regionu, 40% u zapadnom regionu), uoc¢ene su neznatne razlike u pogledu
distribucije tipova sekvenci izmedu regiona, sa dominacijom S2 i S4 na zapadu i S1, S2 i S5 na istoku
(Slika 24 i Slika 25).
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Istocni region

51
15%

S5

3%
s3

S2
65%

ES51 =52 w53 =S54 m55

Slika 24. Distribuciju tipova sekvenci S1-S5 u isto¢nom regionu

Zapadni region

S5 Sl
10% 10%

53
10%

E5]1 E52 ES3 ES54 ESS

Slika 25. Distribucija tipova sekvenci S1-S5 u zapadnom regionu
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4.4.1.1. Filogenetske analize prisustva Hepatozoon canis u populaciji vuka

Filogenetske ,,neighbour-joining* analize 18S rRNA sekvenci Hepatozoon canis su vrsene na ukupno 30
sekvenci duzine 539 bp, kod kojih se na osnovu uocenih varijabilnih pozicija se izdvojilo pet razli¢itih
tipova sekvenci (S1-S5) H. canis (Slika 26).

244-2017 vuk Srbija Despotovac
‘ 54-2014 vuk Srbija Cajetina 51
2-2017 vuk Srbija Despotovac
308-2010 vuk Srbija Petrovac na Mlavi
158-2017 vuk Srbija Golubac
154-2016 vuk Srbija Boljevac
142-2012 vuk Srbija Paracin
129-2017 vuk Srbija Valjevo
37-2015 vuk Srbija KnjaZevac
12-2015 vuk Srbija Petrovac na Mlavi
11-2015 vuk Srbija Petrovac na Mlavi
10-2016 vuk Srbija Petrovac na Mlavi S2
7-2020 vuk Srbija Uzice
6-2014 vuk Srbija Paraéin
5-2014 vuk Srbija Paracin
2-2018 vuk Srbija Bajina Basta
2-2012 vuk Srbija Uzice
4-2014 vuk Srbija Paracin
2-2014 vuk Srbija KnjaZzevac
168-2012 vuk Srbija ZajeCar
— 169-2017 vuk Srbija Valjevo  §3
112-2012 vuk Srbija Sjenica
‘ 13-2016 vuk Srbija Blace
‘ 179-2016 vuk Srbija Zagubica
246-2017 vuk Srbija Cajetina
53-2012 vuk Srbija Bela Palanka
7-2012 vuk Srbija Sokobanja
143-2012 vuk Srbija UzZice
13-2017 vuk Srbija Paracin

‘ 132-2016 vuk Srbija Svrljig

S4

S5

0.0010

Slika 26. ,,Neighbour-joining* analiza 18S rRNA sekvenci Hepatozoon canis detektovanih u vukovima
u Srbiji. Tipovi sekvenci (S1-S5) su oznaceni brojem grupe na desnoj strani slike. Za svaku zivotinju
su naznaceni kolektorski brojevi i lokaliteti.
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Za dalju analizu odabrano je pet reprezentativnih sekvenci dobijenih u ovoj studiji, po jedna iz svakog
tipa sekvence. Na osnovu rezultata BLAST pretrage sa prethodno deponovanim sekvencama dostupnim
u banci gena (GenBank®) sekvenca S1 tipa je pokazala 100% identi¢nost sa sekvencama H. canis u
pasima iz Hrvatske, Madarske i Nemacke (pristupni brojevi - FJ497010, MK301151, MK757806) i
lisicama iz Slovacke i Nemacke (KKS879141, MK757792); reprezentativna sekvenca S2 tipa sa
sekvencama H. canis u pasima iz Hrvatske i Nemacke (FJ497009, MK757805), lisicama iz Ceske i
Madarske (KU893119, KF322142), vukovima iz Hrvatske (MH656730) i krpeljima 1. ricinus iz
Slovacke i Ceske (MG253004, KU597242). Tip sekvence S3 poklapa se sa samo dve sekvence iz banke
gena (GenBank®), obe poreklom iz lisica iz Italije (KP715303, KP644235). Reprezentativna sekvenca
S4 tipa pokazala je 100% identi¢nost sa sekvencama H. canis u pasima iz Nemacke, Juzne Koreje, Kube,
Kine i Malezije (MK757802, MK238384, MN393911, MZ675626, KT267961), lisicama iz Srbije i
Slovacke (MH699891, KKS887327) i jedne juznoamercke vrste lisica (Dusicyon thous Linnaeus, 1766)
iz Brazila (AY461375) i krpelju R. sanguineus sa psa iz Egipta (MG564217). S5 tip sekvence identic¢an
je sa sekvencama H. canis u pasima iz lIrana, Zambije, Kirgistana, Turske, Madarske i Hrvatske
(KU360328, LC331054, MG917718, KI247117, MK301149, FJ497019), lisicama i Sakalima iz
Rumunije (KM096414, KKS712129), vukovima iz Hrvatske (MH656729) i R. sanguineus krpelju sa psa
iz Egipta (MG564216) (Slika 27).
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FJ497019 pas Hrvatska

KMO096414 lisica Rumunija

KU360328 pas Iran

KY247117 pas Turska

KX712129 zlatni Sakal Rumunija

MG564216 Rhipicephalus sanguineus sa psa Egipat
LC331054 pas Zambija

MG917718 pas Kirgistan

MH656729 vuk Hrvatska
MG254623 pas Turska

MK301149 pas Madarska

MT433125 pas Turska

7-2012 vuk Srbija Sokobanja *

112-2012 vuk Srbija Sjenica *

AY461375 Dusicyon thous Brazil

MK757802 pas Nemacka

MK238384 pas Juzna Koreja

MN393911 pas Kuba

MH699891 lisica Srbija

MG564217 Rhipicephalus sanguineus sa psa Egipat

KX887327 lisica Slovacka
MZ675626 pas Kina

KT267961 pas Malezija

169-2017 vuk Srbija Valjevo *
4{ KP715303 lisica ltalija S3
KP644235 lisica Italija

6-2014 vuk Srbija Paracin *
MK757805 pas Nemacka
MH656730 vuk Hrvatska
KF322142 lisica Madarska S2
KU597242 Ixodes ricinus Ceska

MG253004 Ixodes ricinus sa lisice Slovacka
FJ497009 pas Hrvatska

KU893119 lisica Ceska

2-2017 vuk Srbija Despotovac *
MK757806 pas Nemacka
MK757792 lisica Nemacka
MK301151 pas Madarska S1
KX879141 lisica Slovacka
FJ497010 pas Hrvatska

0.0010

Slika 27. , Neighbour-joining* analiza sekvenci fragmenta 18S rRNA gena Hepatozoon canis
reprezentativnih sekvenci dobijenih u ovoj studiji i dostupnih u banci gena (GenBank®). Vrsta
domacina, pristupni broj i zemlja porekla dati su za svaku nukleotidnu sekvencu iz banke gena
(GenBank®). Reprezentativne sekvence iz ove studije su ozna¢ene svojim kolektorskim brojem i
zvezdicom (*).
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4.4.2. Diverzitet razli¢itih genotipova Hepatozoon canis u populaciji Sakala

Sekvencirano je ukupno 35 uzoraka sakala, 32 adultne jedinke i 3 juvenilne jedinke, PCR-pozitivnih na
H. canis. Sekvenciranje je bilo uspesno za sve uzorke. Sekvence 18S rRNA gena H. canis, bile su duzine
u rasponu od 606 do 622 bp, dok je poravnanje svih sekvenci bilo duzine 567 bp. Sve sekvence su
deponovane u banci gena (GenBank®) pod pristupnim brojevima (PP711216 - PP711250) (Tabela 18).
Analizom sekvenci detektovana je varijabilnost na tri pozicije u sekvencama H. canis poreklom iz sakala.
Identifikovana su cCetiri razli¢ita tipa sekvenci. Dva tipa sekvenci su identi¢na tipovima sekvenci
prethodno identifikovanih kod vuka (S4 i S5), dok su druga dva jedinstvena tipa sekvenci oznacena kao
S61S7 (Tabela 19).

Tabela 18. Deponovane sekvence Hepatozoon canis detektovane u analiziranom uzorku $akala

Pristupni broj Lokalitet Tip sekvence
PP711216 Veliko Gradiste S4
PP711217 Suréin S4
PP711218 Velika Plana S4
PP711219 Surcin S4
PP711220 Pecinci S4
PP711221 ZajeCar S4
PP711222 Golubac S4
PP711223 Velika Plana S4
PP711224 Pecinci S4
PP711225 Ni$ S4
PP711226 Aleksinac S4
PP711227 Veliko Gradiste S4
PP711228 Bac S4
PP711229 Pecinci S4
PP711230 Smederevo S5
PP711231 Surcin S5
PP711232 Titel S5
PP711233 Zemun S5
PP711234 Ruma S5
PP711235 Kovin S5
PP711236 JUV Barajevo S5
PP711237 Sur¢in S5
PP711238 JUV Sur¢in S5
PP711239 Sur¢in S5
PP711240 Pecinci S5
PP711241 Lazarevac S5
PP711242 Bac S5
PP711243 Smederevo S5
PP711244 Sid S6
PP711245 Bela Palanka S6
PP711246 JUV Pecinci S6
PP711247 Svilajnac S5
PP711248 Sur¢in S7



PP711249 Cajetina S5
PP711250 Cajetina sS4
Skracenica. JUV- juvenilna jedinka Sakala

Tabela 19. Pozicija varijabilnih mesta u parcijalnim sekvencama 18S rRNK gena (567 bp)

. Pozicija varijabilnih mesta
Tip sekvence

85 bp 549 bp 550 bp
Konsenzus A T A
S4 : ' G
S5 ’ : A
S6 : C
S7 G

Skracenica. T-timin, A-adenin, G-guanin, C-citozin.

Na osnovu registrovanih tipova sekvenci u uzorku vuka u Srbiji, gde je genetska raznolikost patogena
bila veca (S1-S5) nego kod Sakala (S4-S7), identifikovano je da su S4 1 S5 identi¢ni kod ove dve vrste
kanida. Od svih identifikovanih sekvenci, 14/35 (40%) su pripadale S4 tipu, 16/35 (45,7%) S5 tipu, 3/35
(8,57%) S6 tipu, a jedna je pripadala S7 tipu sekvenci. Regionalno, 19 sekvenci je poreklom iz severne
Srbije, 8 iz zapadne Srbije i 8 iz isto¢ne Srbije. Svi tipovi sekvenci Su prisutni na severu, tri (S4, S5, S6)
tipa su prisutna na istoku, a dva (S4, S5) na zapadu. S5 tip je dominirao u severnom (53%) i zapadnom
(63%) regionu, dok je S4 tip dominirao na istoku (75%). U severnom regionu tip sekvence S4 (32%) i
S6 (10%) su bile druga, odnosno treéa po zastuljenosti, u isto¢nom regionu to su sekvence S6 (13%) i
S5 (12%), a u zapadnom S4 sekvenca (37%) (Slike 28 - 30).

Severniregion
57

5%

56

H54 W55 W56 W57

Slika 28. Distribuciju tipova sekvenci S4-S7 u severnom regionu
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Istocni region
57

S6 0%
13%

E54 WSS @Sc msS57

Slika 29. Distribuciju tipova sekvenci S4-S7 u isto¢nom regionu

Zapadni region
56

57 0%
0%

5S4 ES5 @56 mS7

Slika 30. Distribuciju tipova sekvenci S4-S7 u severnom regionu
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4.4.2.1. Filogenetske analize sekvenci Hepatozoon canis u analiziranom uzorku sakala

Filogenetske analize su vrSene na ukupno 35 sekvenci duzine 567 bp, gde se na osnovu uocenih
varijabilnih pozicijia izdvaja Cetiri razlicita tipa sekvenci (S4-S7) H. canis. Sekvence H. canis poreklom
iz sakala, preliminarnom BLAST analizom pokazale su podudarnost sa ranije objavljenim sekvencama
iz Srbije, ukljucujuci one poreklom iz vukova, lisica, pasa, zutogrlog misa Apodemus flavicollis
Melchior, 1834 i krpelja R. sanguineus. Kombinovani skup podataka od 77 sekvenci gena 18S rRNA H.
canis (35 iz ove studije i 42 ranije objavljenih) podvrgnuta je filogenetskoj analizi (Slika 31, Slika 32).

Filogenetske analize ,,maximum likelihood* i Bajesova statistika svih sekvenci uklju¢enih u studiju dale
su uglavnom sli¢ne rezultate (Slika 31, Slika 32). Filogenetska analiza otkrila je tri velika klastera (Slika
31). Prvi klaster, je bio heterogen (29/77, 37,66%), i sekvence izolovane iz Sakala su pokazale 100%
identi¢nost sa sekvencama izolovanim iz vuka (pristupni brojevi - OP012778, OP012787, OP012799,
OP012801), lisica (MH699886, MH699888, MH699885, MH699892, MH699887, MH699891,
MH699889, MH699884, MH699890) i jednom iz A. flavicollis (0Q262961), sve su pripadale S4 tipu.
Drugi klaster (24/77, 31,17%) je bio raznolik i sadrzao je sekvence iz Sakala, vuka (OP012782,
OP012788, OP012777, OP012798, OP012794) i jednog krpelja (R. sanguineus) (MZ146329), gde je
dominirao S5 tip, uz samo tri prisutne sekvence Sakala klasifikovane kao S6 tip. Treca klada (21/77,
27,27%) je bila monofiletska, sastojala se od sekvenci izolovanih iz vuka, u kojoj je dominirao S2 tip
sekvenci (OP012775, OP012773, OP012783, OP012784, OP012793, 0OP012781, OP012780,
OP012791, OP012797, OP012802, OP012774, OP012776, OP012795, 0OP012786, OP012789,
OP012785, OP012796), uz samo cetiri prisutne S1 sekvence (OP012790, OP012800, OP012779,
OP012792). Tri sekvence se nisu uklapale u ove klastere i klasifikovane su kao S3 izolovana iz vuka
(OP012798), S7 izolovana iz Sakala u toku ove studije i S8 izolovana iz psa (MZ930460). Treba
napomenuti da je jedini izuzetak izmedu dva filogenetska stabla uo¢en u polozaju jedne sekvence koja
poti¢e od vuka (prema br. OP012798). U filogenetskom stablu ,maximum likelihood*, ova sekvenca je
identifikovana kao tip sekvence S3, dok je u Bajesovom stablu klasifikovana u tip sekvence S4.
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OQ262961 Apodemus flavicollis 2011 S4
QPO012778 Canis lupus 2012 S4
OPO012787 Canis lupus 2016 S4
4-2019 Canis aureus 2019 S4
7-2011 Canis aureus 2011 S4
9-2010 Canis aureus 2010 54
9-2015 Canis aureus 2015 S4
24-2019 Canis aureus 2019 S4
34-201& Canis aureus 2014 54
149-2013 Canis aureus 2013 S4
6-2019 Canis aureus 2019 S4
B7-2013 Canis aureus 2013 54
211-2017 Canis aureus 2017 S4
2152017 Canis aureus 2017 S4
—1322-2010 Canis aureus 2010 54
58-2021 Canis aureus 2020 S4
43-2014 Canis aureus 2014 S4
OPO012799 Canis lupus 2016 S4
OP012801 Canis lupus 2017 S4
MHE99884 Vulpes vulpes 2010 S4
MHE99889 Vulpes vulpes 2011 S4
MHB99881 Vulpes vulpes 2013 S4
MHE99887 Vulpes vulpes 2011 S4
MHE99892 Vulpes vulpes 2011 S4
MHB99885 Vulpes vulpes 2011 S4
MHE99888 Vulpes vulpes 2013 S4
MHE99886 Vulpes vulpes 2013 S4
MHB99890 Vulpes vulpes 2013 S4
41-2020 Canis aureus 2020 S4

ﬂ{ 102-2013 Canis aureus 2013 S6

|&1 230-2013 Canis aureus 2013 S6
43-2021 Canis aureus 2020 S6
5£1-2017 Canis aureus 2017 S5
— OP012782 Canis lupus 2011 S5
29-2014 Canis aureus 2014 S5
30-2020 Canis aureus 2020 S5
45-2013 Canis aureus 2013 S5
71-2014 Canis aureus 2014 S5
41-2021 Canis aureus 2020 S5
50-2021 Canis aureus 2020 S5
231-2013 Canis aureus 2013 S5
235-2013 Canis aureus 2013 S5
38-2019 Canis aureus 2019 S5
300-2013 Canis aureus 2013 S5
37-2017 Canis aureus 2017 S5
59-2021 Canis aureus 2020 S5
MZ 146329 Rhipicephalus sanguineus 2019 S5
QOFP012788 Canis lupus 2016 S5
OP012794 Canis lupus 2012 S5
319-2010 Canis aureus 2010 S5
49-2017 Canis aureus 2017 S5
38-2020 Canis aureus 2020 S5
QPO012777 Canis lupus 2012 S5
—— OF012798 Canis lupus 2017 S3
61-2011 Canis aureus 2010 S7
OP012790 Canis lupus 2014 S1
63 [OFP012800 Canis lupus 2017 S1
[ |oPo12779 Canis lupus 2017 S1
OP012792 Canis lupus 2016 S1
—— OP012775 Canis lupus 2014 S2
QOPO012773 Canis lupus 2014 S2
OP012783 Canis lupus 2019 S2
OP012784 Canis lupus 2015 S2
OFP012793 Canis lupus 2012 S2
OP012781 Canis lupus 2014 S2
OP012780 Canis lupus 2014 S2
g8 | OCF012791 Canis lupus 2017 S2
OPO012797 Canis lupus 2012 S2
OP012802 Canis lupus 2010 S2
OFP012774 Canis lupus 2011 S2
OPO012776 Canis lupus 2018 S2
OP012795 Canis lupus 2018 S2
QOFP012786 Canis lupus 2014 S2
QP012789 Canis lupus 2015 S2
OP012785 Canis lupus 2014 S2
OFP012796 Canis lupus 2017 S2
MZ930460 Canis lupus familiaris 2018 S8

,7 OQ931338
OL852087

ag
\—{ MZATS9TT
88
MZ4T75980

0.005

Slika 31. Filogenetsko stablo ,,maximum likelihood* konstruisano koriscenjem 77 sekvenci gena
fragmenata 18S rRNA H. canis. Stablo je ukorenjeno odgovarajucim sekvencama Hepatozoon felis.
Brojevi na granama oznacavaju bootstrap vrednosti >50. Sekvence izolovane iz Sakala su uokvirene

narandzastom bojom.
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OP012782 Canis lupus 2014 S5

[TETTTTTTTTTT]

5 5202085
—— MZ146329 Rhipicephalus sanguineus 2019 S5
—— OP012788 Canis lupus 2016 S&
H- OP012794 Canis lupus 2015 S5
— 319_2010 Canis aureus 2010 55

— OP012773 Canis lupus 2014 S2
— OP012783 Canis lupus 2019 S2
—— OP012784 Canis lupus 2015 S2
— OP012793 Canis lupus 2012 $2
— OP012781 Canis lupus 2014 $2
—— OP012780 Canis lupus 2014 S2
— OP012791 Canis lupus 2017 S2
—— OP012797 Canis lupus 2012 S2
—— OP012802 Canis lupus 2010 S2
= OP012774 Canis lupus 2011 52
—— OP012776 Canis lupus 2018 S2
—— OP012795 Canis lupus 2016 S2
— OP012786 Canis lupus 2014 S2
—— OP012789 Canis lupus 2015 §2

——— OP012775 Canis lupus 2014 S2
065 — OP012785 Canis lupus 2014 S2
OP012792 Canis lupus 2016 S1
OP012779 Canis lupus 2017 S1
OP012790 Canis lupus 2014 S1
OP012800 Canis lupus 2017 S1
—— OP012796 Canis lupus 2017 S2
<2011

0.97

p— 3 ) ( X 0595
—— OP012777 Canis lupus 2012 S5

1 — 0Q262961 Apodemus flavicallis 2011 S4

— OP012778 Canis lupus 2012 S4

—— OP012787 Canis lupus 2016 S4

|
420

43 2014 Canis aureus 2014 S4
—— OP012799 Canis lupus 2016 S4
—— OP012801 Canis lupus 2017 S4
—— MHBI9884 Vulpes vulpes 2010 S4
—— MHBI9889 Vulpes vulpes 2011 S4
—— MHB99891 Vulpes vulpes 2013 S4
—— MHB99887 Vulpes vulpes 2011 S4
— MHB99892 Vulpes vulpes 2011 S4
—— MHG99885 Vulpes vulpes 2011 S4
— MHB99888 Vulpes vulpes 2013 S4
— MHB99886 Vulpes vulpes 2013 S4
" MHB99890 Vulpes vulpes 2013 S4
[ OP012798 Canis lupis 2017 $4

12930460 Canis lupus familiaris 2018

0L852087
’—E MZ475977

1 MZ475980
A 00931338

o

Slika 32. Bajesovo filogenetsko stablo konstruisano koriscenjem 77 18s rRNA fragmentnih sekvenci
gena H. canis. Stablo je ukorenjeno koriscenjem Cetiri sekvence H. felis (OK931338, OL852087,
MZz475977 i MZ475980). Brojevi na granama oznacavaju posteriorne verovatnoce. Sekvence
izolovane iz Sakala su oznac¢ene crvenom bojom.
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S. DISKUSIJA

U okviru ove studije je prvi put sistematicno analizirano prisustvo i geneticki diverzitet patogena
Hepatozoon canis kod vuka i Sakala na sirokom prostoru njihovog areala u Srbiji. Studije ovog karaktera
su veoma znacajene jer mogu ukazati na Ulogu koju vukovi i $akali imaju u enzootskim ciklusima
kruzenja patogena H. canis na prostoru koji se istrazuje. Prethodna istrazivanja su pokazala da divlje
kanide, ukljucujuci vuka, lisicu, Sakala i rakunolikog psa, igraju znac¢ajnu ulogu kao domacini i rezervoari
za razliCite patogene koji se prenose vektorima (Duscher et al., 2015; Sukara et al., 2018; Juwaid et al.,
2019; Ebani et al., 2023). Njihovo $iroko rasprostranjenje, brza prilagodljivost i interakcije sa domacim
zivotinjama i ljudima ¢ine ih klju¢nim faktorima u epidemiologiji bolesti koje prenose vektori kao Sto su
krpelji, buve i komarci.

U danasnje vreme Sirenju bolesti koje prenose vektori, izvan njihovog prirodnog areala aktivno doprinose
klimatske promene koje se desavaju usled povecane emisije gasova staklene baste (Medlock & Leach,
2015; Ogden & Lindsay, 2016; Bouchard et al., 2019; de Souza & Weaver, 2024). Usled rasta srednje
godiS$nje temperature mnogi vektorski organizmi Sire svoje rasprostranjenje na sever (odnosno na jug na
juznoj hemisferi), tako da se sve veci broj vektorski prenosivih bolesti registruje sa vecom ucestalos¢u
kod zivotinja unutar podrucja gde ranije nisu registrovane, ili su samo sporadi¢no bile prisutne. Tako je
U porastu i pojava veéeg broja krpeljski prenosivih bolesti uzrokovanih patogenima koji ranije nisu bili
potvrdeni u pojedinim delovima Evrope (Semenza & Suk, 2018). Klimatske promene su jedan od razloga
za Sirenje H. canis. Veruje se da uz dejstvo drugih faktora (npr. putovanje kuénih ljubimaca sa
vlasnicima), Sirenje geografskog podruc¢ja Rhipicephalus sanguineus usled klimatskih promena i
globalnog zagrevanja znatno doprinosi i Sirenju H. canis (Dantas-Torres et al., 2015; Dantas-Torres, et
al., 2017; Hansford et al., 2018).

Poslednjih godina, hepatozoonoza, kao krpeljski prenosiva bolest, pokazuje sve veci trend Sirenja kod
kanida Sirom sveta. Taj trend Sirenja je posebno izrazen na prostoru Evrope (Totkacz et al., 2023). Pseci
krpelj R. sanguineus je prepoznat kao primarni vektor odgovoran za prenosenje H. canis (Baneth et al.,
2007), uzro¢nika ove bolesti. Ova vrsta krpelja je Sroko rasprostranjena u Evropi 1 parazitira na velikom
broju divljih Zivotinja (Dantas-Torres, 2010). Za razliku od drugih krpeljski prenosivih patogena, H.
canis se na pse i druge kanide prenosi ingestijom zarazenog krpelja (Baneth et al., 2007; Baneth 2011).

Medutim, zna¢aj vuka u transmisiji patogena koji se prenose iksodidnim krpeljima do sada nije bio u
znacajnijem fokusu istrazivanja, i zato se malo zna o njegovoj ulozi u enzootskom ciklusu krpeljski
prenosivih bolesti. Velika mobilnost vuka, Siroki areali, velike individualne teritorije (eng. home range),
predatorske navike i Cesti kontakti sa ljudima, psima i drugim domac¢im zivotinjama (J¢drzejewski et al.,
2012) ¢ine ih potencijalno vaznim rezervoarom zoonoza. Vuk deli veéinu parazita i patogena sa domacim
psima (Popiofek et al., 2007; Alsarraf et al., 2023) 1 divljim kanidama (Almberg et al., 2012). Primer
tome mogu da budu infekcije krpeljski prenosivih patogena poput Borrelia spp. i Babesia spp., koje su
detektovane kod vuka u Evropi (Kloch et al., 2005; Jara et al., 2016; Battisti et al., 2020), zatim
Anaplasma phagocitophilum i Babesia canis koje su registrovane kod vuka u ve¢em broju zemalja
(Karbowiak et al., 2008; Erdélyi et al., 2014; Jara et al., 2016; Hodzi¢ et al., 2020; Wymazat et al., 2024).
Na prostoru Srbije studije o prisustvu parazita u populaciji vuka zapocete su poslednjih desetak godina
pri ¢emu je njihov glavni fokus bio na analizama gastrointestinalnih parazita, trihinele i dirofilarije
(Cvetkovi¢ et al., 2011; Penezi¢ et al., 2014; Teodorovi¢ et al., 2014; Cirovié et al., 2015b; Pavlovi¢ et
al., 2017; Gajic¢ et al., 2019; Uzelac et al., 2019).
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Kao i vukovi, $akali su takode prepoznati kao vazni domacini za veliki broj patogena, u prilog tome bi
moglo i¢i pre svega njihova plasti¢nost i oportunizam. Preferencija ka stanistima na nizim nadmorskim
visinama, sposobnost uspostavljanja populacija u blizini ljudskih naselja (Cirovi¢ et al., 2016) i bliski
filogenetski odnosi sa psima (Galov et al., 2015; Ninausz et al., 2023) povecavaju verovatnocu interakcije
izmedu ove dve vrste kanida. Uzimajuci u obzir ove ¢injenice, Sakali bi mogli postati najznacajniji
rezervoari bolesti od zoonotskog zna¢aja medu evropskim kanidama. Sirenje areala (Trouwborst et al.,
2015; Krofel et al., 2017), visoke brojnosti i gustine lokalnih populacija (Sélek et al., 2014) u nekim
delovima areala idu u prilog ovoj tezi. Sakal je identifikovan kao domacin za veliki broj patogena
uklju¢ujuci niz onih koji se prenose vektorima, kao $to su Ehrlichia canis Donatien & Lestoquard 1935,
A. phagocitophilum, patogeni iz grupe rikecija koji izazivaju pegavu groznicu (Waner et al., 1999),
Dirofilaria spp. (Penezi¢ et al., 2014; lonica et al., 2016), Thelazia callipaeda Railliet & Henry, 1910
(Mihalca et al., 2016), Leishmania infantum Nicolle, 1908 (Hervas et al., 1996; Cirovi¢ et al., 2014b),
Babesia spp., Anaplasma spp. i Leishmania spp. (Sukara et al., 2018), H. canis (Duscher et al., 2013;
Farkas et al., 2014).

Ova doktorska disertacija je prva studija o H. canis, patogenu koji se prenosi krpeljima u populaciji vuka
u Srbiji, takode, treca takva studija u svetu. Ova Cinjenica govori U prilog tome koliko je malo izu¢avan
znacaj vuka kao potencijalnog rezervoara, kao i njegov doprinos u Sirenju ovog patogena. Nesto bolja
istraZzenost u ovom pogledu karakterise Sakala. Nekoliko studija sprovedenih na prostorima jugoisto¢ne
i centralne Evrope daje prikaz prisustva i prevalenci H. canis u populacijama sakala (Duscher et al., 2013,
2014b; Farkas et al., 2014). U okviru studije Duscher i saradnici (2014b) analizirali su veliki uzorak
Sakala poreklom iz Srbije (206/311), testirane jedinke su imale visoku prevalenciju. Rezultati ove

v

prevalencije kod vuka i Sakala visoke. Prema ranije objavljenoj studiji o prisustvu H. canis u
populacijama Sakala sa podruc¢ja Madarske, Srbije i Austrije, prevalencija kod Sakala iz Srbije je bila
67,5%, §to je u skladu sa rezultatima iz ove studije (Duscher et al., 2014b). Istrazivanjem prisustva H.
canis u vuku i Sakalu utvrdeno je da je parazit Siroko rasprostranjen na prostoru Srbije. Nasi rezultati su
u skladu sa rezultatima Juwaid-a i saradnika (2019).

lako se distribucije vuka i Sakala u Srbiji u dobroj meri preklapaju, postoji znacajna razlika u preferenciji
staniSta koje ove dve vrste kanida naseljavaju. Vuk preferira Sumovite, brdske i planinske predele u
isto¢nim, zapadnim i juznim delovima zemlje, dok su Sakali, kao oportunisti prisutni na skoro celoj
teritoriji Srbije, gde preferiraju nize nadmorske visine i staniSta obrasla gustom vegetacijom, Sumom i
Zbunastom vegetacijom, obrasle obale reka i moc¢vara, poljoprivredne predele i suburbane zone. Gustine
populacije Sakala jasno se razlikuju u odnosu na nadmorsku visinu. U nizim predelima u kojima
dominiraju antropogeno izmenjeni predeli gustine lokalnih populacija Sakala su izuzetno visoke (oko 1,1
grupa/10 km?) (Salek et al., 2014), dok je znatno niza u planinskim predelima. Na osnovu razlika u
preferencija stanista, odnosno klimatskih i geografskih odlika koji su karakteristi¢ni za ta staniSta i koja
mogu u vec¢oj ili manjoj meri pogodovati krpeljima ili patogenu moze se objasniti razilka u prevalenciji
H. canis kod vuka i Sakala. Ucestalost pojavljivanja H. canis u analiziranom uzorku sakala je za oko 21%
bila ve¢a u odnosu na vuka (prevalencija kod vuka 57,94%, kod sakala 78,95%).

Eksponencijalni rast, velika brojnost koja se procenjuje na vise od 20000 jedinki sa tendencijom daljeg
sirenja, kao i velika gustina populacije $akala u Srbiji (Cirovié et al., 2018) mogu u velikoj meri objasniti
vecu prevalenciju H. canis kod ove kanide. Dok je populacija vuka u Srbiji stabilna, ali manje brojna,
oko 700-800 jedinki (Milenkovic et al., 2007) pa je to moguci razlog manje prevalencije patogena.

U evropskim populacijama vuka nema mnogo literaturnih podataka o prevalencijama patogena H. canis.
Postoje samo dve studije koja su publikovane na vuku, u Nemackoj (46%) (Hodzi¢ et al., 2020) i Italiji
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(75,8%) (Battisti et al., 2020). Vecina studija je pokazala da su sakali i lisice veoma podloZni infekciji
H. canis, sa prevalencijama i do 90% u nekim delovima Evrope, a rezultati sugerisu da ove dve vrste
kanida mogu biti potencijalni rezervoari za H. canis (Cardoso et al., 2014; Duscher et al., 2014b; Farkas
et al., 2014; Najm et al., 2014; Hodzic et al., 2015; Mitkova et al., 2017; Hodzi¢ et al., 2018a, Juwaid et
al., 2019). Sprovedene studije o prisustvu H. canis kod Sakala u Evropi dokumenovale su visoku
prevalenciju (60%) u Madarskoj (Farkas et al., 2014), dok je jedna jedinka, sluCajno stradala u
saobracaju, testirana i bila pozitivna na H. canis u Austriji (Duscher et al., 2013). Takode, visoka
prevalencija detektovana je kod vuka u Nemackoj (46%) (Hodzi¢ et al., 2020) i Italiji (75,8%) (Battisti
et al., 2020). U poredenju sa vukom i $akalom, registrovane prevalencije kod lisice su znacajno varirale
medu evropskim zemljama, a najviSe su bile u Spaniji (100% i 91%) (Criado-Fornelio, et al., 2018;
Ortufio et al., 2022), Nemackoj (77,6%) (Helm et al., 2020), Portugalu (75,6%) (Cardoso et al., 2014),
Srbiji (61,2%) (Juwaid et al., 2019) i Austriji (58,3%) (Duscher et al., 2014a). Ranije sprovedene studije
su zabelezile niske prevalencije H. canis kod pasa (20,42%; 18,18%; 1,81%) (Helm et al., 2020; Dordio
et al., 2021; Sukara et al., 2023) i macaka (1,7%; 0,51%) (Criado-Fornelio, et al., 2009; Giannelli et al.,
2017).

Osim kod autohtonih divljih kanida (vuka, Sakala i lisice), u Srbiji je registrovano prisustvo H. canis kod
razli¢itih vrsta Zivotinja, ukljucujuci krpelje I. ricinus (Potkonjak et al., 2016) i R. sanguineus (Banovi¢
et al., 2021), pse (Gabrielli et al., 2015; Sukara et al., 2023) i zutogrlog misa A. flavicollis (Veinovi¢ et
al., 2024), sto bi ovog patogena ¢inilo izuzetno prilagodljivim razli¢itim vrstama domacina koje postaju
deo transmisionog ciklusa H. canis.

U analiziranim uzorcima vuka i Sakala na podru¢ju Srbije u ovoj studiji registrovane su razlike u
prevalenciji u odnosu na pol. Na ukupnom uzorku vuka prevalencije u odnosu na pol su bile razli¢ite.
Kod Zenki ona je iznosila 54,55%, a kod muzjaka 60,32%. | kod Sakala postojala je razlika u prevalenciji
izmedu polova, ali je u odnosu na vuka imala drugaciji obrazac, pa je kod Zenki (80%) bila nesto veca
nego kod muzjaka (78,13%). Statisti¢ke analize nisu pokazale znaCajnost izmedu polova unutar vrsta.
Generalno posmatrano prevalencije kod muzjaka i zenki Sakala su bile znatno vec¢e nego kod muzjaka i
zenki vukova. Svakako buduca istrazivanja bi trebalo da rasvetle ove dobijene razlike izmedu polova
kod vuka i Sakala, posto su dobijeni rezultati za vuka znacajno drugaciji od podataka iz Nemacke gde je
prevalneca bila slicna za Zenke (46,2%) 1 muzjake (45,9%) (Hodzi¢ et al., 2020).

U okviru ove studije ukljucene su samo adultne jedinke vuka, dok je u uzorku Sakala bilo 13,16%
juvenilnih jedinki (§tenaca). Sve analizirane juvenilne jedinke su bile starosti od 3-7 meseci. Sest od 15
analiziranih Stenaca Sakala (40%) je bilo pozitivno na H. canis. Ova Cinjenica ukazuje da se Sakali zaraze
jos$ kao Stenci, verovatno kada timare svoje krzno i slu¢ajno progutaju zarazenog krpelja (Baneth et al.,
2003). U okviru studije Sukara i saradnici (2018) prikupljeno je ukupno 118 krpelja sa jedinki Sakala u
Srbiji, procentualna zastupljenost vrsta krpelja bila je 54,2% l.ricinus, 39,8% D.reticulatus, 5,9%
H.concinna. Pored ingestije zarazenog krpelja (Baneth et al., 2011; 2017), visok procenat pozitivnih
Stenaca, koji su bili starosti od samo 3-7 meseci, ha H. canis takode moZe ukazivati i na potencijalno
transplacentalnu transmisiju sa majke na potomstvo (Murata et al., 1993; Hodzi¢ et al., 2018a; Schafer
et al., 2022a). Transplacentalni prenos H. canis, dokumentovan je kod pasa i lisica u nekoliko studija
(Murata et al., 1993; Hodzic er al., 2018; Schéfer et al., 2022a). Ovaj nacin transmisije je znacajan jer
omogucava da se parazit direktno prenese sa zarazene majke na njeno potomstvo, zaobilazeci potrebu za
vektorom koji ¢e ga preneti sa jednog na drugog domacina. Transmisija se javlja kada patogen prode
kroz placentnu barijeru tokom trudnoce i inficira fetus.

I u odnosu na prostorni aspekt registrovane su odredene razlike u prevalencijama kod vuka i Sakala. Za
potrebe studije koja je sprovedena na populaciji vuka, Srbija je podeljena na osnovu polozaja Velike i
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Juzne Morave na dva regiona - isto¢ni i zapadni region. Prevalencijia H. canis kod vuka u Srbiji bila je
veca u isto¢nom regionu 72,7% nego u zapadnom regionu 47,6%. Postojanje ovako velikih razlika
izmedu isto¢nog i zapadnog regiona je uslovilo postojanje statisticke znacajnosti u njihovim
prevalencijama. Slicno vuku, za potrebe studije sprovedene na populaciji $akala, Srbija je podeljena na
tri regiona - severni, isto¢ni i zapadni, u odnosu na polozaj Dunava, Save, Velike i Juzne Morave.
Najveca prevalencija zabelezena je u zapadnom regionu 95,6%, zatim u isto¢nom regionu 84,8%, potom
severnom regionu 68,9%. Numericke analize su pokazale postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
ova tri regiona.

Rezultati ukazuju da su najvece prevalence kod vuka 1 Sakala bile u periodu 2012. odnosno 2013. godine.
Razlog tome bi mogli da budu klimatski uslovi iz tog perioda koji su pogodovali razvoju i brojnosti
populacija krpelja i njihovoj inficiranosti. Kako kod nas ne postoji sistemski populacioni monitoring
krpelja koji podrazumeva procene brojnosti i gustine populacija, ovo objasnjenje moze biti prihva¢eno
samo na nivou hipoteze. U budu¢im istraZivanjima krpeljski prenosivih patogena, svakako treba obratiti
posebnu paznju na populaciono-ekoloske aspekte razli¢itin vrsta krpelja koji imaju medicinski i/ili
veterinarski znacaj. Pracenje populacione dinamike krpelja tokom vremena svakako moze delom
rasvetliti razli¢ite prevalencije mnogih iksoidnih patogena u populacijama njihovih domacina. Sa
prostorno-vremeneskog aspekta, zabelezena je izvesna fluktuacija prevalencija tokom 11 analiziranih
godina kod Sakala (2010-2020. godina), odnosno 10 kod vuka (2010-2019. godina). U toku 2012. godine
zabeleZena je najviSa prevalencija patogena kod vuka u zapadnom regionu (50%), dok je 2014. godina
sa najviSom prevalencijom u isto¢nom regionu (75%). Kod Sakala, zapadni region je takode imao najvisSu
prevalenciju patogena u toku 2012. godine (100%), severni region u toku 2013. godine (82,35%), isto¢ni
u toku 2016. (100%). Kao i na nivou cele Srbije, osobenosti i razlike regionalne klime koji su bile tokom
ovih godina mogu biti razlog raziCitim prevalencijama koje su registrovne na nivou regiona.

Prevalencije H. canis kod vuka bile su najvece u vreme zimskih meseci, u toku januara (75%) u isto¢nom
regionu, u toku februara (50%) u zapadnom regionu. Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod Sakala, gde je
najvecéa prevalencija uo¢ena u decembru (86,66%) u istocnom regionu i u januaru u zapadnom (100%) i
severnom regionu (85,71%). Ovako visoke prevalencije bi mogle biti uslovljene veli¢inom uzorka.
Naime najveci broj uzoraka vuka i Sakala je poreklom iz zimske sezone, kada se ove zivotinje najvise 1
love. I ove razlike bi trebalo proveriti buduc¢im istrazivanjima i to pre svega prikupljanjem veceg broja
zivotinja tokom proleca, leta i jeseni, 1 na taj naci izbalansirati veliCinu uzorka sto ¢e svakako doprineti
kvalitetu dobijenih rezultata.

Filogenetske analize sprovedene u okviru ove studije imale su za cilj da se analizira genetiCka
varijabilnost H. canis kod vuka i Sakala kao i da se proceni srodnost izmedu H. canis 18S rRNA sekvenci
preuzetih iz banke gena (GenBank®) i novodobijenih sekvenci iz ovih istrazivanja. Dobijeni rezultati u
okviru ovih istrazivanja pokazali su veci geneticki diverzitet u sekvencama 18S rRNA gena H. canis
poreklom iz vuka (ukupno pet tipova sekvenci S1-S5) u poredenju sa onima iz $akala (ukupno Cetiri tipa
sekvence S4-S7). Ove razlike se mogu pripisati faktorima kao $to su specifi¢nost i adaptacija domacina,
dinamika populacije domacina, dinamika prenosa i geografska specifi¢nost regiona. Veci diverzitet
sekvenci ukazuje na vuka kao primarnog domacina koji deli duzu evolucionu istoriju interakcije sa H.
canis. Geografsko podrucje i preklapanje populacija vuka i Sakala u Srbiji razlikuju se izmedu regiona,
Sto dovodi do razlika u izloZenosti razlicitim sojevima parazita ili uslovima zivotne sredine koji pogoduju
prenosenju patogena. Naime na podrucju severnog regiona vuk je samo sporadi¢no prisutan (krajnji
jugoistok Banata), dok je Sakal Siroko rasprostranjen.

Dakle, pored visoke prevalencije H. canis kod vuka, uocena je i visoka geneticka varijabilnost ovog
patogena u Srbiji. Identifikovane sekvence su pokazale varijabilnost na pet pozicija na osnovu kojih je
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registrovano pet tipova sekvenci (S1-S5). U zapadnom regionu su zastupljeni svi tipovi sekvenci (S1-
S5), dok su u isto¢nom regionu zastupljena Cetiri tipa (S1, S2, S4 1 S5). U oba regiona dominantan je S2
tip sekvence, a postojale su neznatane razlike u pogledu distribucije tipova sekvenci izmedu regiona, gde
su dominantne sekvence na zapadu S3 i S4, a na istoku S1, S2 i S5. Prvi put u Srbiji su registrovani
razli¢iti tipovi sekvenci H. canis, dok prethodne studije nisu pokazale veliku geneti¢ku varijabilnost ovog
patogena. U studiji HodZi¢ i saradnici (2020) dokumentovano je prisustvo samo dva razli¢ita genotipa
H. canis kod vukova u Nemackoj.

Filogenetske analize sekvenci H. canis detektovanih kod $akala pokazale su prisustvo Cetiri razli¢ita tipa
sekvenci (S4-S7) u kombinaciji sa tri varijabilna mesta, §to ukazuje na visok genetcki diverzitet H. canis
kod sakala u Srbiji. Interesantan fenomen je da je diverzitet tipova sekvenci u regionima bio suprotan
prevalenciji patogena u ovim regionima. Najveci diverzitet je registrovan u severnom regionu, gde su se
pojavila sva Cetiri tipa sekvenci (S4-S7), srednji nivo diverziteta je detektovan u isto¢nom regionu (S4-
S6), a najmanja raznovrsnost je pronadena u zapadnom regionu (S4-S5). Slicni nalazi bili su i kod vuka
u Srbiji, gde je diverzitet sekvenci bio veéi u zapadnom regionu, a prevalenca manja i obratno.

S4 tip sekvence patogena H. canis detektovan kod vuka u Srbiji je identicnan sa nukleotidnim
sekvencama H. canis koje su izolovane iz lisica u Srbiji (Juwaid et al., 2019) kao i sa delom sekvenci
Sakala koje su dobijene u sklopu ove disertacije. Imaj¢i u vidu da je ovaj tip sekvence prisutan kod sve
tri autohtone kanide u Srbiji, mogao bi potencijalno biti osnovni tip sekvence koji je kasnije
diverzifikovao kroz promenu domacina od lisice, do $akala i vuka. Nije moguce ta¢no odrediti primarni
izvor infekcije kod kanida, ali ovaj nalaz ukazuje na moguci zajednicki obrazac prenosenja patogena H.
canis. S obzirom da je ovaj tip sekvence registrovan i kod zutogrlog misa (A. flavicollis), mogu¢i put
transmisije patogena bi bio putem plena. Potrebna je detaljnija studija kako u Srbiji tako i na nivou
Evrope, koja bi potvrdila obrasce prenosenja i diverzifikaciju sekvenci H. canis kod divljih kanida.

U eksperimentalnoj studiji Sloboda i saradnici (2008) su ukazali upravo na jo$ jedan potencijalni vid
transmisije H. canis, izazivaju¢i infestaciju zmija tkivom zarazenih glodara. Visoka geneticka
varijabilnost H. canis u Srbiji, dobijena tokom ove studije, moze biti uzrokovana ishranom vuka. Prirodni
plen vuka u Srbiji su srne (Capreolus capreoulus Linnaeus, 1758) i divlje svinje (Sus scrofa Linnaeus,
1758), a rede zec (Lepus europaeus) i sitni glodari (Cirovié et al., 2019). U prilog ovome ide nedavno
sprovedena studija koja je utvrdila prisustvo H. canis u slezini srna i divokoza (Uiterwijk et al., 2023).
Prisustvo ovog patogena karakteristiénog za familiju pasa kod divljih prezivara je iznenadujuc¢e samo na
prvi pogled. Naime, ove vrste su poznate i kao uobicajeni domacini krpelja, uklju¢ujuci R. sanguines,
koji je dominantni vektor H. canis (Castillo-Contreras, et al., 2021; Accorsi et al., 2022) $to objasnjava
pojavu ovog patogena i kod divlih prezivara. Tako se osnovano moze pretpostaviti da i neke druge vrste
mogu biti o¢ekivani domacéini za H. canis. U prvom redu bi to mogla biti divlja svinja koja je omnivorna
vrsta u ¢ijoj ishrani dominiraju biljke (93%), ali hrani se i hranom animalnog porekla, ukljucujuci
gmizavce, male glodare i leseve divljih Zivotinja, za koje je poznato da mogu biti izvor infekcije
Hepatozoon spp. (Rund et al., 2019; Ferrari et al., 2022) i na taj nac¢in imaju potencijal da doprinesu lancu
transmisije i vrste H. canis. Uzimajuci sve navedeno u obzir, postoji mogucnost da se vuk moze zaraziti
ingestijom zarazenih krpelja zajedno sa tkivom plena (posebno kozom). Nekoliko trofickih nivoa u lancu
ishrane, zajedno sa visestrukim putevima prenosa, mogli bi doprineti visokoj varijabilnosti patogena kod
vuka kao vr§nog predatora, Sto je i primeceno u toku ove studije. Ovaj put transmisije otvara nova pitanja
1 daje prostor za dalja istrazivanja i identifikaciju ovog patogena kod drugih Zivotinjskih vrsta, Sto bi
moglo pruziti dokaze koji bi podrzali ovaj vid transmisije.

Najéesci tip sekvence H. canis detektovan kod $akala bio je S5 tip koji je registrovan i kod krpelja R.
sanguineus, zatim S4 tip koji je zabelezen kod zutogrlog misa (A. flavicollis). Na osnovu ovih nalaza

65



moze se pretpostaviti da i kod Sakala transmisija putem zarazenog plena moze imati znacajnu ulogu u
enzootskim ciklusima. U poredenju sa vukovima, lisice i Sakali su omnivori koji su veoma prilagodeni
koegzistenciji sa ljudima u antropogenim sredinama (Kobryn et al., 2023). U takvim sredinama,
prehrambene navike ovih vrsta se u izvesnoj meri preklapaju, oni preferiraju sisare male i srednje veli¢ine
(kao $to su glodari i ze¢evi) (Lanszki et al., 2006; Penezié¢ & Cirovié, 2015). I za $akala i za lisicu mali
miSoliki glodari predstavljaju glavni prirodni plen (Penezi¢ & Cirovié, 2015). Shodno tome, zbog svojih
navika u ishrani, divlje kanide bi se mogle zaraziti putem plena, $to je ranije dokazano kod nekih vrsta
roda Hepatozoon (Smith et al., 1994; Lainson et al., 2003; Sloboda et al., 2008; Johnson et al., 2009a,
2009b; Vianaet al., 2012). Znacaj ovog vetrtikalnog prenosa H. canis u enzootskim ciklusima je svakako
znacajna tema za buduca istrazivanja u ovoj oblasti.

Dosadasnje studije u Srbiji su potvrdile visoku prevalenciju H. canis kod lisice (61,2%) (Juwaid et al.,
2019), dok rezultati ove studije pokazuju i visoku prevalenciju H. canis kod vuka (57,94%) i Sakala
(78,95%). Ovakvi rezultati ukazuju na postojeci rizik od transmisije H. canis iz silvati¢kog ciklusa u
gradska, urbana podruc¢ja. Uprkos ovoj pretpostavci, sekvenca S8 tip (MZ930460), poreklom iz psa iz
Srbije (Sukara et al., 2023), do sada nije otkrivena u analiziranim divljim kanidama. Treba napomenuti
da postoje veoma limitirani podaci o prevalencija H. canis kod (domacih) pasa. Stoga se moze zakljuciti
da su neophodna dalja istrazivanja ve¢ih razmera koja bi trebala da daju vise informacija o potencijalnom
znacaju divljih kanida kao izvora zaraze za domace pase. Ona bi svakako bacila vise svetla na eventualne
veze izmedu silvati¢nog i urbanog ciklusa H. canis i boljim procenama rizika od inficiranja pre svega
domacih zivotinja.

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije sugerisu mogucu pojavu zajednic¢kog obrasca prenoSenja
izmedu kohabitirajucih populacija vuka i drugih domacih i divljih kanida u Srbiji. Cini se da je uloga
vuka u enzootskom ciklusu H. canis sli¢na onoj kod lisica i $akala, koji se tradicionalno smatraju glavnim
rezervoarom ovog protozojskog parazita i potencijalnim izvorom infekcije za simpatricke kanide. Ova
studija moze doprineti boljem razumevanju epidemiologije H. canis, kao i dinamike prenosa patogena
medu populacijama divljih kanida. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja da bi se procenila moguca
vertikalna i horizontalna transmisija H. canis na relaciji izmedu divljih Zivotinja i domacih Zivotinja i da
bi se razjasnio potencijalni uticaj patogena na zdravstveni status i o¢ivanje divljih kanida.

Prisustvo H. canis u populacijama vuka i Sakala u Srbiji ima vaZzne zdravstvene aspekte ali i
konzervacione konsekvence. Hepatozoon canis je protozojski parazit koji se prvenstveno prenosi
krpeljima i moze izazvati hepatozoonozu, bolest koja uti¢e na zdravlje domacina, potencijalno smanjenje
reproduktivnog uspeha, Sto moze oslabiti populaciju predatora 1 uticati na njihovu stopu prezivljavanja.
Vuk i Sakal kao predatori igraju klju¢nu ulogu pomazuci u odrzavanju ravnoteze njihovih ekosistema.
Potencijalni pad populacija ovih kanida uzrokovan patogenom H. canis moze dovesti do povecanja vrsta
plena, §to moZe uzrokovati prekomernu ispasu 1 degradaciju staniSta. Zato se moze reci da je odrzavanje
zdravih populacija predatora od velikog znacaja za o¢uvanje biodiverziteta. Prisustvo H. canis moglo bi
potencijalno da ugrozi geneticki diverzitet i opste zdravlje populacija vuka i $akala. Prevalencija H. canis
moze posluziti kao indikator zdravlja Zivotne sredine, ukazivajuéi na brojnost krpelja i drugih vektora.
Visoke stope infekcije mogu takode ukazivati i na promene u dinamici ekosistema, kao §to je povecana
brojnost krpelja usled klimatskih promena ili promena staniSta. Mere kao $to su kontrola brojnosti krpelja
u prirodnim ekosistemima i zastita staniSta mogu biti klju¢ne na smanjivanje prevalence H. canis u
prirodnim populacijama domacina, a samim tim i njihovog zdravstvenog stanja. Kontinuirane studije,
pracenje pervalencija H. canis u populacijama vuka, $akala i lisice mogu pruziti dragocene podatke za
procenu rizika prenosa na domace pse. Razumevanje dinamike prenosa, interakcija domacin-parazit i
potencijalnih uticaja na populacije domacina je od sustinskog znacaja za odrzanje njihovih zdravih
populacija.

66



6. ZAKLJUCCI

U okviru ove doktorske disertacije po prvi put u Srbiji je analizirana prevalencija Hepatozoon canis u
populacijama vuka i Sakala na Sirokom prostoru njihovog rasprostranjenja u Srbiji, kao i znacaj ove dve
vrste divljih kanida kao potencijalnih rezervoara ovog patogena koji se sa jednog na drugog domacina
dominanto prenosi krpeljima, najée$ée smedim pse¢im krpeljom Rhipicephalus sanguineus. Prema
rezultatima koji su dobijeni u ovim istraZzivanja mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

1. Po prvi put u Srbiji utvrdena je visoka prevalencija 62/107 (57,94%) H. canis u analiziranom
vuka u Srbiji.
2. Ovom studijom registrovana je i visoka prevalencija 90/114 (78,95%) H. canis kod Sakala u Srbiji

1 time potvrdeni ranije publikovani rezultati.

3. Potvrdene visoke prevalencije kod vuka i Sakala u Srbiji ukazuju na njihov znacaj kao rezervoara
u ciklusu kruzenja patogena H. canis u prirodi.

4, Relativno visoka registrovana prevalenca kod juvenilnih Sakala (40%) moze ukazivati na
transplacentalni vid prenoSenja ovog patogena.

5. U geografskom pogledu, razli¢iti obrasci prevalencija H. canis registrovani su na podruéju Srbije.
Kod vuka veca prevalencija je bila u isto¢nom regionu (72,7%) u odnosu na zapadni region (47,6%).
Kod $akala najveca prevalencija zabeleZena je u zapadnom regionu (95,6%), zatim u istoénom regionu
(84,8%), potom severnom regionu (68,9%).

6. Pored visoke prevalencije H. canis kod vuka, uocena je i visoka geneticka varijabilnost H. canis.
Identifikovane sekvence su pokazale varijabilnost na pet pozicija gde je registrovano pet tipova sekvenci
(S1-S5).

7. U geografskom pogledu svi tipovi sekvenci (S1-S5) su zastupljeni u zapadnom regionu, dok su
Cetiri tipa (S1, S2, S4 1 S5) zastupljena u isto¢nom regionu. S2 tip sekvence je dominantan u oba regiona,
dok su sekvence S3 i S4 su zastupljenije u zapadnom regionu, a S1, S2 i S5 u isto¢nom regionu.

8. Filogenetske analize 18S rRNA sekvenci H. canis detektovanih kod Sakala pokazale su prisustvo
Cetiri razlicita tipa sekvence (S4-S7) u kombinaciji sa tri varijabilna mesta, Sto takode ukazuje na visok
genetcki diverzitet H. canis kod Sakala u Srbiji.

9. U geografskom pogledu najveci diverzitet je registrovan u severnom regionu, gde su se
registrovana sva Cetiri tipa sekvenci (S4-S7), neSto manji diverzitet je detektovan u istocnom regionu
(S4-S6), a najmanja raznovrsnost je uocena u zapadnom region (S4-S5).

10. Rezultati dobijeni u toku ove doktorske disertacije pokazali su veci genetcki diverzitet u
sekvencama 18S rRNA gena H. canis poreklom iz vuka u poredenju sa onima iz Sakala. Ove razlike se
mogu pripisati faktorima kao $to su kao specificnost i adaptacija domacina, dinamika populacije
domacina, dinamika prenosa i geografske specifi¢nosti regiona.

11.  S4tip sekvence patogena H. canis detektovan u sklopu ove disertacije kod vuka i Sakala u Srbiji
je identi¢nan sa nukleotidnim sekvencama H. canis koje su ranije otkrivene kod lisica iz Srbije. Ova
¢injenica ukazuje na moguci zajednicki obrazac prenosenja patogena H. canis izmedu tri autohtone
kanide u Srbiji.
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