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Znanstveni rad

Lyme-borelioza je multisistemska upalna bolest koju uzrokuju spirohete kom-
pleksa Borrelia burgdorferi sensu lato, a najcesce ih prenose krpelji Ixodes rici-
nus. U Hrvatskoj se malo zna o zastupljenosti pojedinih vrsta borelija koje
izazivaju boreliozu. Obzirom da je isti vektor odgovoran za prenosenje rikecija
na ¢ovjeka, za pretpostaviti je da su moguce koinfekcije borelijama i rikecijama.
Ovim se radom nastojalo utvrditi koje su vrste borelija uzrok erythema migrans
na naSem podrucju, a istovremeno utvrditi koinfekcije rikecijama. Biopsijom
koze aktivnog ruba erythema migrans su dobiveni uzorci u kojima su se mole-
kularnim metodama dokazivale borelije i rikecije. Borelije su dokazane u 38/56
uzoraka, od Cega je B. afzelii nadena u 36 bioptata koze. U 2 uzorka su nadene
rikecije: R. monacensis i R. bellii. Ovaj rad je prvi opis R. bellii nadene u Covje-
ka u svijetu i prvi opis R. monacensis u Hrvatskoj. Neuobi¢ajeno homogena za-
stupljenost B. afzelii i pronadene rikecije ukazuju na potrebu dodatnih
istrazivanja.

Borrelia and rickettsia in skin bioptates of erythema migrans patients
Scientific paper

Lyme borreliosis is a multisystem inflammatory disease caused by spirochete
Borrelia burgdorferi sensu lato complex which are usually transmitted by
Ixodes ricinus ticks. In Croatia, little is known about the borrelia species preva-
lence. As the same vector is responsible for transmiting rickettsia, one should
assume the possibility of borrelia and rickettsia coinfections. The purpose of
this study was to identify borrelia species present in our environment and to es-
tablish if coinfections with rickettsias are present. Skin biopsy of erythema mi-
grans active edge was performed, and samples were analyzed by molecular
methods. Borrelia were found in 38/56 samples, out of which 36 B. afzelii were
detected. In two samples rickettsia were found: R. monacensis and R. bellii. This
paper is the first description of R. bellii detected in human tissue in the world and
the first description of R. monacensis in Croatia. Unusual homogeneous B.
afzelii prevalence as well as detected rickettsia point out the need for further in-
vestigations.

133



N. PANDAK i sur.

Borelije i rikecije u bioptatima koze bolesnika s erythema migrans

Uvod

Lyme borelioza (LB) je multisistemska upalna bolest
koju uzrokuju spirohete kompleksa Borrelia burgdorferi
sensu lato (B. burgdorferi s.1.), a najéesée ih prenose kr-
pelji Ixodes ricinus. Prema dana$njim spoznajama, B.
burgdorferi s.l. kompleks obuhvacéa 18 genotipova, ali
nisu sve borelije iz ovog kompleksa patogene za ¢ovjeka.
B. burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferi s.s.), B. bava-
riensis (ranijeg naziva B. garinii OspA serotip 4), a tek
naknadno je dokazano da bolest u ¢ovjeka mogu uzroko-
vatiiB. valaisiana te B. spielmanii. Patogenost B. lusitani-
ae 1 B. bissetii jo§ uvijek nije nedvojbeno dokazana [1].
Premda sve patogene borelije mogu izazvati erythema mi-
grans, koznu promjenu tipi¢nu za prvi stadij bolesti, poje-
dini genotipovi borelija se povezuju s odredenim klini¢-
kim manifestacijama borelioze, pa se B. burgdorferi s.s.
najcesce povezuje s artritisom i neuroboreliozom, B. gari-
nii s neuroboreliozom, a B. afzelii s acrodermatitis chroni-
ca atrophicans [2].

Rikecije su gram-negativne, striktno intracelularne
bakterije koje su seroloskim i molekularnim metodama
svrstane u tri grupe: rikecije osipnih groznica (ROG), rike-
cije pjegavih tifusa (PT) i arhai¢ne rikecije (AR). Do danas
je poznato preko 20 vrsta rikecija koje izazivaju osipne
groznice, a njihov vektor je krpelj. U grupu pjegavih tifusa
su uvrstene 2 rikecije, a prenose ih buhe i usi. U arhai¢ne
rikecije su uvrstene Rickettsia bellii (R. bellii) i Rickettsia
canadensis (R. canadensis). One su otkrivene samo u kr-
peljima i do sada nikada nije nedvojbeno potvrdeno da su
patogene za Covjeka [3].

Prema epidemioloskim studijama procjenjuje se da u
Europi svake godine od borelioze oboli oko 65.000 ljudi.
Usporedujuci razlicite lokalitete, incidencija LB je vrlo ra-
zlicita i kre¢e se od jednog do 350 novooboljelih na
100.000 stanovnika. Najvisa incidencija u Europi se bi-
ljezi na podrucju Slovenije, Austrije i Njemacke te na
balti¢koj obali Svedske, kao i na nekim finskim i eston-
skim otocima [4]. Iako je LB u Hrvatskoj bolest koja se
prijavljuje, njezina prava ucestalost ipak nije poznata.
Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo,
godisnje se prijavi 200—450 oboljelih od Lyme borelioze.
Bolest se najcesce javlja u sjevero-zapadnom dijelu zem-
lje, koji se naslanja na podrucje na kojem je LB u Europi
najcesca, pa se na podrucju Medimurske Zupanije biljezi
najveci broj bolesnika [5].

Rikecioze su bolesti koje su opisane u cijelom svijetu
osim na Antarktici. Ove bolesti prate covjecanstvo kroz ci-
jelu njegovu povijest. U Hrvatskoj su rikecioze zabi-
ljezene u Dalmaciji gdje se Mediteranska pjegava groznica
javlja tijekom ljetnih mjeseci, a zabiljezena je i visoka
seroprevalencija na rikecije, uzro¢nike pjegavih groznica
[6, 7]. Seroepidemioloska istrazivanja su potvrdila da je i
populacija u istoénim dijelovima Hrvatske bila u kontaktu
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s rikecijama, kako s R. conorii, uzro¢nikom Mediteranske
pjegave groznice, tako i s "novijim" rikecijama, najvjero-
jatnije R. slovaca [8].

U Hrvatskoj se relativno malo zna o zastupljenosti po-
jedinih vrsta borelija u bolesnika s LB premda je njezina
prisutnost u Hrvatskoj dokazana 1992. godine [9]. Kako su
pojedine vrste borelija ¢es¢i uzroénici odredenih klinickih
manifestacija borelioze, zastupljenost vrsta bi mogla uka-
zati u kojem pravcu treba usmjeriti paznju lijecnika.
Obzirom da je krpelj zajednicki vektor i borelija i rikecija,
za pretpostaviti je da su moguce simultane infekcije bore-
lijama i rikecijama. Namjera ovog istrazivanja je da se
pokusa odgovoriti na ova pitanja te da se upotpune dosa-
dasnja znanja o vektorskim bolestima.

Ispitanici i metode

Plan ispitivanja je odobrilo Eticko povjerenstvo Opce
bolnice "Dr. Josip Benéevi¢" u Slavonskom Brodu, nakon
¢ega je u vremenskom periodu 2008. —2010. godine orga-
nizirano provodenje ispitivanja u tri centra: Slavonski
Brod, Rijeka i Cakovec. U eksperiment su ukljuéivani
bolesnici s erythema migrans (EM), koji su upoznati sa
svrthom i na¢inom ispitivanja te su osobnim potpisom
potvrdili svoju suglasnost za uklju¢ivanje u studiju.

Dijagnoza EM je postavljena prema kriterijima Centra
za kontrolu i prevenciju bolesti (Centers for Disease
Control and Prevention) [9]. U bolesnika su evidentirani
podaci o starosti, spolu, vremenu nastanka bolesti, tipu
kozne promjene te o prisutnosti povisene tjelesne tempera-
ture, poremecaja opceg stanja ili lokalnih tegoba tipa svr-
beza i/ili peckanja. Svim ispitanicama je u¢injena biopsija
aktivnog ruba kozne promjene, a dobiveni bioptat je
pohranjen u 70 % otopinu etilnog alkohola. Uzorci su
pohranjeni na —20 °C gdje su ¢uvani do transporta u
Laboratorij za zoonoze i okolisnu mikrobiologiju Nacio-
nalnog zavoda za javno zdravstvo i okolis u Bilthovenu,
Nizozemska (National Institute for Public Health and the
Environment (RIVM), Laboratory for Zoonoses and
Environmental Microbiology). Uzorci su analizirani tes-
tom Brilliant Quantitative PCR core reagent (Stratagene,
LaJolla, SAD) radi odredivanja prisutnog genotipa boreli-
ja, a testom Expand High Fidelity plus PCR System
(Roche, Njemacka) je odredivana prisutnost rikecija.

Rezultati

U promatranom razdoblju je u ispitivanje ukljuceno
ukupno 56 bolesnika i to 28 u Slavonskom Brodu, 11 u
Rijeci te 17 u Cakovcu. Radilo se o podjednakom broju
zena (29) i muskaraca (27). Prosjeéna starost ispitanika je
bila 42,5 (raspon 5-82) godine. Na slici 1 je prikazana
raspodjela bolesnika prema mjesecu kada se na kozi po-

Infektoloski glasnik 31:3, 133-137 (2011)



Borelije i rikecije u bioptatima koze bolesnika s erythema migrans

N. PANDAK i sur.

25
25 1 m
20 A
15 1
Broj bolesnika/ 11
Number of ket
patients 10 A 3

5 6 7 8 9
Mjesec / Month

Slika 1. Raspodjela bolesnika prema mjesecu kada se pojavio erythema migrans
Figure 1. Monthly distribution of patients according to erythema migrans onset

javio EM. U 31 (55 %) bolesnika je EM imao prstenastu
formu, dok je homogeno crvena kozna promjena
zabiljezenau 25 (45 %) bolesnika. Najéescée tegobe koje su
ispitanici opisivali su bili svrbez i/ili peckanje u predjelu
same kozne promjene, na §to se zalilo 39 (70 %) bolesnika.
Samo dva bolesnika su imala poviSenu tjelesnu temperatu-
ru >38°C, dok je jedan bolesnik imao i perifernu kljenut
licnog zivca. Bez ikakvih tegoba je bilo 14 (25 %) bolesni-
ka.

B. burgdorferi s.1. kompleks je dokazan u 38 (68 %)
uzoraka koze od ¢ega je u samo 2 uzorka nadena B. garinii,
dok je u ostalih 36 nadena B. afzelii. U dva bioptata koze su
nadene rikecije: u jednom Rickettsia monacensis (R.
monacensis), au drugom R. bellii. Obje rikecije su nadene
u uzorcima koze u kojima je istovremeno dokazana i B.
afzelii. Raspodjela vrsta izoliranih borelija prema ispiti-
vackim mjestima je prikazana u Tablici 1. Obje rikecije su
nadene u bioptatima koze bolesnika iz Slavonskog Broda.

Rasprava

Zemljopisna zastupljenost i distribucija pojedinih vrsta
borelija u svijetu je razli¢ita. U Sjedinjenim Americkim
Drzavama boreliozu izaziva samo B. burgdorferis.s, zara-
zliku od Europe gdje su zastupljene razli¢ite patogene
vrste borelija [11]. IstraZivanja u brojnim zemljama poka-
zuju da su u Europi najcescée zastupljene B. garinii i B.
afzelii, ali se njihova zemljopisna rasprostranjenost raz-
likuje, pa je B. garinii ¢e$Ce prisutna u zapadnoj Europi, a
B. afzelii u centralnoj, isto¢noj i sjevernoj Europi, uklju-
¢ujudi i Skandinaviju [12]. Informacije o zastupljenosti ra-
zli¢itih vrsta borelija se gotovo svakodnevno mijenjaju,
obzirom da se intenzivno provode brojna istrazivanja koja
i dalje potvrduju da su u Europi naj¢esée zastupljene B.
garinii 1 B. afzelii s razli¢itim predominacijama na poje-
dinim ispitivanim podruc¢jima [13—15]. Prema dosadas-
njim malobrojnim istrazivanja, zastupljenost pojedinih

Tablica 1. Raspodjela broja izoliranih borelija prema mjestu izolacije

Table 1. Distribution of Borrelia species according to isolation site
Vrsta izolata/Isolate type
/I\I/Isjoelsatt(;;flosl;zij ¢ Borrelia afzelii Borrelia garinii Bez izolata/No isolate Ukupno/Total
Br./No. % Br./No. % Br./No. %
Slavonski Brod 19 67,86 1 3,57 8 28,57 28
Rijeka 5 45,45 1 9,09 5 45,45 11
Cakovec 12 70,59 0 0 5 29,41 17
Ukupno/Total 36 64,29 2 3,57 18 32,14 56
Infektoloski glasnik 31:3, 133-137 (2011) 135
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vrsta borelija u Hrvatskoj je sli¢na onoj u ostalim dijelovi-
ma Europe, pa je Golubi¢ utvrdio da je u krpeljima ulov-
ljenim u Medimurju prisutno 64,2 % B. afzelii, 26,8 % B.
valaisiana, 9 % B. garinii te 3,6 % B. burgdorferi s.s. [5].
Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je distribucija
vrsta koji su izazvali bolest u nasih bolesnika vrlo ho-
mogena u Korist B. afzelii. Premda je u ispitivanje uklju-
¢eno relativno malo bolesnika, pa se definitivni zaklju¢ak
o ucestalosti vrsta borelija ne moze donijeti, uzorkovanje
na tri udaljene lokacije donekle osigurava objektivnost za-
kljuécima. Nedvojbeno je potrebno nastaviti ispitivanje da
se stekne pravi uvid u distribuciju pojedinih genotipova na
naSem podruéju. Rezultati ove studije su sukladni s rezul-
tatima dosadasnjih istraZivanja provedenih u naSem okru-
zenju, koja takoder ukazuju na znacajno ¢escu pojavnost
B. afzelii [16, 17].

Obzirom da su pojedine vrste borelija povezane s
odredenim klinickim manifestacijama u kasnijim stadiji-
ma bolesti, radene su i studije kojima se nastojalo u prvom
stadiju borelioze, kad je prisutna patognomoni¢na kozna
promjena EM, utvrditi povezanost odredenih epidemio-
loskih i klini¢kih pokazatelja s odredenim vrstama boreli-
ja. Carlsson i suradnici su zakljucili da B. garinii ¢esce
izaziva homogeni tip EM, za razliku od B. afzelii koja
uzrokuje anularni oblik kozne promjene. Jednako su tako
zakljucili da su homogeni EM ve¢i i da se brze Sire [18].
Drugi su autori uocili da su bolesnici koji imaju EM uzro-
kovan B. garinii stariji, da im se kozna promjena najcesce
nalazi na trupu, a ne na ekstremitetima te da se cesce zale
na lokalne simptome i bol u misi¢ima [19]. U nasih ispi-
tanika je u podjednakom omjeru utvrden prstenasti odnos-
no homogeni tip EM, a u samo dva bolesnika je bila prisut-
na poviSena temperatura >38°C. Istovremeno se na lo-
kalne tegobe zalilo 70 % bolesnika. Podatak da je u nasih
ispitanika bolest gotovo iskljuc¢ivo izazvala B. afzelii, go-
vori da se ne bi smjelo na osnovu epidemioloskih i kli-
nickih pokazatelja govoriti o vrsti borelija kao mogu¢em
uzroc¢niku odredenog tipa EM.

Do danas je u svijetu otkriveno oko 20 rikecija koje su
svrstane u grupu ROG, a karakteristino za ove bakterije je
da su im krpelji prenosioci, ali i rezervoari. U Hrvatskoj je
u pocetku dokazana prisutnost rikecija u krpeljima
Dermacentor marginatus, Rhipicephalus sanguineus (R.
sanguineus) 1 Hyalomma marginatum. To su krpelji koji
obitavaju na podrucju mediteranske Hrvatske. Pojedine
rikecije prenose odredeni krpelji, pa je poznato da je R.
sangineus vektor R. conorii. Stoga se Mediteranska pjega-
va groznica, koju izaziva ova rikecija, pojavljuje samo na
podruc¢ju mediteranske Hrvatske gdje obitava R. sangu-
ineus [20, 21]. Kontinentalnu Hrvatsku u najve¢em broju
obitava krpelj Ixodes ricinus (I. ricinus) te krpelji roda
Dermacentor, pa je bilo za o¢ekivati da su druge rikecije
prisutne u sjevernim dijelovima Hrvatske. Takve su se
pretpostavke i potvrdile kad su R. helvetica i R. slovaca
nadene u krpeljima Dermacentor reticulatus [22].
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R. monacensis spada u grupu rikecija ¢iji je vektor 7.
ricinus. Prvi je put otkrivena 2002. godine kad je nadena u
krpelju I. ricinus ulovljenom u jednom minhenskom parku
[23]. Nedvojbeno je dokazano da uzrokuje febrilnu bolest
prac¢enu osipom, a do sada je njena prisutnost dokazana u
nekoliko europskih zemalja [24-27]. Ovaj rad predstavlja
prvi dokaz R. monacensis u Hrvatskoj, a njenu prisutnost
na nasem podruéju je bilo i za o¢ekivati, obzirom na brojnu
populaciju njezina vektora.

R. bellii posjeduje svojstva kojima je nalik na rikecije
grupe ROG, ali i onima iz grupe PT. Ipak, molekularnim
metodama je dokazano da se radi o pripadniku potpuno za-
sebne grupe AR, a smatra se da nije patogena za covjeka
[28]. Do sad je pronadena samo u krpeljima, a najcesée ju
opisuju u istrazivanjima provedenim u Juznoj Americi.
Pronadena je u krpeljima Amblyoma, kojih nema u Europi,
ali 1 u krpeljima roda Dermacentor i Haemaphysalis koji
obitavaju u Europi [29-31]. Iznimno rijetko se R. bellii
spominje u Europi, a tu je nadena u krpeljima /. ricinus,
koji je i najcesci krpelj u kontinentalnoj Hrvatskoj [32].
Dokaz R. bellii u bioptatu koZe naseg ispitanika je iznimno
intrigantan jer je to prvi pronalazak ove rikecije u covjeka
u svijetu. Njen dokaz u ispitivanom tkivu otvara moguc-
nost razmisljanju da je i ova rikecija patogena za covjeka.

Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znac¢ajno homo-
genu zastupljenost jedne vrste borelija na nasem podrucju.
Namece se potreba provjere ovih podataka nastavkom
ispitivanja i uklju¢ivanjem veceg broja ispitanika u studi-
ju. Jednako tako se namece moguénost da su sistemski
simptomi bolesti, koji ponekad prate prvi stadij borelioze,
mogucéi rezultat koinfekcije drugim mikroorganizmima
koje zarazeni vektor istovremeno prenese na bolesnika. U
ovom radu se prvi puta opisuje infekcija R. monacensis u
Hrvatskoj, ali i prvi dokaz R. bellii u covjeka uopce, Sto
ukazuje na potrebu dodatnih istrazivanja kojima bi se
prosirila nasa saznanja o bolestima koje prenose vektori.
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