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Uvod

Strucni rad

U razdoblju od 2009. do 2012. godine u Odsjeku za serolosku dijagnostiku
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo testirana su ukupno 124 uzorka seruma na
prisutnost IgM/IgG protutijela na Rickettsia typhi i Rickettsia conorii metodom
indirektne imunofluorescencije. Ispitanici su bili s podrucja 12 hrvatskih zupa-
nija. U 10 (8 %) testiranih uzoraka dokazana su IgG protutijela na R. typhi, au
36 (29 %) uzoraka IgG protutijelana R. conorii. Od njih je 5 (4 %) bilo seropozi-
tivno na obje rikecije. Seroprevalencija se nije znacajno razlikovala izmedu
muskaraca i zena kao niti izmedu dobnih skupina. Seropozitivni bolesnici bili su
iz Getiri zupanije priobalnog podrudja (Istarska, Licko-Senjska, Sibensko-knin-
ska i Dubrovacko-neretvanska zupanija), tri Zupanije istoéne Hrvatske (PoZe-
$ko-slavonska, Brodsko-posavska i Osje¢ko-baranjska zupanija) te podrucja
grada Zagreba. Tijekom navedenog razdoblja, akutna infekcija R. #yphi nije
dokazana niti u jednog bolesnika. Akutna infekcija R. conorii dokazana u 11
bolesnika (pozitivan nalaz IgM/IgG protutijela) uz sezonsku pojavnost, od svib-
nja do studenog.

Diagnosis of rickettsioses: Results of the Croatian National Institute of
Public Health
Professional paper

In the period from 2009-2012, a total of 124 serum samples were tested at the
Laboratory for serologic diagnosis, Croatian National Institute of Public Health
for the presence of IgM/IgG antibodies to R. typhi and R. conorii using indirect
immunofluorescence method. Participants were from twelve Croatian counties.
Eight percent of patients demonstrated IgG antibodies to R. typhi, 29 % of pa-
tients IgG antibodies to R. conorii while five subjects (4.0 %) were seropositive
to both rickettsia. Seroprevalence did not differ statistically among males and
females as well as among age groups. Seropositive participants were from four
counties of the coastal areas (Istria, Lika-Senj, Sibenik-Knin and Dubrovnik-
Neretva county), three counties of eastern Croatia (PoZega-Slavonija, Brod-
Posavina and Osijek-Baranja county) and Zagreb county. During the tested pe-
riod, acute murine typhus was not documented while the Mediterranean spotted
fever was detected in 11 patients (positive for [gM/IgG antibodies) with a sea-
sonal occurrence, from May to November.

bellii). Osim epidemijskog pjegavca, sve su rikecioze
zoonoze koje se na ljude prenose zarazenim ¢lankonos-

Rikecioze su skupina bolesti uzrokovane obligatnim
unutarstani¢nim bakterijama roda Rickettsia. Vrste roda
Rickettsia svrstane su u tri skupine: skupina pjegavih ti-
fusa (R. prowazekii, R. typhi), skupina pjegavih groznica s
viSe od dvadeset vrsta (R. ricketsii, R. conorii, R. africae,
R. heilongjiangensis, R. australis, R. slovaca, R. sibirica,
R honei, R. japonica, R. parkeri, R. akari i dr.) te skupina
tzv. starijih (engl. ancestral) rikecija (R. canadensis, R.
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cima (krpelji, usi, buhe, grinje) [1].

Rikecijske su bolesti rasprostranjene Sirom svijeta
gdje se odrzavaju u endemskim podrucjima, ¢esto i s epi-
demijskim pojavljivanjem [2]. Posljednjih su dvadesetak
godina zabiljezene infekcije uzrokovane novootkrivenim
vrstama kao i Sirenje pojedinih rikecioza izvan poznatih
endemskih podruéja te ponovno epidemijsko javljanje veé
poznatih [3-5]. Od za ljude patogenih rikecija, na
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podrucju Hrvatske dokazana je prisutnost R. prowazekii,
R. typhi, R. conorii te R. akari [6—10].

R. prowazekii uzro¢nik je epidemijskog pjegavog ti-
fusa (typhus exanthematicus). Prirodni domacéin R. pro-
wazekii je covjek, a vektor prtena us§ Pediculus humanus
corporis. Nakon preboljenja bolesti, rikecije ostaju godi-
nama u retikuloendotelnim stanicama te uslijed slabljenja
imuniteta moze do¢i do kasnog recidiva tj. Brill-Zinsse-
rove bolesti. Osobe s Brillovom boles¢u predstavljaju re-
zervoar za epidemi¢ni pjegavac u interepidemijskom raz-
doblju [2]. U Hrvatskoj su se nakon drugog svjetskog rata
javljali bolesnici oboljeli od epidemijskog tifusa, a sada se
jos katkad dijagnosticira Brillova bolest.

R. typhi uzro¢nik je endemijskog ili murinog (Stako-
rskog) tifusa. Murini tifus je rasprostranjen po ¢itavom
svijetu. Prirodni rezervoar su $takori (Rattus spp.), a vek-
tor Stakorska buha (Xenopsylla cheopis) [11]. U Hrvatskoj
se murini tifus pojavljuje sporadi¢no, pretezno u priobal-
nom podruéju i na otocima, gdje ljudi Zive u blizini Stako-
ra [9]. R. conorii uzrokuje mediteransku pjegavu groznicu
(MPG) (kenijski krpeljni tifus, izraelski krpeljni tifus,
Astrakhanska groznica). MPG je najrasprostranjenija rike-
cioza. Javlja se u svim mediteranskim i drugim suptrop-
skim zemljama. Glavni domacin R. conorii je pas, a vektor
smedi pseci krpelj Rhiphicephalus sanguineus [12, 13]. U
Hrvatskoj je MPG endemijska u priobalnom podrucju i na
otocima.

R. akari uzrokuje rikecijske boginje. Rezervoar je sivi
kuéni mi$, a vektor misja grinja (4/lodermanyssus san-
guineus). Javlja se u urbanim sredinama, ve¢inom na po-
drucju Sjedinjenih Americkih Drzava. U Hrvatskoj je ova
rikecija do sada dokazana u jednog bolesnika [8].

Dijagnostika rikecioza provodi se izravnim i neizrav-
nim metodama. Izolacija rikecija moguca je iz krvi uzete u
ranoj fazi bolesti (prije pocetka antimikrobne terapije) u
raznim vrstama stani¢nih kultura (Vero, L-929, HEL,
MRCS), zumanjc¢anoj vrecici oplodenog kokosjeg jajeta te
pokusnim Zivotinjama (testisi zamorca) [14]. Rikecije se
mogu dokazati u bioptickom uzorku kozne lezije pomocu
protutijela obiljezenih fluorescentnom bojom (DFA) ili
enzimom. PCR metodom rikecije se mogu dokazati u krvi,
leukocitno-trombocitnom sloju stvorenom iznad koncen-
triranih eritrocita (“buffy coat”), plazmi te biopti¢kom
uzorku kozne promjene [15].

Dijagnostika rikecioza najce$ce se postavlja sero-
loskim metodama. Protutijela se stvaraju nesto sporije,
obi¢no u drugom tjednu bolesti. Weil-Felixova reakcija
aglutinacije nastaje zbog krizno reaktivnih epitopa u
lipopolisaharidu rikecija s antigenima sojeva proteusa
(0OX-210X-19 P. vulgaris te OX-K P. mirabilis). Aglu-
tinacijska protutijela pretezno su klase IgM, a mogu se
dokazati 5-10 dana nakon pojave simptoma bolesti. Nedo-
statak ovog testa je niska osjetljivost i specificnost za rike-
cije zbog Cega je danas zamijenjen specifi¢nijim meto-
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dama [16]. Test mikro-imunofluorescencije (mikro-IF) je
referentna seroloska metoda za dijagnostiku rikecioza, ¢ija
osjetljivost i specifiénost iznosi >97 % odnosno >99 % [1].
Ovim je testom moguce detektirati IgM i IgG protutijela.
Dijagnostickim se smatra titar >40. Kod MPG, titar >40
detektira se u oko 46 % bolesnika izmedu 5.-9. dana, 90 %
izmedu 20.-29. dana te svih bolesnika nakon 30. dana od
pocetka bolesti. Oko 50 % oboljelih od murinog tifusa
razvija dijagnosticki znacajan titar protutijela krajem pr-
vog tjedna bolesti, a gotovo svi oboljeli nakon 15 dana
[17]. Imunoenzimski test (EIA) takoder razlikuje IgM i
IgG protutijela, ali je slabije osjetljivosti od IF testa (npr.
osjetljivost i specifi¢nost dot EIA testa za detekciju muri-
nog tifusa iznosi 89 % odnosno 91 %) [18]. Western blot
test se koristi za potvrdu seroloske reaktivnosti dobivene
prethodno spomenutim testovima [16].

U radu prikazujemo rezultate seroloskog testiranja na
rikecije u¢injenog u Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo
(HZJZ) tijekom Cetverogodisnjeg razdoblja.

Ispitanici i metode

U razdoblju od 2009.-2012. godine u Odsjeku za viro-
losku serologiju HZJZ pregledana su ukupno 124 uzorka
seruma bolesnika na specificna IgM/IgG protutijela na R.
typhi i R. conorii. Od toga je bilo 69 (55,6 %) muskaraca i
55 (44,4 %) zena u dobi od 5-86 godina (slika 1) s po-
drucja 12 hrvatskih Zupanija (slika 2). Trideset i Cetiri bo-
lesnika upucena su iz Klinike za infektivne bolesti (KZIB)
“Dr. Fran Mihaljevi¢”. Naj¢es¢e uputne klinicke dijagno-
ze bile su nejasno febrilno stanje te febrilno stanje s osi-
pom. Prisutnost specifi¢nih protutijela dokazana je meto-
dom neizravne IF pomoc¢u komercijalnih dijagnostickih
antigena (Rickettsia conorii-Spot IF/Rickettsia mooseri-
-Spot IF; BioMerieux, Marcy |'Etoile, France) te fluores-
ceinom-obiljezenih anti-humanih imunoglobulina IgM/IgG
(Fluoline M/G; BioMerieux, Marcy I'Etoile, France). Prije
detekcije IgM protutijela serumi su apsorbirani s anti-hu-
manim [gG (RF absorbent; BioMerieux, Marcy I'Etoile,
France). Pozitivnim je rezultatom smatran IgM titar >40 te
IgG titar >80.

Prevalencije seropozitivnosti prikazane su s pripada-
jucim intervalima pouzdanosti, a razlika izmedu skupina
racunata je Fischer exact testom pomocu paketa STATA/
IC ver.11.2 (StataCorp LP).

Rezultati

Tijekom ispitivanog razdoblja, na R. typhi IgG seropo-
zitivnih bilo je 10 (8 %) ispitanika, ana R. conorii 36 (29 %)
ispitanika. Od ukupnog broja seropozitivnih bolesnika, u
njih pet (4 %) dokazana su IgG protutijela na obje rikecije.
Seropozitivni bolesnici bili su iz Cetiri Zupanije priobalnog

Infektoloski glasnik 32:4, 167-172 (2012)



Dijagnostika rikecioza: rezultati Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo T. VILIBIC-CAVLEK i sur.

SPOL / SEX
Zenski / Female Muski / Male
100+ 100
80 80
B 607 60§
= -
2 g
40 -40
20 20
0 -0
]

Utestalost / Frequency

Slika 1. Raspodjela ispitanika prema dobi i spolu testiranih na specificna I[gM/IgG protutijela na R. typhi i R. conorii u razdoblju od
2009.-2012. godine u Odsjeku za virolosku serologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo

Figure 1. Distribution of participants according to age and sex tested for the presence of IgM/IgG antibodies to R. typhi and R. conorii
from 2009 to 2012 in the Laboratory for viral serology, Croatian National Institute of Public Health

0O Podrucje uzorkovanja f sampling area
© Rickettsia typhi IeG
® Rickettsia cononi [gG

Slika 2. Raspodjela IgG seropozitivnih ispitanika po Zupanijama testiranih na R. typhi i R. conorii u razdoblju od 2009.-2012. godine u
Odsjeku za virolosku serologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo

Figure 2. Geographical distribution of IgG seropositive participants tested for R. #yphi and R. conorii from 2009 to 2012 in the
Laboratory for viral serology, Croatian National Institute of Public Health
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podrugja (Istarska, Li¢ko-Senjska, Sibensko-kninska i
Dubrovacko-neretvanska Zupanija), tri Zupanije isto¢ne
Hrvatske (Pozesko-slavonska, Brodsko-posavska i Os-
je€ko-baranjska Zupanija) te podrucja grada Zagreba (sli-
ka 2). Seroprevalencija na R. typhi (p = 0,509) i R. conorii
(p=0,432) se nije zna¢ajno razlikovala izmedu muskaraca
i zena (tablica 1). Obzirom na dob, seroprevalencija na R.
conorii se poveéava s dobi od 7,1 % u osoba mladih od 20
godina do 39,5 % u osoba u dobi od 41-60 godina, nakon
Cega se u osoba starijih od 60 godina smanjuje, medutim
razlike nisu statisticki zna¢ajne (p = 0,148). Takoder nema
znacajne razlike u prevalenciji na R. typhi izmedu dobnih
skupina (p = 0,149) (tablica 1).

Tijekom testiranog razdoblja, akutna infekcija R. typhi
nije dokazana niti u jednog bolesnika dok je akutna infek-
cija R. conorii (pozitivan nalaz IgM protutijela) dokazana
u 11 bolesnika. Bolest se pojavljivala sezonski, od svibnja
do studenog (slika 3).

Rasprava

Najcesce rikecijske bolesti na podru¢ju Hrvatske su
MPG i murini tifus. Epidemijski se pjegavi tifus pojavljuje
u lo$im higijenskim uvjetima, vezanim uz pojavu ratova i
prirodnih katastrofa koji omoguc¢uju odrzavanje prijenosa
R. prowazekii izmedu covjeka i prtene usi.

Tablica 1. Seroprevalencija na Rickettsia typhi i Rickettsia conorii obzirom na dob i spol u ispitanika testiranih u razdoblju od
2009.-2012. godine u Odsjeku za virolosku serologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo

Table 1. Seroprevalence to Rickettsia typhi and Rickettsia conorii according to age and sex tested from 2009 to 2012 in the Laboratory
for viral serology, Croatian National Institute of Public Health
Karakteristika / Testirani / tested Rickettisa typhi 1gG Rickettsia conorii 1gG
Characteristic N (%) N(%) 95 %CI P N(%) 95 %CI P
Spol/sex 0,509 0,432
Muski/Male 69 (55,6) 7(10,2) 4,2-20,1 22 (31,9) 21,5448
7Zenski/Female 55 (44,4) 3(5,5) 1,1-15,1 14(25,5) | 14,7-39,0
Dob (godine) /Age (yrs) 0,149 0,148
<20 14 (11,4) 0 (0) /-23,2% 1(7,1) 0,2-33,9
21-40 40 (32,5) 4(10,0) 2,8-237 11(27,5) | 14,6-43,9
41-60 38(30,9) 1(2,6) 0,1-13,8 15 (39,5) 24,0-56,6
60+ 31(25,2) 5(16,1) 5,5-33,7 9(29,0) 14,2-48,0
*one-sided confidence interval
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Slika 3. Sezonska distribucija infekcija uzrokovanih R. conorii u ispitanika testiranih u razdoblju od 2009.-2012. godine u Odsjeku za

virolosku serologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo

Figure 3. Seasonal distribution of infections caused by R. conorii in participants tested from 2009 to 2012 in the Laboratory for viral

serology, Croatian National Institute of Public Health
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0d 2009.-2012. godine, akutni murini tifus nije doka-
zan niti u jednog bolesnika testiranog u HZJZ, dok je MPG
dokazana u njih 11 sa sezonskim pojavljivanjem, od svib-
nja do studenog. Sezonsku pojavnost R. conorii pokazalo
jeiistrazivanje na podrucju Splitsko-dalmatinske zupanije
gdje je urazdoblju od 1982.-2002. godine zabiljezeno 126
slucajeva MPG te 57 slucajeva murinog tifusa. U tom je
razdoblju MPG detektirana od srpnja do rujna (81,7 %
slucajeva), a murini tifus tijekom ¢itave godine [6]. lako se
MPG cesce pojavljuje tijekom proljeca i jeseni, zbog po-
jacane aktivnosti u prirodi i ljudi i krpelja, neki su radovi
pokazali pojavnost rikecioza iz skupine pjegavih groznica
tijekom cijele godine [19, 20].

Do sada je u Hrvatskoj provedeno nekoliko studija o
seroprevalenciji rikecioza, ve¢inom na podrucju Dal-
macije. Protutijela na R. conorii nadena su u 14,7 % sta-
novnika otoka Mljeta 1986. godine [21]. U razdoblju od
1989.—1993. godine na podrucju sjeverne Dalmacije pre-
gledano je ukupno 380 uzoraka seruma dobrovoljnih da-
vatelja krvi i zdravih ispitanika. IgG seropozitivitet na R.
conorii iznosio je 41,6 %, s visokom prevalencijom u svim
dobnim skupinama [19]. Na podruéju Splita je 2003. go-
dine znacajan titar IgG protutijela (>40) na R. conorii
dokazan u 43,7 % zdravih ispitanika. Osobe iz prigradskih
i seoskih sredina bile su znacajno ¢esce seropozitivne
(48,4 % odnosno 52,1 %) u odnosu na one iz gradskih po-
drudja (30,2 %) [22].

U nasoj je skupini 29 % ispitanika bilo pozitivno na R.
conorii te 8 % na R. typhi. Sli¢ne je podatke o seropreva-
lencijina R. typhi pokazalo i istrazivanje provedeno na po-
drugju sjeverne Spanjolske (7,5 %) [23], dok je u istra-
zivanju na podruéju juzne Spanjolske opisana prevalencija
od 3,8 % [24]. U sjeverozapadnom dijelu Bosne i Herce-
govine zabiljezena je vrlo visoka seroprevalencijana R. ty-
phi od ¢ak 37,7 % [25]. Rezultati seroprevalencije na R.
conorii razlikuju se u mediteranskim zemljama: 3,9 % u
Italiji [26]; 4,4 %—8,7 % u Spanjolskoj [24, 27]; 7,9 % u
Grckoj [28]; 10 % u Izraelu [29] te 4,76-15,38 % u
razli¢itim podrucjima Srbije [30].

U nasih ispitanika nije bilo znacajne razlike u seropo-
zitivitetu na R. typhi i R. conorii izmedu muskaraca i zZena,
kao niti izmedu dobnih skupina. Na podrucju Splita tako-
der nije dokazana razlika u prevalenciji R. conorii obzirom
na spol, ali je prevalencija bila znacajno visa u osoba stari-
jih od 40 godina [22]. Gr¢ki autori dokazali su znacajno
viSu seroprevalenciju MPG u muskaraca u odnosu na Zene
[28]

Vecina seropozitivnih ispitanika iz priobalnih Zupanija
testiranih u HZJZ je bila s podrugja Istarske i Sibensko-
-kninske Zupanije. Iako je Splitsko-dalmatinska Zupanija
ve¢ dokazano endemsko podruéje za rikecioze, uzorci s
ovog podrucja nisu testirani u HZJZ buduci se dijagnosti-
ka ovih bolesti vr$i u podru¢nom zupanijskom zavodu. Na
podrucju kontinentalne Hrvatske, najveci broj seropozi-

Infektoloski glasnik 32:4, 167-172 (2012)

tivnih osoba je bio s podrucja grada Zagreba (vecina upu-
¢ena iz KZIB) S$to je za ocekivati obzirom su pretrazivani
uzorci osoba sa klinickom slikom sumnjivom na rike-
ciozu. Nalaz seropozitivnih osoba na podrucju isto¢no-
hrvatskih Zupanija u skladu je s ve¢ ranije publiciranim is-
trazivanjem [31].

U zakljucku, prisutnost R. typhi i R. conorii dokazana
je u priobalnom i kontinentalnom dijelu Hrvatske. Stoga u
febrilnih bolesnika s osipom u §iru diferencijalnu dijag-
nozu treba ukljuéiti i rikecioze.
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