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Znanstveni rad

Anaplasma phagocytophilum je emergentni patogen kojeg u Europi prenose kr-
pelji Ixodes ricinus koji su vektori i za virus krpeljnog encefalitisa, Borrelia sen-
su lato, Babesia i neke vrste Rickettsia spp. A. phagocytophilum je obvezno
unutarstani¢na Gram-negativna bakterija koja ima tropizam za granulocite i
uzrokuje humanu granulocitnu anaplazmozu (HGA). Dijagnoza HGA temelji se
na klini¢koj procjeni i mora se potvrditi seroloski dokazom serokonverzije ili
Cetverostrukog porasta titra protutijela IgG ili odredivanjem DNK. Protutijela
su ¢esto negativna u pocetnoj fazi akutne bolesti i obavezno treba testirati parne
serume u razmaku od 2—4 tjedna. U ranoj fazi bolesti kada je serologija jo$ nega-
tivna znacajniji je nalaz DNK iz uzorka krvi s antikoagulansom, ali dostupnost
PCR je ograni¢ena. Morule u razmazu periferne krvi obojene po Giemsi zna-
¢ajne su za rano postavljanje dijagnoze, ali se u HGA pronalaze jako rijetko. Od
2009. do 2012.g. u Klinici za infektivne bolesti u Zagreb testirali smo protutijela
IgM i IgG protiv A. phagocytophilum u 496 seruma od 425 bolesnika. Parne
serume imalo je samo 68 bolesnika. Pozitivna protutijela na 4. phagocytophi-
lum nadena suu 160 (37,6 %) bolesnika. Tri bolesnika su zadovoljila kriterije za
akutnu HGA. Prisutnost IgG u titru 256 ili ve¢em, §to se definira kao moguca
HGA, nadena je u 40 bolesnika. Samo IgM imalo je 17, a IgM 1 IgG anti-A.
phagocytophilum 16 bolesnika. Anti-A. phagocytophilum 1gG u titru 64 ili 128
imalo je u 84 bolesnika. Podaci potvrduju prisutnost infekcije A. phagocytophi-
lum u Hrvatskoj premda vecina akutnih infekcija ostaje nedokazana, ve¢inom
kao samoizljecive bolesti. HGA se treba ukljuciti u diferencijalnu dijagnozu
bolesnika sa simptomima sli¢nima gripi u podru¢jima gdje se nalazi Ixodes rici-
nus, posebno u vrijeme aktivnosti krpelja. U zivotinja i krpelja u Hrvatskoj
utvrdena je prisutnost i drugih patogenih ¢lanova porodice Anaplasmataceae
zbog ¢ega dodatno treba misliti o HGA uz veca dijagnosticka nastojanja za
postavljanje dijagnoze.

Human granulocytic anaplasmosis in Croatia and new insights about
anaplasma and ehrlichia species
Scientific paper

Anaplasma phagocytophilum is an emergent tick-born pathogen in Europe
transmitted by Ixodes ricinus ticks which may also transmit tick-borne en-
cephalitis virus, Borrelia sensu lato, Babesia and some Rickettsia spp. A. phago-
cytophilum is an obligate intracellular Gram-negative bacteria that has tropism
for granulocytes and causes human granulocytic anaplasmosis (HGA). The di-
agnosis of HGA relies on clinical suspicion and must be confirmed with sero-
conversion or 4-fold increase in antibody titre or by DNA determination.
Antibodies are often negative in the initial phase of acute illness and paired sera
taken 2—4 weeks later are obligatory. PCR on anticoagulated blood could be
more efficient tool in this phase but it is of limited availability. Morulae in
Giemsa-stained peripheral blood smears may provide early diagnosis but could
be observed very rarely in HGA. From 2009 till 2012, we tested 496 sera from
425 patients for [gM and IgG anti-A. phagocytophilum antibodies at the Univer-
sity Hospital for Infectious Diseases in Zagreb. Paired sera were sent for only 68
patients. Positive antibodies against A. phagocytophilum were found in 160
(37.6 %) patients. Three patients fulfilled the criteria for acute HGA. The pres-
ence of IgG in titres 256 or higher defined as probable HGA was found in 40 pa-
tients. Only IgM, and IgM and IgG anti-A. phagocytophilum antibodies were
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detected in 17 and 16 patients, respectively. Anti-A. phagocy-
tophilum 1gG in titres 64 or 128 was found in 84 patients. The da-
ta show that 4. phagocytophilum infections are present in
Croatia, although most of the acute infections remain uncon-
firmed as self-resolved diseases. HGA should be included in the

Uvod

Humana granulocitna anaplazmoza je emergentna
zoonoza koju prenose krpelji, a uzrokuju bakterije roda
Anaplasmataceae. Dokazani humani patogeni roda Ana-
plasmataceae su: Anaplasma (A.) phagocytophilum —
uzrocnik humane granulocitne anaplazmoze (HGA),
Ehrlichia (E.) chaffeensis — uzro¢nik humane monocitne
erlihioze (HME), E. ewingii — uzro¢nik humane ewignii-
-erlihioze (HEE), E. canis — uzro¢nik asimptomatskih in-
fekcija u Venezueli, Neorickettsia sennetsu — uzrocnik
senettsu-erlihioze u Japanu, Maleziji i Laosu [1]. Prosi-
renost anaplazmi i erlihija ovisi o prisutnosti vektora i o
prirodnim domacinima [2]. U Europi humane infekcije
primarno uzrokuje A. phagocytophilum, a samo u nekoliko
imunokompromitirnih bolesnika iz Ceske, Njemacke,
Svedske i Svicarske opisane su bolesti koje je uzrokovala
Neoehrlichia mikurensis [3, 4]. Nedavno suu SAD opisani
slucajevi sli¢ni erlihiozi u kojih je kao uzro¢nik dokazan
bliski srodnik E. muris (E. muris-like bacterial agent, EM-
LA) [5] za koji se smatralo da nije humani patogen, a kojeg
prenose krpelji Ixodes scapularis. Srodnik E. ruminatium
nazvan Panola Mountain Ehrlichia takoder je moguci
uzrocnik bolesti [6]. Bolesti povezane s novim anaplazma-
ma i erlihijama pojavljuju se vjerojatno uslijed ekoloskih
promjena i ekspanzije krpelja koji su glavni prenositelji
bolesti.

Taksonomija ove skupine bakterija se zna¢ajno mije-
njala. Naziv Ehrlichia uveden je 1937.g., a prve humane
erlihioze opisane su 1950-tih godina u Japanu kao se-
nettsu-erlihioze. Prema morfologiji, stanicnom tropizmu i
serologiji prvotno je definiran rod Ehrlichiae koji je zaje-
dno s rodovima Rickettsiae i Wolbachia pripadao porodici
Rickettsiaceae. Filogenetskom analizom sekvenci 16S
rRNK utvrdena je nova klasifikacija prema kojoj je ukinu-
ta obitelj Rickettsiaceae i definirana obitelj Anaplasma-
taceae [1] koja prema klasifikaciji iz 2014.g. obuhvaca
sedam rodova: Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Neo-
ehrlichia, Wolbachia, Aegyptianelae i Xenohaliotis [2]. U
starijoj su se literaturi sve bolesti iz ove skupine opisivale
kao erlihioze, dok je danas potrebno razlikovati humane
anaplazmoze od erlihioza i neorikecioza. Vrste koje su
dokazane kao uzro¢nici bolesti u ljudi iz roda Ehrlichia su
Ehrlichia (E.) canis, E. chaffeensis, E. muris, E. (ranije
Cowdria) ruminatium 1 E. ewingii. Molekularnim analiza-
ma utvrdeno je da su raniji nazivi bakterija Ehrlichia
phagocytophila i E. equi koriSteni za istu vrstu koja je na-

differential diagnosis of patients with flu-like illness in regions
with Ixodes ricinus, especially during tick-activity season.
Different members of Anaplasmataceae family were found in
animals and ticks in Croatia, which is why better awareness of
HGA and diagnostics effort are needed.

zvana Anaplasma (A.) phagocytophilum. A. phagocyto-
philum zajedno s A. platys i A. marginale, koje su se ranije
nazivale erlihijama, spadaju u rod Anaplasma. Rod Neori-
ckettsia obuhvaca vrste Neorickettsia (N. ranije Ehrlichia)
sennetsuiN. (E.) risticiite N. helminthoeca. U novodefini-
rani rod Neoehrlichia spada N. mikurensis koja je do ne-
davno oznacavana Candidatus N. mikurensis [7-11] (Tab-
lica 1.).

Premda su erlihije i anaplazme dugo poznati uzrocnici
bolesti u veterinarskoj medicini, znacenje erlihija u ljudi
prepoznato je u SAD 1986. g. kada je opisan prvi bolesnik
s humanom monocitnom erlihiozom (HME), a 1990. je
izoliran uzrocnik E. chaffeensis. Godine 1994., takoder u
SAD, opisani su novi uzrocnici koji su uzrokovali slicnu
bolest koja je nazvana humana granulocitna erlihioza
(HGE), danas poznata kao humana granulocitna anaplaz-
moza (HGA) [10, 12—-14]. Prvi klini¢ki slucajevi HGA u
Europi dokazani su 1996.g. u Sloveniji [15-17], a 1998.
godine su opisani prvi sluc¢ajevi HGA u Hrvatskoj [18, 19].

Patogeneza

Zivotni ciklus humanih anaplazmi i erlihija sastoji se
od stadija koji se odvijaju u krpeljima i sisavcima. Primar-
ni rezervoari su mali Sumski glodavci, jeleni, prezivaci te
psi koji se smatraju sekundarnim rezervoarima za humane
infekcije. Covjek se zarazi slu¢ajno nakon ugriza krpelja.
Vrste krpelja su specifi¢ne za vrstu uzro¢nika koju pre-
nose, pa rasirenost humanih infekcija ovisi o rasirenosti
krpelja u odredenom podrucju. Tako se A. phagocytophi-
lum prenosi krpeljima roda Ixodes koji su §iroko raspro-
stranjeni, a vrste E. chaffeensis i E. ewingii prenosi krpelj
Amblyoma americanum koji nije dokazan u Europi [9, 13,
20-22].

Anaplazme su mali obvezno unutarstani¢ni Gram-ne-
gativni polimorfni kokobacili sli¢ni rikecijama. Za razliku
od Rickettsia spp. 1 ve¢ine Gram-negativnih bakterija ana-
plazme nemaju gene za sintezu lipoplisaharida i peptido-
glikana koji aktiviraju leukocite. Stoga ove bakterije za iz-
gradnju svoje membrane koriste kolesterol koji uzimaju
od stanica, $to im osigurava izbjegavanje imunosnog
odgovora domacina [8].

Nakon ugriza krpelja anaplazme i erlihije diseminiraju
do kostane srzi i slezene i inficiraju progenitore mijeloi¢ne
imonocitne loze [23, 24]. U sisavcima primarna replikaci-
ja odvija se u ciljnim stanicama — granulocitima za 4.
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Tablica 1. Osobitosti Anaplasma phagocytophilum i Ehrlichia spp. koje uzrokuju bolesti u ljudi [7-10]

Table 1. Characteristics of human pathogen Anaplasma phagocytophilum and Ehrlichia spp. [7-10]
Vrsta/Species Ciljne stanice/ | Rasprostranjenost/ | Primarni vektori krpelji/ | Glavni doma¢ini/ | Bolesti u ljudi/
Target cells Distribution Primary tick vectors Main hosts Human diseases
Anaplasma Granulociti, SAD, Europa, Azija |Ixodes scapularis, Ljudi, jeleni, srne, | Humana granulocitna
phagocytophilum | endotelne L pacificus, glodavci, ovce, anaplazmoza (HGA),
stanice (?) L ricinus, goveda, konji, psi, | vruéica u prezivaca
L persulcatus macke koja se prenosi krpe-
ljima, anaplazmoza
konja, anaplazmoza
pasa i macaka
Ehrlichia Monociti, SAD, Afrika, Juzna | Amblyomma americanum, |Ljudi, jeleni, psi, Humana monocitna
chaffeensis makrofagi Amerika, Azija Dermacentor variabilis, |kojoti erlihioza (HME), erli-
Ixodes pacificus hioza pasa
E. muris/ Nepoznate SAD, Japan 1 persulcatus, Ljudi, sitni glodavci | Infekcije u pasa*,
srodnik E. muris Haenaphysalis flava / (mis, voluharica) ljudi*
L scapularis
E. canis Monociti, Sirom svijeta Rhipicephalus sanguineus | Ljudi, psi, divlji psi | Monocitna erlihioza
makrofagi (kanidi) kanida, erlihioza u
ljudi*
E. ewingii Granulociti SAD, Afrika, Azija |A. americanum, Ljudi, jeleni, psi Humana ewingii-erli-
D. variabilis (kanidi) hioza (HEE), erlihioza
kanida
E. ruminantium/ | Endotelne Afrika, Karibi Amblyomma variegatum | Goveda, ovcee, divlji | Heartwateru
srodnik E. rumi- |stanice, prezivaci/ Ljudi, psi, | prezivaca, erlihioze u
nantium (Panola | neutrofili, koze, jeleni, ljudi pasa* i ljudi*
Mountain makrofagi
Ehrlichia)
Neoehrlichia Endotelne Euroazija Ixodes ricinus, I. ovatus, | Mali glodavci, psi | Infekcije u ljudi*
mikurensis stanice, 1 persulcatus,
neutrofili? Haemaphysalis concinna
Neorickettsia Monociti, Japan, jugoisto¢na | Vjerojatno ingestija Ljudi Humana vrudica
sennetsu makrofagi Azija sirovih riba, trematode (?) sennetsu, glandularna
vrucica

* rijetki uzro¢nici bolesti

phagocytophilum; monocitima i makrofazima za E. chaf-
feensis. Monociti su rezistentni na infekciju 4. phagocyto-
philum. A. phagocytophilum ima sloZeni negativni utjecaj
na neutrofile u kojima se nalazi: slabi prianjanje na epitel-
ne receptore, smanjuje transendotelnu pokretljivost i oste-
¢uje fagocitozu [25]. Uloga infekcije endotelnih stanica je
moguca, ali nije definirana. A. phagocytophilum se pri-
hvaca za ciljne stanice preko glikoproteinskog liganda-1
za P-selektin (PSGL-1) uz pomo¢ o(1,3)-fukoziltransfe-
raze. Molekule koje sudjeluju u vezanju E. chaffeensis i E.
canis za ciljne stanice nisu jasno definirane. Poznato je da
znacajnu ulogu imaju proteini TRP120 koji djeluju zajed-
no s proteinima domacina koji su ukljuceni u prepisivanje
iregulaciju te signalizaciju stanice, protok proteina i orga-
nizaciju citoskeleta; premjestaju se u jezgru inficirane
stanice gdje vezu DNK na mjestima koja su uslijed infek-
cije prepisana izmijenjeno, §to omogucava reprogramiran-
je funkcija stanice domacina. U stanice ulaze endocitozom
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preko kaveola, udubljenja na povrsini stanice koja sadrze
kaveolin — protein koji veze kolesterol. Kaveole imaju
dvoslojnu ovojnicu bogatu kolesterolom i glikolipidima.
Nakon ulaska u stanicu stvaraju se unutarstani¢ne vakuole
ovijene membranom ili endosomi u kojima zapo¢€inju pro-
cesi prezivljavanja, §to ih razlikuje od rikecija. Anaplazme
su razvile mehanizme upravljanja endosomima i izbjega-
vanja spajanja s lizosomom [8, 26]. U endosomima ana-
plazme rastu i razmnozavaju se i u citoplazmi nastaju
inkluzije ili mikrokolonije, koje se nazivaju morule (lat.
morus = dud). Morule se mogu naci u preparatu razmaza
krvi bojanjem po Romanowskom. Pojedinacne bakterije
izlaze iz inficiranih stanica nakon citolize ili spajanja
morula sa stanicnom membranom.

Odrzavanje anaplazmi u stanici te izbjegavanje i pre-
usmjeravanje stani¢nih procesa osigurava sekretorni sus-
tav tipa I'V koji ovisi 0 ATP i koji moZe dostaviti proteine ili
DNK bakterije u eukariotsku stanicu [26—28]. Kompo-
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nente sekretornog sustava utjecu na aktivnost stanice do-
macina te olakSavaju unutarstani¢no prezivljavanje i rast
bakterija, a vjerojatno i virulenciju. Poznati mehanizmi
kojima A. phagocytophilum izbjegava unutarstani¢nu
obranu su izravna detoksifikacija superoksidnih aniona te
sprecavanje ili inhibicija normalne apoptoze neutrofila
djelovanjem na ekspresiju pro- i anti-apoptotickih gena. U
vakuolama A. phagocytophilum inhibira fagocitozu i
sprecava spajanje neutrofilnih granula koje nose citokrom
b sa sekretornim vezikulama. Vakuole izbjegavaju auto-
fagiju i oponasaju reciklirane endosome. U osnovi, 4. pha-
gocytophilum preotima neutrofile reguliranjem ekspresije
njihovih gena, uklanjanjem kisika i modifikacijom kljuc-
nih komponenata sustava nikotinamid-dinukleotid-fosfat
(NADPH) oksidaze [8].

Paradoksalno, infekcija stimulira upalni odgovor uz
aktivnost neutrofila, sekreciju kemokina i degranulaciju.
Povecana proupalna aktivnost omogucava regrutiranje
novih neutrofila i lokalizirano oSte¢enje tkiva §to moze
egzacerbirati upalnu reakciju. Infekciju 4. phagocytophi-
lum u pocetku kontrolira interferon gama (IFN-y), §to
potice aktivaciju makrofaga te IL-12. Tijekom infekcije
nastaje mnogo transkripcijskih i antigenskih varijanti koje
poticu specifi¢ni imunosni odgovor i vjerojatno osigura-
vaju perzistenciju u rezervoarima, a moguce je i da imaju
ulogu kod razli¢itih klini¢kih prezentacija kao i reinfekcija
povezano s virulencijom. Genom A. phagocytophilum
sadrzi najmanje 100 gena koji kodiraju glavne povrsinske
proteine koji su odgovorni za antigenske varijacije i adhe-
ziju za stanice domacina [25].

Anaplazmoza i erlihioze su zoonoze koje imaju sezon-
sku pojavnost od prolje¢a do jeseni koja je povezana s
aktivnostima krpelja [10, 23]. Anaplazme se pojavljuju u
podru¢jima koja su poznata kao endemska za lajmsku
boreliozu i krpeljni meningoencefalitis buduci da dijele is-
tog prenositelja iz roda Ixodes spp. [29—32]. Krpelji se ana-
plazmama zaraze transstadijski, tj. tijekom prijelaza iz
stadija larve u nimfu te nimfe u odrasli oblik, ali nema
transovarijskog prijenosa, za razliku od borelija i virusa
KME. Larve nisu inficirane ve¢ se zaraze tijekom hranje-
nja na zarazenoj zivotinji. Glavni poznati rezervoari za 4.
phagocytophilum su divlji glodavci, a za E. chaffeensis je-
leni i srne. Bakterijemija ne traje dugo, tako da je upitna
prisutnost perzistentnih infekcija u prirodnih domacina
kao izvora zaraze [24]. Tijekom bakterijemije moguc je
prijenos krvlju, pa tako i transfuzijom ili transplantacijom
[33]. Laboratorijski je dokazano da anaplazme mogu u
preparatima transfuzijske krvi u hladnjaku prezivjeti oko
tjedan dana.

Klini¢ka slika

Simptomi anamplazmoze i erlihioza su gotovo isti i
bolesti se prema klinickoj slici ne mogu razlikovati.

Vecina bolesnika u Europi ima blagu klinicku sliku i spon-
tano ozdravi i bez specifi¢ne terapije. Prevalencija prisut-
nih protutijela ukazuje na vecéu ucestalost supklinickih i
asimptomatskih prezentacija bolesti. Klini¢ke manifesta-
cije u vecine bolesnika obi¢no zapocinju oko 1-2 tjedna
(7-30 dana) nakon ugriza krpelja kao bolest sli¢na gripi s
poviSenom temperaturom, glavoboljom, malaksalosti i
mijalgijom. Mu¢nina, povraéanje, proljev, kasalj, artralgi-
je i smetenost prisutni su u manje od polovice bolesnika.
Osip se pojavljuje rijetko kao makulozni, makulopapu-
lozni ili petehijalni ¢es¢e u HME nego u HGA. Kada se
osip pojavi u bolesnika s HGA posebna pozornost treba
biti usmjerena na otkrivanje moguce koinfekcije s B.
burgdorferi [9, 11,16, 17,21, 34-37].

Dijagnoza HGA ne moze se postaviti klinicki. Labo-
ratorijski nalazi koji upucuju na moguc¢u HGA su domini-
rajuca bicitopenija, tj. leukopenija (Cesto sa skretanjem
ulijevo) i trombocitopenija, uz povisene vrijednosti transa-
minaza, LDH, CPK i CRP (tablica 2.). MoZe se naci blaza
anemija, ceS¢e u HME. Leukopenija je kod HGA uzroko-
vana limfopenijom ili neutropenijom. Limfopenija se po-
javljuje u ranim fazama infekcije nakon ¢ega se razvija
limfocitoza s atipi¢nim limfocitima. Broj neutrofila u bo-
lesnika s HGA u obrnutoj je korelaciji s duljinom trajanja
bolesti, tako da se nakon Cetvrtog dana bolesti vidi manji
broj neutrofila nego neposredno nakon infekcije. Kod
sumnje na HGA/HME diferencijalnu krvnu sliku je
potrebno odrediti manualno, jer diferencijacija na aparatu
ne moze razlikovati nezrele granularne od segmentiranih
leukocita ili detektirati morule [11, 34].

Neuroloski simptomi su iznimno rijetki i u HME se
opisuju sporadi¢no poremecaji svijesti, ukocenost vrata i
klonusi. Likvorski nalaz u HGA s neuroloskim simptomi-
ma je uredan dok se u infekcijama E. chaffeensis nalazi
limfocitna pleocitoza i poviseni proteini. U bolesnika u
SAD gdje se opisuju tezi oblici bolesti, u 9 do 17 % opisu-
ju se i komplikacije: sindrom respiratornog distresa, dise-
minirane intravaskularne koagulopatije, gastrointestinalna
krvarenja, akutna renalna insuficijencija, meningoence-
falitis te smrtni ishod. Nakon infekcije E. chaffeensis moze
se razviti hemofagocitna limfohistiocitoza [9, 11, 38].

Dijagnoza se postavlja prema klinickim simptomima
koje treba etioloski potvrditi, no terapija se ne smije odla-
gati zbog ¢ekanja laboratorijskih nalaza ili zbog inicijalno
negativnih rezultata. Diferencijalno dijagnosticki treba
iskljuciti krpeljni meningoencefalitis, lajmsku boreliozu,
virusni meningitis, leptospirozu, sepsu, tularemiju i babe-
ziozu kao i virusne infekcije s osipom. Osip u HGA u
Europi je rijedak. Iskljuciti treba rikecioze i hemoragijske
vruéice s bubreznim sindromom [34, 36].

Za postavljanje dijagnoze potrebno je sagledati sve po-
datke iz anamneze, a posebno podatak o ugrizu krpelja u
endemskom podrucju za lajmsku boreliozu i KME buduc¢i
da je prenosilac isti. Postavljanje dijagnoze nije jedno-

Infektoloski glasnik 35:1, 5-15 (2015)
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Tablica 2. Klinicki i laboratorijski nalazi u bolesnika s humanom granulocitnom anaplazmozom (HGA) i humanom monocitnom erli-
hiozom (HME) prema Dumleru (2005.) [9], Lotri¢-Furlan (2006.) [34] i Benettu (2014.) [11]

Table 2.

Clinical and laboratory findings in patients with human granulocytic anaplasmosis (HGA) and human monocytic ehrlichio-

sis (HME) according to Dumler (2005) [9], Lotri¢-Furlan (2006) [34] and Benett (2014) [11]

Klini¢ki i laboratorijski HGA HME
IéTa.Zl/ land lab Sjeverna Amerika/ | Europa/Europe [9] | Slovenija/Slovenia Bennett [11] Bennett [11]

mical and laboratory North America [9] [34]
findings

% Mean % Mean % Median % (IQR) | Median % (IQR)

Vruéica/Fever 92 98 100 100 (92-100) 96 (95-99)
Mijalgija/Myalgia 79 65 79,2 77 (66-90) 72 (69-72)
Glavobolja/Headache 73 89 95,8 82 (62-93) 68 (63-75)
Slabost/Malaise 96 47 95,8 97 (90-98) 77(73-80)
Mucénina/Nausea 36 47 54,2 39 (35-50) 57 (56-59)
Povracéanje/ Vomiting 34 19 29,2 22 (20-32) 47 (37-56)
Proljev/Diarrhea 22 10 20,8 22 (17-28) 25(20-31)
Kasalj/Cough 22 10 25 27(20-30) 28 (26-31)
Artralgije/Arthralgiae 47 37 58,3
Osip/Rash 6 42 6(3-10) 26 (21-34)
Smetenost/Confusion 17 333 17 (16-17) 20(19-22)
Leukopenija/Leukopenia 50 47 66,7 55(44-73) 60 (60-71)
Trombocitopenija/ 72 64 83,3 75(61-91) 79(68-88)
Thrombocytopenia
Povisene AST/ALT* 79 51 70,8/50,0 83 (69-100) 88 (86-91)
Elevated AST/ALT
Povisen kreatinin/ 49 0 333 49 (25-171) 29
Elevated creatinine

* ALT, alanin aminotransferaza; AST, aspartat aminotransferaza; IQR, interkvartalni raspon/interquartile range

stavno. Kljucni su inicijalni simptomi i specifi¢na dijag-
nostika, pa ako bolesnik ima vruéicu i simptome sli¢ne
gripi do 30 dana nakon ugriza krpelja te ima nalaz bici-
topenije, povisene jetrene enzime i CRP posumnjati treba
na HGA i odmah zapodeti lijeCenje [11, 16, 17, 34, 39].

LijecCenje

Lijecenje treba zapoceti u svih bolesnika s anaplazmo-
zom ili erlihiozama. Terapija izbora je doksicikin 100 mg
dva puta dnevno u trajanju od 7-10 dana, ovisno o tezini
bolesti, odnosno dok pacijent ne bude 3—5 dana afebrilan.
Djeca teza od 45 kg lijece se takoder doksiciklinom, a ma-
nja djeca primaju 4 mg/kg na dan u dvije odvojene doze
(do maksimalno 100 mg po dozi). Djeca od 8 godina i sta-
rija mogu se lijeciti doksiciklinom kroz 10 dana. Prema
preporukama ameri¢kog drustva za infektivne bolesti
(Infectious Disease Society of America) djeca mlada od 8
godina s teskom klinickom slikom, ali bez koinfekcije s
borelijama mogu se lijeciti doksiciklinom 4-5 dana ili do 3
dana nakon prestanka temperature. U¢inak terapije vidi se
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nakon 48 sati. Veéina bolesnika ozdravi nakon terapije od
7 dana. Ako se dokaze koinfekcija s lajmskom boreliozom
nakon zavr$enog davanja doksiciklina lijecenje treba na-
staviti amoksicilinom (50 mg/kg na dan podijeljeno u 3
doze (maksimalno 500 mg po dozi) ili cefuroksim akse-
tilom (30 mg/kg na dan podijeljeno u 2 doze (maksimalno
500 mg po dozi).

Alternativa doksiciklinu, u bolesnika s alergijom na
tetracikline je rifampin (10 mg/kg dva puta dnevno, maksi-
malno 300 mg po dozi) kroz 7-10 dana premda su klinicka
iskustva skromna. Rifampin nije u¢inkovit u lije¢enju
lajmske borelioze tako da je u slucajevima koinfekcije
potrebno provesti adekvatno lijeCenje erythema migrans.

Trenutno ne postoje jasne preporuke za lijecenje trud-
nica i iskustva s lijeCenjem su skromna. Iako se doksiciklin
ne preporuca u trudnodi, procijeniti treba tezinu bolesti i
odluka o terapiji doksiciklinom ovisi je li bolest zivotno
ugrozavajuca. Alternativa je rifampin. U nelijecenih bole-
snika trajanje bolesti je prosjecno 9 dana (od 1-60 dana).

Prevencija anaplazmoze i erlihoze temelji se na izbje-
gavanju izlaganja krpeljima, koriStenju repelenata protiv
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krpelja na kozi i odjeci te detaljnom pregledu cijelog tijela
nakon boravka u prirodi u endemskim podruéjima i §to
ranijeg uklanjanja krpelja s tijela bududi da se pokazalo da
se A. phagocytophilum moze prenijeti 4—48 sati nakon
ugriza krpelja [24]. Profilaksa antibioticima se ne pre-
poruca[9, 11, 13, 34, 35].

Mikrobioloska dijagnostika

Humana granulocitna anaplazmoza (HGA) i humana
monocitna erlihioza (HME) klinicki se ne mogu razliko-
vati, a uzrokuju ih razli¢iti uzro¢nici koji se mogu dokaza-
ti samo specificnim testovima prema definiranim dijagno-
stickim kriterijima [36]. EtioloSka dijagnostika za potvrdu
dijagnoze HGA/HME temelji se na odredivanju speci-
ficnih protutijela u serumu, dokazu DNK metodama PCR,
trazenjem morula u mikroskopskom preparatu razmaza
krvi, a postoje pokusaji kultivacije na stani¢nim kulturama
[36,39].

Rutinska dijagnostiku HGA ili HME je odredivanje
specifi¢nih protutijela u serumu metodom neizravne imu-
nofluorescencije (indirect immunofluorescent assay, IFA).
Imunoenzimski testovi postoje, ali daju samo kvalitativne
rezultate. Vecina bolesnika razvije jasni imunosni odgo-
vor. Oko 24 sata nakon pocetka vrucice, odnosno tre¢i do
peti dan bolesti pocinju se pojavljivati protutijela IgM i
mogu se naci tijekom daljnjih 67 tjedana. Protutijela IgG
pojavljuju se oko 7-10 dana nakon infekcije, dosezu vrh
14-21 dana kasnije i mogu perzistirati i u visokom titru
[40, 41]. Pojava specifi¢nih protutijela ne korelira s ne-
stankom uzro¢nika iz organizma ili sa stvaranjem trajne
imunosti. Imunost nakon infekcije nije dugotrajna §to
ukazuje na moguénost reinfekcija [42], a sigurnih podata-
ka o moguc¢im perzistentnim ili kroni¢nim infekcijama u
ljudi nema.

Za serolosko testiranje neophodno je uzeti najmanje
dva uzorka seruma. Prvi ili serum akutne faze treba uzeti
na pocetku bolesti, a drugi ili rekonvalescentni, 2 do 3 ili 4
tjedna kasnije. Seroloski kriteriji za potvrdu dijagnoze su
serokonverzija i najmanje cetverostruki porast titra protu-
tijela IgG. Nalaz samo protutijela IgM nije dovoljan za
postavljanje dijagnoze. Naj¢es¢i kriterij za pozitivni nalaz

Tablica 3. Kriteriji za dijagnozu humane granulocitne anaplazmoze

Table 3.

Diagnostic criteria for human granulocytic anaplasmosis

IgG je titar 64. Nalaz protutijela IgG u titru 64 ili veCem u
samo jednom uzorku seruma smatra se pokazateljem in-
fekcije nepoznate duljine trajanja bududi da protutijela
mogu biti detektabilna dvije do tri godine nakon infekcije.
Nalaz protutijela u prvom serumu tijekom akutne infekcije
obic¢no je negativan u 90 % bolesnika. Serokonverzije u
parnom serumu biljezi se u 27-37 % bolesnika za IgM i u
88-90 % za IgG. U Europi gotovo svi bolesnici imaju jas-
nu serolosku potvrdu dijagnoze [34, 36]. Krizne reakcije
izmedu protutijela na 4. phagocytophilum i E. chaffeensis
mogu dati lazno pozitivne seroloske rezultate koji se mogu
naéiiuinfekcijama C. burnetii, R. rickettsii i R. typhi. Sve
seroloske nalaze potrebno je interpretirati u skladu s kli-
nickom slikom, anamnestickim i epidemioloskim kriteriji-
ma te prema rezultatima ostalih laboratorijskih pretraga.

Molekularne metode odredivanja DNK metodama
PCR iz krvi korisne su u akutnoj fazi bolesti, prva 2 tjedna
nakon pocetka simptoma. Procjenjuje se da im je speci-
ficnost i osjetljivost 67-90 % [13]. Rano uvodenje terapije
moze smanyjiti osjetljivost tako da negativan nalaz PCR ne
moze sa sigurnoscu iskljuciti dijagnozu. Potrebno je kom-
binirati metode PCR i serologije. Metode nisu standardi-
zirane $to predstavlja dodatni problem u intrepretaciji
rezultata [13, 36, 39, 43].

Dokazivanje antigena imunhistokemijskim metodama
u uzorcima bioptata ili koStane srzi te izolacija na sta-
ni¢nim kulturama koriste se iznimno rijetko, ve¢inom u is-
trazivacke svrhe. 4. phagocytophilum uspjelo se kultivi-
rati u kulturama stanica humane promijelocitne leukemije
(HL-60) i na stani¢nim linijama krpeljnih embrija premda
je metoda izrazito zahtjevna. U Europi nije opisana us-
pjesna kultivacija 4. phagocytophilum. Kultiviranje E.
chaffeensis je jos slozenije. Rast in vitro traje 1(2) do 6
tjedana [44].

Za dokazivanje anaplazmi i erlihija u akutnoj ranoj
febrilnoj fazi bolesti treba pokusati pronaéi morule, tj.
tipi¢ne nakupine u citoplazmi granulocita odnosno mono-
cita, u preparatu krvi, kostane srzi ili likvora obojanom po
Wrightu, Giemsi ili Romanowskom. Nalaz ima visoku
specifi¢nost, ali nisku osjetljivost koja je najveca tijekom
prvog tjedna infekcije. Morule nisu specifi¢ne za vrstu
anaplazmi. U Europi je prisutnost morula nadena u svega

Dijagnoza humane granulocitne anaplazmoze/Diagnosis of human granulocytic anaplasmosis [36]

Potvrdena/Confirmed Vjerojatna/Possible

Suspektna/Probable

Klini¢ki simptomi + potvrdeni seroloski
rezultati:

Serokonverzija ili najmanje ¢etverostruki
porast titra IgG izmedu akutnog i rekonva-
lescentnog seruma koji su uzeti u razmaku
od 2-3 tjedna

seroloski rezultat:

Klini¢ki simptomi + moguée znacajni

Pozitivan titar IgG u jednom serumu

Pozitivan laboratorijski nalaz bez jasnih
klini¢kih pokazatelja
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nekoliko bolesnika od kojih je posebno zanimljiv prikaz
bolesnice koja je dobila HGA transfuzijom krvi [33]. U
pacijenata s HGA u SAD morule su nadene u 25-68 %
slucajeva. Moguéi su i lazno pozitivni nalazi mikroskop-
skog preparata zbog prisutnosti toksi¢nih granula ili
Dohleovih tjelesaca koja se mogu zamijeniti za morule
[43]. Stoga nalaz morula u mikroskopskom preparatu, bez
dokaza specifi¢nih protutijela ili DNK, nije dovoljan kri-
terij za postavljanje dijagnoze.

Prema Europskim preporukama [36, 39] postavljanje
dijagnoze HGA i zapoc€injanje terapije primarno se temelji
na klinickoj prosudbi zbog ograni¢enja brze dijagnostike
samog uzro¢nika (PCR) i negativnih specifi¢nih protuti-
jela u akutnoj fazi bolesti. Stoga su utvrdeni kriteriji koji
definiraju potvrdenu, vjerojatnu ili suspektnu dijagnozu
bolesti prikazani u tablici 3.

Epidemiologija

Anaplazmoza i erlihioze su zoonoze koje imaju se-
zonsku pojavnost od proljec¢a do jeseni koja je povezana s
aktivnostima krpelja [10, 23]. Anaplazme se pojavljuju u
podrucjima koja su poznata kao endemska za lajmsku
boreliozu i krpeljni meningoencefalitis buduci da dijele is-
tog prenositelja iz roda Ixodes spp. [29-32, 45]. Krpelji se
anaplazmama zaraze transstadijski, tj. tijekom prijelaza iz
stadija larve u nimfu te nimfe u odrasli oblik, ali nema
transovarijskog prijenosa, za razliku od borelija i virusa
KME. Larve nisu inficirane ve¢ se zaraze tijekom hranje-
nja na zarazenoj zivotinji. Glavni poznati rezervoari za A4.
phagocytophilum su divlji glodavci, a za E. chaffeensis je-
leni i srne. Bakterijemija ne traje dugo, tako da je upitna
prisutnost perzistentnih infekcija u prirodnih domacina
kao izvora zaraze [24]. Tijekom bakterijemije mogu¢ je
prijenos krvlju, pa tako i transfuzijom ili transplantacijom
[33]. Laboratorijski je dokazano da anaplazme mogu u
preparatima transfuzijske krvi u hladnjaku prezivjeti oko
tjedan dana.

Materijali i metode

U razdoblju od 2009. do 2012. godine u Klinici za in-
fektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢" u Zagrebu obradeno
je 496 seruma od 425 bolesnika upucenih na dijagnostiku
humane granulocinte anaplazmoze. Parne uzorke seruma
nuzne za postavljanje dijagnoze imalo je samo 68 bolesni-
ka. U svim serumima odredena su protutijela IgM i IgG na
A. phagocytophilum imunofluorescentnim testom (IFA)
(Anaplasma phagocytophilum IFA 1gM and IgG, Focus
Diagnostics, SAD). U interpretaciji seroloskih rezutata
samo u jednom serumu bez testiranja parnog seruma, pozi-
tivan nalaz IgM bez ili uz prisutnost IgG te titar protutijela
IgG 256 ili veéi uz negativan IgM interpretirao se kao
moguce akutna HGA. Nalaz protutijela 64 ili ve¢i ukazi-
vao je na infekciju neodredenog trajanja — proslu infekciju
ili rani odgovor tijekom nedavne infekcije. Akutna HGA
bila je dokazana ako je rezultat testiranja parnih seruma
pokazao serokonveziju ili ¢etverostruki ili ve¢i porast titra
protutijela.

Rezultati

Od 425 ispitanika u ¢etverogodi$njem razdoblju od
2009.—2012. godine, pozitivna protutijela na A. phagocy-
tophilum imalo je 160 (37,6 %) bolesnika (tablica 4.).
Tijekom godina zabiljezen je porast broja ispitanika za
koje se diferencijalno dijagnosticki odredivao seroloski
status za infekciju A. phagocytophilum $to je vjerojatno
rezultat porasta svijesti o znacenju humane granulocitne
anaplazmoze. Od 160 bolesnika s pozitivnim protutijeli-
ma, seroloski potvrdenu akutnu HGA u parnim serumima
imalo je troje (1,9 %) bolesnika. Nalaz IgM odnosno povi-
Seni titar IgG samo u jednom serumu, $to se moZe smatrati
mogu¢om akutnom HGA imalo je 73 (17,2 %) ispitanika.
Prema spolu vece razlike nisu nadene (tablica 5.). Najveci
broj (88/160) ispitanika s pozitivnim protutijelima bio je u
dobi od 31-60 godine (slika 1). Parni serum testiran je u 68

Tablica 4. Dijagnostika A. phagocytophilum u Republici Hrvatskoj od 2009. —2012. godine
Table 4. A. phagocytophilum diagnostics in Croatia in the period from 2009 to 2012

Godina/Year IgG IgG | Serokonverzija ili 4x IgG™T / | IgM pozitivno/positive | IgM pozitivno/positive | Ukupno/
64/128 | >256 | Seroconversion or 4x IgG™T | IgG pozitivno/positive | IgG negativno/negative | Total %
2009 3 1 1 1 0 6/38
15,8 %
2010 15 6 0 6 12 39/116
33,6 %
2011 23 8 1 2 4 38/95
40 %
2012 43 25 1 7 1 77/176
43,8 %
Ukupno/ Total 84 40 3 16 17 160/ 425
37,6 %
Infektoloski glasnik 35:1, 5-15 (2015) 11
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Tablica 5. Rezultati seroloskog testiranja 4. phagocytophilum u Republici Hrvatskoj od 2009. —2012. godine

TableS. A. phagocytophilum serological test results in Croatia in the period from 2009 to 2012
Seroloski rezultati/Serological results Muskarci/Male Zene/Female Bolesnici/ Patients (%)
1gG 64/128 47 37 84 (19,8 %)
1gG >256 18 22 40 (9,4 %)
1gM + IgG pozitivno/positive 7 16 (3,8 %)
1gM >20/IgG negativno/negative 8 9 17 (4 %)
Serokonverzija ili 4x T 1gG/ o
Seroconversion or 4x T IgG 2 ! 30.7%)
Pozitivno — ukupno/Positive — total 82 78 160 (37,6 %)
Negativno/Negative 138 127 265 (62,4 %)
Ukupno/ Total 220 205 425
20
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Slika 1. Seroloski status 160 bolesnika s pozitivnim protutijelima na 4. phagocytophilum prema dobi
Figure 1. Serological status in 160 patients with positive anti-A. phagocytophilum antibodies according to age

(16,0 %) bolesnika, a njih 30 je imalo pozitivan nalaz pro-
tutijela.

Rasprava

U radu su prikazani rezultati humane dijagnostike
HGA u Hrvatskoj koja je u Klinici za infektivne bolesti u
Zagrebu uvedena 2000. godine. U endemskim podru¢jima
za [. ricinus dokazana je prisutnost 4. phagocytophilum u
krpelja, malih glodavaca i divljih Zivotinja, a nadena je i N.
mikurensis [46] koja mozZe biti uzroénik bolesti u ljudi [3,
4]. Rasprostranjenost krpelja u Hrvatskoj je razlicita, no
prema rasirenosti krpeljnog meningoencefalitisa i lajmske
borelioze koji se Sire istim vektorom, mogu se pretpostavi-
ti podrucja u kojima se moZze ocekivati veci broj bolesnika
s HGA[10, 45].

Prvi slucajevi bolesti HGA dokazani su u Koprivnicko-
krizevackoj zupaniji 1998.g [18, 19]. Broj bolesnika s
dokazanom HGA je sporadican [37]. Jedan od razloga je

12

vjerojatno blaga klinicka slika i bolest koja prolazi spon-
tano i bez ciljane terapije, a etioloska dijagnostika se ne
napravi. Drugi moguéi razlog je nedosljednost u dijagno-
stickom postupku buduéi da je za potvrdu dijagnoze
potrebno testirati parne serume oduzete u razmaku od naj-
manje dva tjedna, a po potrebi i duljem vremenskom inter-
valu. U dobrovoljnih davatelja krvi kao i u nekih bolesnika
u Hrvatskoj pronadena su specifi¢na protutijela, ponekad
uz istovremeno prisutna protutijela na KME i B. burgdor-
feri. Prva analiza 20 bolesnika (13 s uputnom dijagnozom
meningitisa; 5 s febrilnim stanjem i 2 upuéena kao ana-
plazmoza) koji su bili lijjeceni u Klinici za infektivne
bolesti, a u kojih se diferencijalno dijagnosticki moglo ra-
diti 0o HGA, radena je 2000.g. Rezultati IFA testa za HGA
pokazali su da je pet bolesnika imalo prisutna protutijela
na A. phagocytophilum. Prema vaze¢im dijagnostickim
kriterijima akutna anaplazmoza nije dokazana. U isto vri-
jeme testirali smo 51 dobrovoljnog davatelja krvi (DDK)
iz Zagreba i 50 DDK iz Cakovca kao endemskog podru¢ja
za KME i lajmsku bolesti. Protutijela IgG na 4. phagocy-
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tophilum nadena suu 5 (9,8 %) DDK iz Zagreba i u dvoje
(4,0 %) iz Cakovca [47, 48]. Spomenuti treba moguée
lazno pozitivne rezultate I[gM koji su nadeni u 3 DDK iz
Zagreba. Kao moguci razlozi za lazno pozitivne rezultate
navode se rikecioze, Q-vrucica, EBV, borelioza (no
mogucéa je i dvojna infekcija) kao i autoimune bolesti.
Opisuju se i moguc¢i lazno negativni rezultati koji se mogu
naci u nereaktora, ali i zbog antigeno razli¢itih sojeva koji
nisu pokriveni testovima, supresije stvaranja protutijela
zbog rane terapije, za §to nema jasnih dokaza, ili zbog
neadekvatnog vremena uzimanja seruma (akutni, rekon-
valescentni). Broj uzoraka koji se $alju na testiranje za
HGA tijekom godina se blago povecava, premda je HGA
jos uvijek zanemarena bolest zbog ocito blagog klinickog
tijeka [37], pa slijedom toga i nedostatnosti parnih seruma
nuznih za postavljanje dijagnoze.

Seroprevalencija HGA u DDK u Europi iznosi 0-9 %,
au osoba izlozenih krpeljima 1,5-21 % [9, 39, 40, 49-52]
$to se moze povezati i s naSim podacima. Seroprevalencija
HGA u Sloveniji je 15,4 %. Istovremeno prevalencija 4.
phagocytophilum u krpelja krece se od 0-66,7 %. Brojna
istrazivanja pokazala su da je 4. phagocytophilum uobi-
Cajeni patogen koji se nalazi u glodavaca, malih sisavaca,
divljih Zivotinja, posebno srna i jelena, ali i domacih gove-
da i ovaca, a glavni je prijenosnik krpelj [21]. Siroka ras-
prostranjenost prirodnih domacina i visoka prokuzenost
nije u korelaciji s relativno malim brojem registriranih
oboljelih ljudi $to upucuje da humane infekcije ve¢inom
prolaze neprepoznato. Cini se da je tijek bolesti u Europi
znacajno blazi nego u bolesnika u SAD [37]. Dokazane su
razliCite varijante A. phagocytophilum. Njihova uloga nije
sasvim jasna, a mogla bi biti znacajna za reinfekcije [42],
ali 1 kao moguce objasnjenje blagih klinickih slika zbog
slabije virulentnosti ili nepatogenog potencijala [20, 42,
53-57]. Izmedu 4 % i 36 % bolesnika sa seroloskim
odgovorom na 4. phagocytophilum imalo je istovremeno
pokazatelje infekcije Borrelia burgdorferi te krpeljnog
meningoencefalitisa (KME), a moguce su i koinfekcije s
Babesia microti. [29-32]

Zakljucak

Infekcije s A. phagocytophilum u Hrvatskoj vec¢inom
vjerojatno prolaze kao samoogranic¢avajuce i nedokazane.
Ako se radi o bolesniku u febrilnom stanju s bicitopeni-
jom, poviSenim transaminazama i CRP u vrijeme ak-
tivnosti krpelja u diferencijalno-dijagnosticku analizu tre-
ba ukljuciti i HGA posebno u endemskim podrucjima za
lajmsku boreliozu i KME. Znacenje HGA kao emergentne
infekcije u Hrvatskoj treba dalje pratiti.
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