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UVOD
Zarazni traheobronhitis, zarazni kašalj ili kašalj 

štenare (engl. Canine infectious respiratory disease 
complex, CIRDC) akutna je i vrlo kontagiozna bolest 
dišnog sustava pasa (Appel i Binn, 1987.). Bolest je 
najčešće opisana u pasa smještenih u skupinama 
kao što su skloništa, uzgajivačnice ili centri za 
obuku pasa, no vrlo se često dijagnosticira u kućnih 
ljubimaca koji dolaze u kontakt s drugim psima 
na mjestima poput izložbi pasa, veterinarskih 
ambulanti i slično (Buonavoglia i Martella, 2007.; 
Mochizuki i sur., 2008.; Singleton i sur., 2019.). 
Etiologija CIRDC-a je multikauzalna. Primarnim se 
virusnim uzročnicima smatraju virus parainfluence 
pasa, pseći adenovirus 2, virus štenećaka i pseći 
herpesvirus 1 (Ditchfield i sur., 1962.; Karpas i sur., 
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Sažetak
Virus psećeg respiratornog koronavirusa (engl. 

Canine respiratory coronavirus, CRCoV), iz porodice 
betakoronavirusa, opisan je diljem svijeta i jedan je od 
uzročnika iz kompleksa psećih zaraznih respiratornih 
bolesti (engl. Canine infectious respiratory disease 
complex, CIRDC). Virus se širi izlučevinama dišnog 
sustava, a brzom širenju pridonose mjesta na kojima 
se nalazi mnogo pasa, poput skloništa za životinje i 
izložbi pasa. 

U ovom su istraživanju pretraženi obrisci nosa 
i ždrijela 258 pasa, od kojih je 68 imalo kliničke 
znakove bolesti dišnog sustava. Od 258 pasa, njih 
88 bilo je iz skloništa za nezbrinute životinje, dok su 
ostali bili vlasnički psi. Za dokazivanje prisutnosti 

uzročnika u pretraživanom materijalu primijenjena je 
molekularna metoda lančane reakcije polimerazom s 
obrnutom transkripcijom (engl. Reverse transcription 
polymerase chain reaction, RT-PCR). 

Virus CRCoV dokazan je u 3,87 % pretraživanih 
pasa. Infekcija je bila znatno češća u pasa iz skloništa 
za nezbrinute životinje u odnosu na vlasničke pse, dok 
spol i dob nisu znatnije utjecali na rezultate pretrage. 
CRCoV češće je bio dokazan u pasa bez kliničkih 
znakova bolesti dišnog sustava što bi moglo upućivati 
na to da CRCoV nije važan kao samostalan uzročnik 
dišnih bolesti pasa odnosno CIRDC-a.

Ključne riječi: CRCoV, pas, CIRDC, epizootiološki 
čimbenici, RT-PCR

1968.; Appel i Percy, 1970.; Ronsse i sur., 2002.; 
Day i sur., 2020.). U protekla su dva desetljeća u 
etiologiju CIRDC-a dodani novi uzročnici, među 
kojima i Pseći respiratorni koronavirus (engl. Canine 
respiratory coronavirus, CRCoV) (Erles i sur., 2003.). 

Virus CRCoV prvi je put izoliran 2003. godine u 
pasa oboljelih od CIRDC-a, smještenih u skloništu 
u Ujedinjenom Kraljevstvu. Najčešće je dokazan u 
pasa s blagim kliničkim znakovima bolesti dišnog 
sustava (Erles i sur., 2003.). Pretpostavlja se da se 
virus širi dišnim sekretima izravnim kontaktom ili 
neizravno, kontaminiranim površinama, a njegovo 
brzo širenje među psima u skloništima upućuje na 
to da je virus izrazito kontagiozan (Erles i Brown-
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lie, 2005.). U prošlosti su se koronavirusi dijelili na 
skupinu jedan, skupinu dva i skupinu tri. CRCoV bio 
je smješten u skupinu dva u kojoj se nalazio i go-
veđi koronavirus (engl. Bovine coronavirus, BCoV) 
koji mu je genetski najsrodniji (Erles i Brownlie, 
2008.). Prema sadašnjoj podjeli porodica Coronavi-
ridae dijeli se u potporodice Coronavirinae i Torovi-
rinae, a potporodica Coronavirinae podijeljena je i 
na rodove Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Delta-
coronavirus i Gammacoronavirus (Payne, 2017.). Be-
takoronavirusi su ekvivalentni skupini dva, stoga 
CRCoV pripada u rod Betacoronavirus. 

Ovaj je virus opisan diljem svijeta (Kaneshima 
i sur. , 2006.; Priestnall i sur. , 2006.; Yachi i Moc-
hizuki, 2006.; Decaro i sur. , 2007.; Priestnall i sur. , 
2007.; Erles i Brownlie, 2008.; Knesl i sur. , 2009.; 
Spiss, 2012.; Schulz i sur. , 2014.; More i sur. , 2020.) 
i jedan je od važnijih patogena CIRDC-a. Nemogu-
će je pisati o kliničkoj slici koju CRCoV uzrokuje 
bez spominjanja kliničke slike CIRDC-a jer u slu-
čajevima u kojima je CRCoV prisutan obično su 
prisutni i drugi patogeni mikroorganizmi CIRDC-a 
(Erles i Brownlie, 2008.). 

Zbog uključenosti više patogena u etiologiju 
CIRDC-a CRCoV kao jednog od njih nije moguće 
dijagnosticirati samo na osnovi kliničkih znakova 
bolesti dišnog sustava (Erles i Brownlie, 2008.). 
Najprikladniji dijagnostički test za dokaz CRCoV 
jest RT-PCR koji umnaža dio gena za S-protein ili 
protein hemaglutinirajuće i esterazne aktivnosti 
(Erles i sur. , 2003.; Yachi i Mochizuki, 2006.). 

MATERIJALI I METODE
U ovom su istraživanju korišteni uzorci 258 

pasa zaprimljenih u Virološki laboratorij Zavoda 
za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom 
Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu u 
razdoblju od 2018. do 2021. godine. Od ukupnog 
broja, 88 pasa bilo je iz skloništa za nezbrinute 
životinje grada Zagreba Dumovec i ti su psi 
uzorkovani dva puta, s tim da je 30 pasa uzorkovano 
2019. godine, dok je 58 pasa uzorkovano 2021. 
godine (slika 1). U 68 pasa prilikom uzimanja 
obrisaka bili su prisutni klinički znakovi bolesti 
dišnog sustava.

Pri izdvajanju ukupne virusne ribonukleinske 
kiseline (RNK) upotrijebljen je komercijalni kom-

Slika 1. Prikupljanje obrisaka nosa i ždrijela u 
skloništu za nezbrinute životinje grada Zagreba 
Dumovec 2021. godine

plet QIAamp cador Pathogen Mini Kit (250) (QIA-
GEN, Hilden, Njemačka) prema uputama proizvo-
đača. Molekularna metoda RT-PCR primijenjena je 
za dokazivanje prisutnosti nukleotidnog odsječka 
specifičnog za CRCoV. Za izvođenje metode RT-PCR 
koristili su se voda slobodna od RNK-za (QIAGEN), 
reakcijski pufer 5x koncentriran, 25 mM dNTP, po-
četnice F2–R1 (tablica 1), One Step Enzym 2µ/re-
action (QIAGEN) te RNK izolirana iz obrisaka nosa 
i ždrijela zasebno ili nosa i ždrijela iste životinje 
zajedno.

Pripremljene PCR reakcijske smjese u Eppendorf 
epruveticama posložile bi se u PCR uređaj za 
izvođenje lančane reakcije polimerazom prema 
sljedećem protokolu: reverzna transkripcija pri 
temperaturi od 50 °C u trajanju od 30 minuta, 
inicijalna denaturacija DNA pri temperaturi od 95 
°C u trajanju od 15 minuta, zatim denaturacija pri 
94 °C tijekom 30 sekundi, sparivanje početnica pri 
49 °C tijekom 90 sekundi te produživanje lanca 
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pri 72 °C tijekom 30 sekundi. Reakcija se zbivala 
tijekom 45 ciklusa, nakon čega je uslijedilo konačno 
produživanje lanca u trajanju od 9 minuta pri 72 °C. 

Uspješnost umnažanja virusnog genoma provjere-
na je elektroforezom u gelu. Određivanje nukleotid-
nog slijeda proizvoda RT-PCR učinjeno je u tvrtki Ma-
crogen, Amsterdam, Nizozemska pomoću ABI PRISM 
BigDye terminator kita (Applied Biosystem, Carlsbad, 
California, SAD) na uređaju 3730 x 1 DNA analyzer 
istog proizvođača. Pri statističkoj obradi podataka pri-
mijenjen je Fisherov egzaktni test uz razinu značaj-
nosti p = 0,05. Podaci koji su korišteni bili su godina 
uzimanja uzoraka, pasmina, spol, dob, prisutnost kli-
ničkih znakova bolesti dišnog sustava i rezultati me-
tode RT-PCR.

REZULTATI
Od 258 uzorkovanih pasa, njih 10 bilo je 

pozitivno (3,87 %) (tablica 2). Prevalencija CRCoV u 
pasa iz skloništa (7,95 %) bila je veća od prevalencije 
CRCoV utvrđene u vlasničkih pasa (1,76 %) (slika 
2). Statističkom analizom ustanovljeno je da je 
ova razlika u prevalenciji statistički značajna (p = 
0,0344). Također je ustanovljeno da godina uzimanja 
uzoraka statistički značajno utječe na prevalenciju 
CRCoV infekcije u skloništu (p = 0,0057). U 2019. 
godini prevalencija CRCoV u pasa iz skloništa 
iznosila je 20 %, dok je u 2021. iznosila 1,7 %. 

Tablica 2. Broj pasa uključenih u istraživanje, 
podijeljen na pozitivne i negativne na CRCoV, te 
vlasničke pse i pse iz skloništa

DUMOVEC
VLASNIČKI 

PSI
UKUPNO

CRCoV 
POZITIVNI

7 3 10

CRCoV 
NEGATIVNI

81 167 248

UKUPNO 88 170 258

Tablica 1. Početnice za umnažanje odsječka 
genoma S-proteina CRCoV upotrijebljene za 
izvođenje metode RT-PCR

F2 TGCAGCATGTAAATCACAGT

R1 GGCAACACTTTGATACCATT

Slika 2. Zastupljenost vlasničkih pasa i pasa iz 
skloništa kod CRCoV pozitivnih i CRCoV negativnih 
jedinki

Pasminsku predispoziciju nije bilo moguće 
utvrditi zbog nedovoljnog broja jedinki određene 
pasmine. Prilikom podjele pasa na križance i 
čistokrvne pasmine nije utvrđena značajna razlika 
(p = 0,1039). Prema dobi psi su podijeljeni na mlađe 
od tri godine i na stare tri godine i više, ali dob 
nije značajno utjecala na rezultate testa RT-PCR (p 
= 0,324) (slika 3),  kao ni spol (p = 0,1962).

Slika 3. Zastupljenost pozitivnih i negativnih 
jedinki na CRCoV u odnosu na njihovu dob

Od ukupno 68 pasa s kliničkim znakovima 
bolesti dišnog sustava samo je jedna jedinka bila 
pozitivna (1,47 %) (slika 4) te je ustanovljeno da 
prisutnost kliničkih znakova bolesti dišnog sustava 
nije statistički značajan klinički znak u pozitivnih u 
odnosu na negativne pse (p = 0,4628).

RASPRAVA
Od ukupno 258 pasa koji su bili uključeni u 

istraživanje, 10 pasa bilo je pozitivno na CRCoV 
te je prevalencija iznosila 3,87 %. Uspoređujući 
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rezultate iz drugih država, utvrđena je prevalencija 
CRCoV u Hrvatskoj bila manja. Primjerice u Italiji je 
prevalencija 8,97 % (Decaro i sur., 2016.), u Austriji 
8,8 % (Spiss, 2012.) te 9,8 % u Njemačkoj (Schulz 
i sur., 2014.). Spiss (2012.), uz obriske ždrijela, 
upotrijebio je i obriske konjunktiva. Isti je autor 
koristio PCR u stvarnom vremenu (engl. quantitative 
reverse transcriptase polymerase chain reaction, qRT-
PCR). Decaro i suradnici (2016.) te Schulz i suradnici 
(2014.) primijenili su qRT-PCR, no s obzirom na to 
da qRT-PCR nije osjetljiviji od RT-PCR-a (Bastien 
i sur, 2020.), primjena qRT-PCR-a ne bi trebala 
utjecati na prevalenciju. Početnice korištene u 
ovom istraživanju dizajnirane su za umnažanje 
konzerviranih odsječaka S-gena te su se razlikovale 
od početnica korištenih kod Spissa (2012.), gdje su 
početnice dizajnirane za RdRp gen, te kod Schulza 
i suradnika (2014.) gdje su upotrijebili početnice za 
protein-hemaglutinirajuće i esterazne aktivnosti. 
Potrebno je ispitati osjetljivost i specifičnost 
različitih molekularnih metoda da bi se utvrdilo 
koja od njih daje maksimalnu pouzdanost dokaza 
uzročnika. Najvjerojatniji je uzrok uočene razlike 
u prevalenciji u ovom istraživanju vrijeme 
uzorkovanja. Dokazana je izrazita sezonalnost 
infekcije CRCoV, koja se češće pojavljuje u zimskim 
mjesecima (Erles i Brownlie, 2005.). Za razliku od 
ranije navedenih istraživanja, uzorci za potrebe 
ovog istraživanja uzimani su tijekom cijele godine. 
Psi u skloništima uzorkovani su dvokratno, 2019. i 
2021. godine. Prevalencija CRCoV u pasa iz skloništa 
2019. godine iznosila je 20 %, dok je u 2021. iznosila 
1,7 %. Na tako veliku razliku može se pretpostaviti 
da je utjecalo vrijeme uzimanja obrisaka, jer su 

2019. godine životinje bile uzorkovane u veljači, 
odnosno za vrijeme zime, a 2021. godine obrisci 
su skupljani krajem rujna. Od obrisaka pasa koji 
su imali kliničke znakove bolesti dišnog sustava 
samo je jedan pas bio pozitivan na CRCoV, odnosno 
prevalencija je iznosila 1,47 %. Kod pokusnih 
CRCoV infekcija zaključeno je da se virus obilno 
izlučuje drugi dan nakon zaraze te da izlučivanje 
završava već šestog dana (Mitchell i sur., 2013.), 
dok klinički znakovi CIRDC-a obično traju dulje od 
šest dana, odnosno do dva tjedna (Reagan i Sykes 
2020.). Pri uzorkovanju pasa s kliničkim znakovima 
bolesti dišnog sustava, ovisno o danu bolesti kad je 
uzet obrisak, moguće je da jedinka više ne izlučuje 
virus. To je osobito važno ako se zna patogeneza 
kliničkog očitovanja CIRDC-a. Bolest je uglavnom 
blagog tijeka u početku te većina vlasnika ne 
odlazi veterinaru u tom periodu. Ipak, kako ni ostale 
pozitivne jedinke nisu imale kliničke znakove 
bolesti dišnog sustava, moglo bi se zaključiti da 
je infekcija CRCoV blagog kliničkog tijeka te da 
su za razvoj kliničkih znakova CIRDC-a potrebni 
i drugi patogeni ili oslabljena imunost jedinke. U 
istraživanju u Njemačkoj, u 90 zdravih pasa ni jedna 
jedinka nije bila pozitivna na CRCoV (Schulz i sur., 
2014.), ali su u ovom istraživanju psi bez kliničkih 
znakova dišnih bolesti zaprimljeni na klinike 
Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu zbog 
neke druge bolesti, što je moglo utjecati na njihov 
imunosni sustav i predispoziciju za razvoj infekcije 
ovim virusom. 

Prevalencija CRCoV u pasa iz skloništa u ovom 
je istraživanju iznosila 7,95 % i bila je statistički 
značajno veća u odnosu na vlasničke pse, gdje je 
iznosila 1,76 %. Psi u uzgajivačnicama, skloništima 
i trgovinama za kućne ljubimce izloženi su 
povećanom riziku od CIRDC-a zbog povećane 
gustoće populacije i priljeva novih životinja i 
patogena zbog velikog prometa životinja te katkad 
neadekvatnih uvjeta (Appel i Percy, 1970.; Bemis i 
sur., 1977. Buonavoglia i Martella, 2007.; Mochizuki 
i sur., 2008.; Singleton i sur., 2019.). 

Zaključno, CRCoV nepobitno je prisutan u 
Republici Hrvatskoj,  i to osobito u pasa u skloništima 
za nezbrinute životinje. Ovo je važan podatak jer 
može usmjerivati mjere opće profilakse koje bi 
zaštitile zdravlje pasa. Iako ovo istraživanje govori 
u prilog tomu da je infekcija CRCoV u terenskim 

Slika 4. Zastupljenost kliničkih znakova bolesti 
dišnog sustava u CRCoV pozitivnih i CRCoV 
negativnih jedinki
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uvjetima blaga ili supklinička, njime je ustanovljena 
veća zastupljenost virusa u životinja bez kliničkih 
znakova bolesti dišnog sustava. Upravo je zbog 
toga važno dalje pratiti ovaj virus i njegovu ulogu u 
sinergizmu s drugim mikroorganizmima s obzirom 
na to da je CIRDC jedna od najučestalijih zaraznih 
bolesti pasa.  
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Epizootiological Factors of Canine Respiratory Coronavirus 
Infection in Croatia

Abstract
Canine respiratory coronavirus (CRCoV)  from the 

beta-coronavirus family, has been described worldwide 
and is most commonly associated with the early stage of 
CIRDC (Canine infectious respiratory disease complex). 
The main CRCoV multiplication site is the respiratory 
system, so it is assumed that the virus spreads through 
the excretions of the respiratory tract. Places  with a 
large number of dogs, such as animal shelters, dog 
shows and similar, contribute to the spread of the virus.  

Nasal and pharyngeal swabs of 258 dogs were 
screened during this study. Amongst them, 68 had 
clinical signs of respiratory disease. Out of 258 dogs, 
88 of them were from shelters for neglected animals, 
while the rest belonged to private owner. Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was 
used to confirm the presence of CRCoV. 

CRCoV was detected in 3.87% of the examined 
dogs. There was a significantly higher rate of infection 
in dogs from the animal shelters compared to 
privately owned dogs, while gender and age did not 
have a significant influence on RT-PCR test results. 
Interestingly, CRCoV was detected more frequently in 
dogs without clinical signs of respiratory disease, which 
leads to the conclusion that CRCoV is not significant as 
an independent cause of respiratory diseases in dogs, 
or CIRDC.  

Key words: CRCoV; dog; CIRDC; epizootiological 
factors; RT-PCR  


