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Kratak sadrzaj

Lajsmanioza je tesko hroni¢no oboljenje pasa i ljudi, koja je u Mediteranskom
basenu izazvana protozoom Leishamania infantum. Prenosi se putem pescanih musica iz
roda Phlebotomus. Pas je glavni rezervoar ovog patogena. Crna Gora je endemsko Zariste
lajSmanioze pasa, pre svega opstine Bar i Ulcinj. Narocito su ugrozeni psi lutalice i psi u
prihvatiliStima koji nisu obuhvaceni nikakvim merama prevencije. U literaturi,
lajSmanioza pasa je opisana sa aspekta klinicko-patoloSkog nalaza i poremecaja
strukuture i funkcije tkiva i organa tokom cetiri tipi¢ne progresivne faze bolesti. Manje
su zastupljena savremena istrazivanja vezana za razlicite aspekte specifi¢nog ¢elijskog i
humoralnog imunskog odgovora. Takode, postoji 1 opravdana potreba da se prosire
saznanja o funkcionalnom stanju vaskularnog endotela. Budu¢i da se on nalazi na
neposrednom ,,udaru® specificnog humoralnog imuniteta, dalja istraZivanja bi doprinela
razumevanju mehanizama |ll tipa preosetljivosti i vaskulitisa, odnosno lokalne i
sistemske inflamacije, karakteristicne za odmakle faze bolesti. Zbog toga je cilj ove
disertacije bio da se ispita veza pojedinih markera oSte¢enja tkiva i markera oStecenja
vaskularnog endotela kod lajSmanioze pasa u razli¢itim fazama bolesti.

Materijal i metode: lzvedena je opservaciona studija preseka na 50 pasa sa
klinickim znacima lajSmanioze u razli¢itim fazama bolesti. Studija je sprovedena na visku
materijala prikupljenog posle dijagnostike lajSmanioze 1 tokom njene terapije kod pasa u
jednom od prihvatilista za napustene pse u opstini Bar, Crna Gora. Lajsmanioza je
dijagnostikovana na osnovu klini¢ke slike i seroloskih nalaza, dobijenih komercijalnim
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) paketom reagenasa. Dodatnu procenu
zdravstvenog stanja omogucile se rutinske hematoloske i biohemijske analize krvi. Posle
postavljanja dijagnoze, na osnovu klini¢kih znakova i vrednosti nivoa IgG antitela protiv
Leishmania spp. psi su podeljeni u tri grupe. Prvu grupu je ¢inilo 14 pasa sa umerenim
klinickim znacima multiorganskog karaktera i visokim nivoom antitela, koji nisu u
prethodnom periodu bili na terapiji. U drugoj grupi je bilo 9 pasa sa slicnim znacima
bolesti i seroloSkim rezultatima, ali koji koji su dobijali kombinovanu terapiju
miltefosinom, alopurinolom, i vitaminima B kompleksa. Tre¢a grupa obuhvatila je 27
pasa sa blagim znacima bolesti i niskim nivoom antitela — ni kod ovih pasa nije
primenjivana terapija. U visku seruma je odredena zastupljenost pojedinih proteinskih
frakcija elektroforezom na agaroznom gelu; kao i nivoi proteina akutne faze (engl., acute
phase proteins — APP): serum amiloida A (SAA) - komercijalnim ELISA paketom
reagenasa; ceruloplazmina (CER), haptoglobina (HPT), paraoksonaze-1 (PON-1) -
spektrofotometrijski. 1z odnosa koncentracija pozitivnih i negativnih APP izracunati su
njihovi indeksi. Ukupne tiolske grupe (TIOL) su takode odredene spektrofotometrijski.
Ispitivanja faktora koji uticu na funkciju endotela ukljucilo je homocistein (Hcy) i
matriksne metaloproteinaze (MMP). Koncentracija Hcy odredivana je automatizovanim
jednostepenim hemiluminiscentnim imunometrijskim testom. Zimografskom metodom
analizirane su aktivnosti MMP. Kao vazan faktor u formiranju imunskih kompleksa i



patogenezi III tipa preosetljivosti odreden nivo ukupnih IgA uz Western blot tehnike. Za
statisticku analizu kori$¢éene su metode deskriptivne statistike, y° test, Kruskal-Wallis test
sa post hoc analizom po Conover-u, Sperman-ova korelaciona, kao i multipla regresiona
analiza.

Rezultati: Obe grupe pasa sa umerenom formom bolesti su imale visi nivo IgG
protiv Leishmania spp. (P<0,001), nizu hematokritsku vrednost (P<0,042), nizi broj
leukocita (P<0,021), visu koncentraciju uree (P<0,001), kreatinina (P<0,001), ukupnih
proteina (P<0,001), viSu aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) (P<0,001) i nizu
koncentraciju albumina (P<0,001) u odnosu na pse sa blagom formom bolesti.
Trigliceridi su bili najvisi kod pasa sa umerenom formom bolesti i terapijom (P<0,002)
dok je aspartat aminotransferaza (AST) bila visa kod iste grupe pasa, ali samo u odnosu
na pse sa blagom formom bolesti (P<0,001). Razdvajanjem proteinskih frakcija pokazano
je da obe grupe pasa sa umerenom formom imaju poliklonsku gamapatiju (P=0,001).
Koncentracija SAA se nije razlikovala izmedu grupa, dok su koncentracije CER
(P=0,010) i HPT (P=0,008) bile vece kod obe grupe pasa sa umerenom formom bolesti.
Aktivnost PON-1 je bila niza kod pasa sa umerenom formom bez terapije u odnosu na
pse sa blagom formom (P=0,048). Na osnovu pet indeksa APP u ¢ijem izraCunavanju su
kao pozitivni APP u razli¢itim kombinacijama koris¢eni SAA, CER i HPT, a kao
negativan kori§¢en albumin, potvrdeno je da su promene najmanje izrazene u blagoj formi
bolesti. Aktivnost proMMP-2 je bila niza kod pasa sa umerenom formom bez terapije u
odnosu na one sa blagom formom bolesti (P=0,038), aktivnost proMMP-9 se nije
razlikovala izmedu grupa, ali je aktivnost MMP-9 bila niZa u obe grupe sa umerenom
formom u odnosu na blagu formu (P=0,001). Koncentracija Hcy je bila najniza (P=0,021),
a odnos PON-1/Hcy najvisi kod pasa koji su terapirani (P=0,023). Koncentracija TIOL-a
kao 1 odnos TIOL/Hcy se nije razlikovao izmedu grupa. Nivo ukupnih IgA je bio visi kod
pasa sa umerenom formom i terapijom u odnosu na pse sa blagom formom bolesti
(P=0,014). Takode, aktivnost svih ispitanih MMP je negativno korelirala sa formom
bolesti i aktivnoséu AST, dok se kao nezavisni prediktor aktivnosti proMMP-2 i
proMMP-9 pokazala alkalna fosfataza, a za MMP-9 je to bila ALT. Koncentracija Hcy je
bila u negativnoj korelaciji sa formom bolesti kao i sa terapijom i sa svim biohemijskim
parametrima koji pokazuju oSteCenje ili poremecaj funkcije tkiva i organa. Jedini
pozitivni prediktori koncentracije Hcy bili su broja eritrocita, odnosno koncentracija
hemoglobina. Nivo IgA je bio u pozitivnoj korelaciji sa formom bolesti i sa ve¢inom
pokazatelja oStecenja tkiva dok je bio u negativnoj korelaciji sa koncentracijom albumina,
MMP-9 i Hcy.

Zakljucak: Uopsteno posmatrano, izvedena ispitivanja pokazuju da je kod pasa sa
umerenom formom bolesti, bez obzira na tronedeljnu terapiju, postojalo teZze oStecenje
tkiva i jaci humoralni odgovor na infekciju sa Leishmania spp. povezan sa ve¢im
stepenom sistemske inflamacije i tezim stepenom disfunkcije endotela u odnosu na pse
sa blagom formom bolesti. Takode, rezultati studije ukazuju na opravdanost daljeg



proucavanja aktivnosti proMMP-2 i koncentracije Hcy, kao potencijalnih pokazatelja
(dis)funkcije endotela, u smislu pracenja pozitivnih ishoda terapije.

Kljuéne reci: LajSmanioza, psi, klinicki oblici, proteini akutne faze, pokazatelji oSte¢enja
endotela

Nauéna oblast: Veterinarska medicina
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UDK broj: 619:616.933.161:636.7.045(043.3)



Summary

Leishmaniosis is a severe chronic disease of dogs and humans which is in the
Mediterranean region caused by the protozoan Leishmania infantum. It is transmitted by
sandflies belonging to the genus Phlebotomus. Dogs are the main reservoir of this
pathogen. Montenegro is an endemic focus of canine leishmaniosis, particularly in the
municipalities of Bar and Ulcinj. Stray dogs and dogs in animal shelters, for which there
are no preventive measures, are particularly at risk. Canine leishmaniosis has been
described in terms of clinicopathological findings and disturbances in the structure and
function of tissues and organs during four typical progressive stages of the disease.
Current research on various aspects of specific cellular and humoral immune responses
is less well-represented. In addition, there is a need to increase the knowledge regarding
the functional state of the vascular endothelium. Because it is directly "hit" by specific
humoral immunity, further research would contribute to the understanding of the
mechanisms of type Il hypersensitivity and vasculitis, that is, local and systemic
inflammation characteristic of the advanced stages of the disease. Therefore, the aim of
this dissertation was to investigate the relationship between specific markers of tissue
damage and vascular endothelial damage in canine leishmaniosis at different stages of the
disease.

Material and methods: An observational cross-sectional study was performed on 50 dogs
with clinical signs of leishmaniosis in different stages of the disease. The study was
conducted on excess material collected after the diagnosis of leishmaniosis and during its
therapy in dogs in one of the shelters for abandoned dogs in the municipality of Bar,
Montenegro. Leishmaniosis was diagnosed based on the clinical picture and serological
findings, obtained with a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
reagent package. Routine hematological and biochemical blood analyzes enabled an
additional assessment of the state of health. After diagnosis, on the basis of clinical signs
and values of IgG antibodies against Leishmania spp. the dogs are divided into three
groups. The first group consisted of 14 dogs with moderate clinical signs of a multiorgan
character and a high level of antibodies, which had not received therapy in the previous
period. In the second group, there were 9 dogs with similar disease signs and serological
results, but which received combined therapy with miltefosine, allopurinol, and B
vitamins. The third group included 27 dogs with mild signs of the disease and a low level
of antibodies - no therapy was applied to these dogs either. In the excess serum, the
representation of certain protein fractions was determined by electrophoresis on agarose
gel; as well as levels of acute phase proteins (APP): serum amyloid A (SAA) - with a
commercial ELISA package of reagents; ceruloplasmin (CER), haptoglobin (HPT),
paraoxonase-1 (PON-1) - spectrophotometrically. Their indices were calculated from the
ratio of positive and negative APP concentrations. Total thiol groups (TIOL) were also
determined spectrophotometrically. Examination of factors affecting endothelial function
included homocysteine (Hcy) and matrix metalloproteinases (MMPs). The concentration
of Hcy was determined by an automated one-step chemiluminescent immunometric test.



MMP activities were analyzed using the zymographic method. As an important factor in
the formation of immune complexes and the pathogenesis of type Il hypersensitivity, the
level of total IgA was determined using Western blot techniques. Descriptive statistics,
x2 test, Kruskal-Wallis test with post hoc analysis according to Conover, Spearman's
correlation and multiple regression analysis were used for statistical analysis.

Results: Both groups with moderate leishmaniosis had higher levels of 1gG
against Leishmania spp. (P<0.001), lower hematocrit (P<0.042) and leukocyte count
(P<0.021), higher concentrations of urea (P<0.001), creatinine (P<0.001), total protein
(P<0.001), alanine aminotransferase (ALT) (P<0.001), and lower albumin levels
(P<0.001) than dogs affected with the mild form of the disease. Triglycerides were the
highest in the group consisting of treated dogs (P<0.002), while the same group of dogs
had higher aspartate aminotransferase activity (AST), but only in comparison with the
group of dogs with the mild form of leishmaniosis (P<0.001). Serum protein
electrophoresis revealed the presence of polyclonal gammopathy in dogs with moderate
leishmaniosis, regardless of whether they received therapy (P=0.001). The concentration
of SAA did not differ between the groups, while both groups with the moderate form had
higher CER (P=0.010) and HPT (P=0.008) levels than the dogs with the mild form. The
PON-1 activity measured in untreated dogs with moderate leishmaniosis was lower than
that recorded in dogs with mild disease (P=0.048). The five APP indexes, calculated by
combining SAA, CER, and HPT, as the positive and albumin, as the negative APP,
additionally confirmed that the changes were the least protruding in the mild form. Lower
proMMP-2 levels were measured in untreated dogs with the moderate disease than in
those with mild leishmaniosis (P=0.038). The groups had similar proMMP-9 activity;
nevertheless, MMP-9 activity was lower in both groups with moderate disease than in the
group with mild leishmaniosis (P=0.001). The Hcy concentration was the lowest
(P=0.021), and the PON-1/Hcy ratio was the highest among the treated dogs (P=0.023).
Serum TIOL levels and the TIOL/Hcy ratio did not differ between the groups. Total IgA
was higher in the treated dogs with the moderate disease than in the dogs with the mild
form (P=0.014). Furthermore, the activity of all tested MMPs was negatively correlated
with the disease severity and AST activity; alkaline phosphatase appeared as an
independent predictor of proMMP-2 and proMMP-9 activities, while in the case of MMP-
9, itwas ALT. Hcy was in a negative correlation with the stage of the disease, treatment,
and the biochemistry parameters indicating the damage or dysfunction of tissues and
organs. The only positive predictors of Hcy concentration were erythrocyte number and
hemoglobin concentration. IgA levels were positively correlated with the disease stage
and the majority of the laboratory indicators of tissue damage, while a negative
correlation existed with albumin, MMP-9, and Hcy levels.

In summary, the tests performed show that dogs with a moderate form of the
disease had more severe tissue damage and a stronger humoral response to Leishmania
spp. infection associated with a higher degree of systemic inflammation and a more severe
degree of endothelial dysfunction compared with dogs with a mild form of the disease,



regardless of the three-week therapy. In addition, the results of this study indicate that
further investigation of proMMP-2 activity and Hcy levels are warranted as potential
indicators of endothelial (dys)function in terms of monitoring positive therapeutic
outcomes.

Key words: Laishmaniosis, dogs, clinical stages, acute phase proteins, indicators of
endothelial dysfunction

Scientific field: Veterinary medicine
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1. UvOD

Lajsmanioza je tesko, neretko fatalno oboljenje pasa i ljudi, izazvano jednocelijskim
parazitom — protozoom iz roda Leishmania. Bolest prenose pes¢ane musice — papataci,
nevidi ili flebotomusi (Phlebotomus), koje ubodom psa ili ¢oveka u kozu ubrizgavaju
parazite, da bi se posle izvesnog vremena razvili simptomi bolesti. Rezervoar bolesti je
uglavnom pas (insekti se inficiraju ubodom zarazenog psa i posle parazite prenose na
druge pse i ljude), rede ¢ovek. Kod mediteranskog tipa bolesti osnovni lanac infekcije
¢ine pas-flebotomus-pas, covek se retko ukljucuje u lanac infekcije, za razliku od
tropskog oblika u kome je covek osnovni rezervoar.

Kod ljudi se bolest javlja u koznom (kutana forma), kozno-sluzokoznom (mukokutana
forma) i visceralnom obliku (kala-azar, “crna smrt”). Kod pasa se uglavnom javlja
visceralna ili generalizovana forma, hroni¢nog toka, pri ¢emu veliki broj inficiranih
zivotinja u duzem vremenskom periodu ne ispoljava nikakve simptome bolesti ili ispo-
ljava nespecificne simptome, iako predstavljaju rezervoar koji moze da inficira
flebotomuse u zoni gde se nalaze.

Lajsmaniozu pasa izaziva Leishmania infantum, flagelarna protozoa koja invadira celije
monocitno-makrofagnog sistema zivotinje i u njima se umnozava. Pod rizikom su najvise
psi koji spavaju napolju, s obzirom da su papataci insekti koji napadaju nocu. Pored pasa,
rezervoar mogu da budu i druge vrste zivotinja — konji, macke i glodari. Najveca Zarista
su u severnoj Africi, Srednjoj i Juznoj Americi, jugoisto¢noj Aziji, zatim u zemljama
Mediterana, zato s$to vektorima pogoduju vlazna i topla stanista, odakle se bolest moze
Siriti i u neendemska podrucja. Za infekciju je prijem¢iv svaki pas nakon uboda ovog
insekta, dok razvoj Klinicke forme bolesti zavisi od imunoloskog stanja jedinke,
potencijalnih koinfekcija, ali i od patogenosti samog parazita, kao i od mogucih
reinfekcija. Zbog ovoga, infekcija lajsmanijom i bolest lajsmanioza nisu sinonimi.

Lajsmanioza se smatra endemicnom boles¢éu u preko 70 zemalja sveta. U Evropi se do
skora smatralo da je ova bolest ograni¢ena samo na regiju Mediterana, da bi poslednjih
desetak godina sve veci broj slucajeva lajsmanioze pasa bio prijavljen i u severnim
zemljama kao s§to su Nemacka, Holandija, Velika Britanija, Poljska i sl.

Jedno od endemskih zarista lajSmanioze najblizih Srbiji je Crna Gora. Bolest je Cesta u
primorskom podrucju u okolini Bara i Ulcinja, te regiji Podgorice, za razliku od severnih
delova Crne Gore gde se bolest javlja mnogo rede. Kod ljudi u Crnoj Gori dominantna je
visceralna lajSmanioza, koja je prisutna u viSe od 99% registrovanih slucajeva. U istim
regijama se sa najvecom ucestaloS¢u javlja 1 lajSmanioza pasa, pri ¢emu posebno
zabrinjava veliki broj zarazenih pasa koji ne ispoljavaju jasne klinicke simptome, iako
predstavljaju izvor infekcije za peS¢ane musice koje potom ugrozavaju zdravlje drugih
pasa i ljudi. Narocito su ugrozeni psi lutalice, zatim psi u prihvatiliStima, budu¢i da kod
njih primena preventivnih mera nije na zadovoljavaju¢em nivou. S obzirom da se radi o
turistickim regijama u koje turisti sve ¢eS¢e dovode i svoje kuéne ljubimce, mnogi
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slu¢ajevi laSmanioze pasa potvrdeni u Srbiji pripisuju se boravku u nekom od endemskih
podrugja, najéesée na crnogorskom primorju.

Klinic¢ki znaci bolesti kod pasa su nespecific¢ni i neretko lice na simptome mnogih drugih
bolesti koje se javljaju na istim podru¢jima. Ako zanemarimo pse koji ne ispoljavaju
nikakve simptome, iako su zaraZeni i potencijalno opasni po okolinu, kod klini¢ki
bolesnih pasa se relativno Cesto zapazaju promene na kozi, mrSavljenje, gubitak apetita,
zamaranje, Sepanje, letargija, polidipsija i poliurija, limfadenomegalija i splenomegalija,
epistaksa, onihogrifoza, proliv i povratanje, promene na o¢ima itd. U endemskim
podru¢jima prevalenca obolelih pasa u sveukupnoj populaciji ponekad dostize 30%, u
populaciji asimptomatskih zivotinja visestruko viSe, sa seroprevalencijom od 5 do 70%.
U poslednje vreme se lajSmanioza javlja i u regionima gde ranije nije bila prisutna, s jedne
strane zbog kretanja pasa iz rizi¢nih podrucja u podruc¢ja gde nije endemski prisutna i, s
druge strane, zbog klimatskih promena koje doprinose Sirenju endemic¢nih podrucja.
Tipi¢an primer je Srbija, gde se lajSmanioza nekoliko poslednjih decenija smatrala
iskorenjenom, da bi poslednjih godina izvestaji o pojavi bolesti bili sve ucestaliji, ¢ak 1
na severu zemlje. Seroloska studija u Crnoj Gori pokazuje da seroprevalenca ide od 6%
u populaciji asimtomatskih pasa do blizu 60% u populaciji bolesnih pasa.

Da li ¢e i u kom stepenu biti izrazeni klini¢ki znaci prvenstveno zavisi od imunskog
odgovora zivotinje — kao 1 kod ljudi, bolest se ¢eS¢e ispoljava kod izgladnelih, stresu
izloZzenih pasa. Asimptomatski psi imaju vecu sposobnost eliminacije amastigota iz
organizma, zahvaljuju¢i dominaciji Thl citokina (IFN-y, TNF-a i IL-2). Kod obolelih
pasa Celijski imunski odgovor je oslabljen, jer preovladava sekrecija Th2 citokina (IL-4,
IL-5, IL-10, i TGF-B).

Efikasna kontrola lajSmanioze zavisi od kontrole vektora — insekata i rezervoara — pasa.
Kljuéni momenat je rano otkrivanje rezervoara — inficiranih pasa, koji se mogu na vreme
podvrgnuti terapiji, kako bi se spreéilo Sirenje parazita na insekte, a time i na druge —
zdrave pse 1 ljude. U tom pogledu su posebno vazni psi lutalice 1 prihvatiliSta za pse
lutalice, u kojima se zbrinjava veliki broj pasa nepoznatog zdravstvenog stanja — kontrola
ovih pasa bi u velikoj meri doprinela efikasnijem suzbijanju i spre¢avanju ove bolesti,
kako kod vlasnickih pasa, tako 1 kod ljudi.



2. PREGLED LITERATURE

LajSmanioza je vektorski prenosivo oboljenje izazvano flagelarnom protozoom iz roda
Leishmania. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO), lajsmanioza je jedna od
sedam najvaznijih tropskih bolesti i predstavlja ozbiljan svetski zdravstveni problem, koji
se manifestuje kroz Sirok spektar klinickih formi s potencijalno smrtnim ishodom (Torres-
Guerrero i sar., 2017). Bolest je raSirena u tropskom i suptropskom podrucju i potvrdena
u 98 zemalja Evrope, Azije, Afrike i Amerike (Alvar i sar., 2012).

U svetu je lajSmanijom zarazeno izmedu 12 i 15 miliona ljudi, a 350 miliona je u opasnosti
od oboljevanja. Procenjuje se da se svake godine registruje od 1,5 do 2 miliona novih
slu¢ajeva lajsmanioze, koja je uzrok smrti kod ¢ak 70.000 ljudi (Torres-Guerrero i sar.,
2017).

2.1. Istorijat istrazivanja lajSmanioze

Praistorijski fosilni ostaci predstavljaju izvor podataka o postojanju parazita sli¢nih
lajSmaniji. U burmanskom ¢ilibaru iz perioda krede, u izumrloj peScanoj musici
Palaeomyia burmitis prisutan je fosilni ostatak nalik lajSmaniji, koji je kasnije svrstan u
fosilni rod Paleoleishmania pod imenom Paleoleishmania proterus. Dodatne analize
potvrdile su da je parazit u digestivni trakt musice dospeo sa krvnim obrokom poreklom
od reptila je potvrdeno da je parazit u probavni trakt pes¢ane musice unet sisanjem krvi
reptila. Takode, poznat je i fosil nazvan Paleoleishmania neotropicum, identifikovan u
ostacima peSc¢ane musice Lutzomyia adiketis, nadenim u dominikanskom ¢ilibaru starom
vise desetina miliona godina (Steverding, 2017).

Brojne dokaze o infekcijama parazitima roda Leishmania nude Ebersov papirus, glinene
ploc¢icama u biblioteci asirskog kralja ASurbanipala, te egipatske i peruanske mumije. U
persijskim spisima, Abu Bekr Muhamed ibn Zakarija al-Razi je 930. godine ostavio zapis
o pojavi koZnih rana nalik kutanoj lajSmanijazi. Nadalje, veliki persijski filozof 1 lekar
Avicena je u u 11. veku precizno opisao kutane manifestacije lajSmanioze, nazvavsi ih
orijentalnim ¢irevima tj. “balkh sore” (Steverding, 2017).

Istorijski podaci govore da je do pojave lajSmanijaze u Juznoj Americi, prvenstveno u
regijama Perua i Ekvadora, dolazilo i pre i tokom vladavine Inka (Medenica, 2016).
Ostaci keramike iz predkolumbovskog perioda sadrze prikaz lica na kome se uocavaju
deformacije slicne onima koje se vidaju od obolelih od mukokutane lajsSmanijaze (Tuon i
sar., 2008). Takode, rezultati morfoloskih i molekularnih ispitivanja Cetiri Zenske lobanje,
nadene u pustinji San Pedro de Atakama, govore u prilog prisutva lajSmanijaze u 11. veku
na teritoriji Juzne Amerike, preciznije u severnom Cileu (Costa i sar., 2009).

Na podru¢jima Bliskog istoka 1 Azije bolest je bila poznata kao ,,aleppo boil®, ,,jertho
boil“, ,,bagdad boil“, nazivima koji se i danas mogu sresti (Maxfield i Crane, 2021). U
zapisima Dr Alexander-a Russell-a (1715-1768) iz 1756. godine, nastalim tokom
njegovog boravka u Alepu, moze se pronaci detaljan opis orijentalnih ¢ireva. Dr William-
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u Twining-u (1790-1835), vojnom hirurgu, pripadaju zasluge za jedan od najranijih
izvestaja o kala-azaru. U svom c¢lanku iz 1827. godine on je opisao obolele u regionu
Bengalu, kod kojih se zapazala iscrpljenost, splenomegalija, malokrvnost i povremena
temperatura (Steverding, 2017).

Ispitivanja koja je 1885. godine sproveo Skotski lekar i prirodnjak David Douglas
Cunningham (1843-1914), iskljucila su bakterijsku prirodu bolesti. Ova saznanja je
trinaest godina kasnije upotpunio ruski vojni hirurg Peter Boroysky (1863-1932)
zakljuc¢kom da je uzro¢nik parazitu (Giiran, 2018). Sledecée saznanje o identitetu parazita
dao je William Boog Leishman (1865-1926), major u britanskoj vojsci, kada je u maju
1903. godine, kada je na preparatu post mortem punkatata slezine kahekti¢nog vojnika
koji je patio od hipotermije i hroni¢ne dizenterije, opisao mala ovalna telasca. Cinjenica
da je vojnik oboleo tokom sluzbovanja u regionu Kalkute uputila ga je na zakljucak da su
u pitanju bili mrtvi i degenerisani oblici tripanosoma, §to je otvorilo mogucnost da se kala
azar moze smatrati oblikom tripanozomoze (Ross, 1903).

Irski lekar Charles Donovan (1863-1951), profesor fiziologije na Medicinskom fakultetu
u Madrasu, je tokom analize uzoraka slezine dobijenih za zivota, odnosno na obdukciji
Indijaca s remitentnom groznicom i splenomegalijom, pronasao sli¢na telasca, ali se kod
njega javila sumnja da ona predstavljaju degenerisane tripanozome. Zatrazio je ekspertizu
od Dr Charles Louis Alphonse Laveran-a (1845-1922), tadasnjeg renomiranog
parazitologa, koji je bio miSljenja da je u pitanju bio novi parazit iz roda Piroplasma
(Steverding, 2017).

Slika 1. Sir William Boog Leishman Slika 2. Major Charles Donovan
(Steverding, 2017) (Steverding, 2017)
Britanski lekar Ronald Ross (1857-1932) je imao nesto drugacije misljenje, u smislu da
uzro¢nik ne pripada Piroplasma-ma i predlozio je proSirenje nomenklature potpuno
novim rodom Leishmania, a samog uzro¢nika nazvao Leishmania donovani, prema
naucnicima koji su ga prvi identifikovali (Ross, 1903). Diskusija na ovu temu je bila
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aktuelna u narednoj godini, da bi na njenom kraju bio opste prihvac¢en predlog Dr Ross-a
(Steverding, 2017).

U 1908. godini nomenklatura uzro¢nika lajSmanijaze unapredena je diferencijacijom
Leishmania infantum, kao uzro¢nika mediteranske visceralne lajSmanioze, od
Leishmania donovani odgovornog za nastanak indijskog kala-azara. Za ovo otkrice
zasluzan je Dr Charles Jules Henry Nicolle (1866-1936), koji je iste godine zajedno sa
Dr Charles Comte-om (1869-1943), u Tunisu identifikovao parazit i kod pasa, te oznac¢io
pse kao vazne rezervoare za visceralnu lajSmaniozu (Akhoundi i sar., 2016; Steverding,
2017).

2.2. Uzrocnici lajSmanioze

Uzroc¢nici lajsmanioze pripadaju kraljevstvu Protista, klasi Kinetoplastea, podklasi
Metakineto-plastina, redu Trypanosomatida, familiji Trypanosomatidae, podfamiliji
Leishmanianae i rodu Leishmania. Paraziti odgovorni za lajSmanioze su heteroksenozni
tj. poseduju morfoloske i fizioloske karakteristike koje im omogucavaju kolonizaciju dva
domacina. Preciznije, kod sisara kao domacina obitavaju u fagocitima retikuloendotelnog
sistema, dok se kod flobotomina, njihovog drugog domacina, nastanjuju u probavnom
traktu (Akhoundi i sar., 2016). U morfoloskom smislu, paraziti roda Leishmania
predstavljaju jednocelijske eukariotske organizme, sa jasno diferenciranim jedrom i
ostalim organelama, ukljucujuéi kinetoplaste i flagelu. U zavisnosti od toga u kojem se
domacinu nalaze, a samim tim i u kojoj su fazi zivotnog ciklusa, razlikuju se dva
strukturna oblika — amastigot i promastigot. Amastigot invadira mononuklearne fagocite
sisara. Ovaj ovalni, intracelularni oblik je nepokretan, budu¢i da ne poseduje spoljnu
flagelu. Dimenzije su mu 3—-6 um duzine i 1-3 pm u Sirine. Na prednjem kraju se, uz
kinetoplast 1 bazalno telo, moze uociti i kratka flagela, koja se ne pomalja van celijje.
Promastigot je forma u kojoj je parazit prisutan u crevnom sistemu peScane musice. Ova
vancelijska forma ima duzine 15-30 pm 1 Sirine 5 pm, $to je ¢ini znatno ve¢om od
unutracelijske. Dodatno, 1 izduzeni vretenasti oblik je razlikuje od amastigota. Svakako
najvazniju razliku u morfoloskom pogledu predstavlja ve¢a duzina flagela, koja odgovara
duzini same celije, 1 koja prominira van nje, ¢ime je obezbedena pokretljivost
promastigotu. Jedro je u locirano u sredistu Celije, a ispred njega su kinetoplast i bazalna
tela (Suryawanshi, 2021).

StaniS$ta uzrocnika lajSmanioze se geografski Siroko rasprostranjena. Prisutni Su u
tropskim i suptropskim podruc¢jima, ukljucujuci Severnu, Srednju i Juznu Ameriku. Mogu
se naci u regionu mediteranskog basena, jugoisto¢ne Evropu, Bliskog istoka, srednjim i
jugoistocnim delovima Azije, na indijskom potkontinentu, kako i u Africi. Takode,
postoje podaci da i Australija predstavlja njihovo staniste (Akhoundi i sar., 2016).

Klasifikacija uzro¢nika lajsmanioze je poprilino slozena. Rod Leishmania obuhvata
veliki broj morfoloski slicnih kinetoplasticnih protozoa, ukljucuju¢i nemali patogenih
vrsta izazivaca infekcija ljudi i zivotinja, ¢ije klinicke manifestacije mogu varirati u

Sirokom dijapazonu od blagih do fatalnih. Savremena nomenklatura parazita roda
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Leishmania integrise bioloske, imunoloske, biohemijske 1 molekularne Kkriterijume
(Croan i sar., 1997). Do sada je u razli¢itim delovima sveta opisano vise od 50 vrsta
lajSmanija. Od oko 30 vrsta koje mogu inficirati sisare, za 21 je potvrdeno da su izazivaci
infekcija kod ljudi. Ukoliko se Kkoristi geografska rasprostranjenost kao Kriterijum,
izazivaCi lajSmanioze se dele u dve osnovne grupe: lajSmanije Starog sveta, koje
nastanjuju Evropu, Aziju 1 Africu, 1 lajSmanije Novog sveta, Cija staniSta predtsvljaju
regioni Amerike (Alemayehu i Alemayehu, 2017).

Bolest koju uzrokuju manifestuje se u Cetiri osnovna klinicka oblika, §to zavisi od toga
gde je parazit lokalizovan, pa tako razlikujemo visceralnu, kutanu, difuzno-kutanu i
mukokutanu lajSmaniozu (Akhoundi i sar., 2016).

Slika 3 predstavlja dalju klasifikaciju roda Leishmania na tri osnovna podroda:
Leishmania, Viannia i Sauroleishmania. Neophodno je naglasiti da su na slici navedene
samo vrste koje su bile predmet biomedicinskih studija, te da je potpuna klasifikacija
znatno obimnija. Pripadnici podroda Leishmania i Viannia su uzro¢nici infekcija kod
sisara, a Sauroleishmania kod reptila (Bates, 2007).

Rod Leishmania

1 | 1
Leishmania Viannia Sauroleishmania
(Novi svet)  (Stari svet)
Stari svet Novi svet
kutana . kutana L. tarentolae
Stari svet L. gymnodactyli
visceralna
L. major L. mexicana
L. tropica L. amazonensis
L. aethiopica
L. braziliensis

L. peruviana

L. donovani L. panamensis

L. infantum

L. guyanensis

Slika 3. Klasifikacija parazita iz roda Leishmania (Kombinovano iz Bates, 2007 i
Alemayehu i Alemayehu, 2017)
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2.3. Vektori koji prenose protozou Leishmania spp.

Bioloski vektor parazita roda Leishmania su pes¢ane musice, poznate i pod nazivima
papataci i nevidi. Ovi insekti pripadaju redu Diptera (sa dva krila), podredu Nematocera,
familiju Psychodidae i podfamiliju Phlebotominae (Killick-Kendrick, 1999). Inicijalni
taksonomski podaci o peS¢anim musSicama zasnivali su se morfoloskoj analizi mrtvih
primeraka. MetodoloSka unapredenja, u smislu analize hromozoma, multivarijantne
morfometrije, laboratorijske kultivacije i kolonizacije, funkcionalne i molekularne
filogentske analize, kao i savremene instrumentalne analize, znacajno su prosirila spektar
saznanja (Akhoundi i sar., 2016).

Najcesca podela pesc¢anih musica je u dve velike grupe: pescane musice Starog sveta i
pescane musice Novog sveta (Lewis, 1974). Izmedu vise od 800 priznatih vrsta pes¢anih
musica, 464 vrste pronadene su u Novom svetu — Severnoj i Juznoj Americi i 375 u
Starom svetu — Evropi, Africi i Aziji (Akhoundi i sar., 2016). Za 98 vrsta potvrdeno je da
su vektori lajSmanioze kod ljudi: 42 vrste iz roda Phlebotomus u Starom svetu, i 56 vrsta
iz roda Lutzomyia u Novom svetu (Marol i sar., 2013).

U Evropi, Africi 1 Aziji (Stari svet), ukljucujuéi 1 Australiju, potvrdeno je prisustvo tri
roda pes¢anih musica: Phlebotomus, Sergentomyia i Chinius, koje su pronadene u
paleoarticCkom, afrotropskom, malajskom, orijentalnom 1 australijskom regionu
(Akhoundi i sar., 2016).

Rod Phlebotomus uklju¢uje 13 podrodova. Oni su prisutni jedino u Starom svetu i
prakti¢no preovladavaju u paleoartickom regionu koji je glavno umereno podrucje Starog
sveta. Vecina Phlebotomus vrsta stanovnici su semihumidnih i savanskih podrucja, rede
Suma. Dakle, geografska rasprostranjenost flebotomusa proteze se od mediteranskog,
afrotropskog, srednje isto¢nog i orijentalnog regiona do srediSnje Azije.

Rod Sergentomyia podeljen je na 10 podrodova. Pripadnici ovog roda su S$iroko
rasprostranjeni u Starom svetu 1 dominantni su u tropskim podru¢jima gde su vrste
Phlebotomus musica retke. Njihova distribucija obuhvata afrotropska, orijentalna i
australo-azijska podrucja, indijsku podregiju, subsaharsku Afriku i Aziju (Akhoundi i
sar., 2016). Dokazano je da peS¢ane muSice ovog reda nisu patogene za ljude ve¢ su
vektori lajSmanija za reptile (Sadlova i sar., 2013).

Rod Chinius ukljucuje cetiri poznate vrste. Geografska rasprostranjenost Chinius vrsta
odgovara klasi¢noj orijentalno-australijskoj regiji, a nalaze se u pe¢inama u visokim
planinskim podru¢jima (Akhoundi i sar., 2016).

Za razliku od Starog sveta, u Americi je potvrdeno prisustvo tri roda pe$¢anih musSica:
Lutzomyia, Warileya i Brumptomyia, koje su pronadene u nearktickom i neotropskom
regionu.

Rod Lutzomyia je veliki rod, sa 434 vrste i nekoliko podgrupa. Lutzomyia je najvazniji
rod u smislu raznolikosti vrsta i medicinske vaznosti i pokazuje siroku raspro-stranjenost.
Vrste ovog roda nalaze se samo u Novom svetu, s rasprostranjenoséu koja se proteze od
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juznih podrucja severne regije kroz neotropski region. Ove pes¢ane musice se nalaze
uglavnom u sumskim podruc¢jima u Srednjoj i Juznoj Americi. Rod Warileya obuhvata
Sest vrsta, koje se uglavnom nalaze u neotropskoj ekozoni, a rod Brumptomyia 24 vrste,
koje su siroko rasprostranjene u Srednjoj i Juznoj Americi. Nema podataka da ijedna od
ovih vrsta ubada ljude.

Tabela 1. Pescane musice Starog sveta (Akhoundi i sar., 2016).

Adlerius Capensomyia Junlianensis
Anaphlebotomus Grassomyia Barbazani,
Australophlebotomus Neophlebotomus Eunicegalatiae
Euphlebotomus Parrotomyia Samarensis.
Idiophlebotomus Parvidens

Kasauliuls Rondonomyia

Larroussius Sergentomyia

Madaphlebotomus Sintonius

Paraphlebotomus Spelaeomyia

Phlebotomus Vattieromyia

Spelaeophlebotomus
Synphlebotomus
Transphlebotomus

Tabela 2. Pesc¢ane musice roda Lutzomyia (Akhoundi i sar., 2016)

Coromyia Micropygomyia Psychodopygus
Dampfomyia Nyssomyia Sciopemyia
Evandromyia Pintomyia Trichophoromyia
Helcocytomyia Pressatia Trichopygomyia
Lutzomyia Psathyromyia Viannamyia




Pes¢ane musice iz roda Phlebotomus su male, duzina tela retko prelazi 3 mm. Njihova
boja varira od gotovo bele do gotovo crne. Postoje tri karakteristike koje omogucavaju
brzo prepoznavanje: kada se odmaraju, pod uglom drze krila iznad trbuha, dlakave su i
pre ugriza sko¢e na domacina (Killick-Kendrick, 1999). Istrazivanja su pokazala da je
njihovo brzina malo manja od 1 m/s. Aktivne su no¢u, mada postoji nekoliko vrsta koje
mogu ugristi i tokom dnevnog svetla. Za razliku od komarca, njihov napad je tih (Alkan
1 sar., 2013). Nastanjuju hladna i vlazna staniSta, kao Sto su podrumi, staje, pecine,
udubljenja u stenama, stablima ili na tlu, jazbinama glodara i drugih sisara, te u gnezdima
ptica (Killick-Kendrick, 1999).

Zenke veéine vrsta grizu na otvorenom prostoru, pa ih svrstavamo u egzofagi¢ne insekte.
Ukoliko se tokom sazrevanja jaja odmaraju na otvorenom, svrstavamo ih u egzofili¢ne,
suprotno endofili¢nim insektima, koji se odmaraju u zatvorenom prostoru (Alkan i sar.,
2013). I muZjaci i zenke hrane se prirodnim izvorima Secera, dok se samo Zenka hrani
krvlju koja joj je potrebna za proizvodnju jaja (Alexander, 2000). Pojedine vrste se
razlikuju po broju krvnih obroka uzetih tokom gonotrofnog ciklusa — neke ¢e uzeti vise
od jednog krvnog obroka u razli¢itim danima, dok ¢e se druge hraniti samo jednom za
svaku seriju jaja (Killick-Kendrick, 1999).

Razvojni ciklus pes¢ane musice odvija se u Cetiri faze, od jajeta, preko larve i lutke do
odrasle jedinke i moze zahtevati od mesec do mesec i po dana (Killick-Kendrick, 1999).
Zenke polazu od 30 do 70 jaja §to zavisi od vrste, veli¢ine i prirode prethodnog krvnog
obroka, prehrane larvi i drugih faktora. Jaja polazu na vlaznim, zasti¢enim mestima, kao
Sto su pukotine u stenama, podnozje drveca, rupe u stablima drveca, ispod lis¢a na
Sumskom tlu, jazbine za Zivotinje, skloniSta za Zivotinje 1 sliéna mikrostaniSta,
pojedinacno ili u skupinama (Lawyer i sar., 2017). Potrebno je 11-17 dana da se izlegu
Sto zavisi od temperatura. Mikroskopske su veli¢ine (0,3-0,5 mm duzine) i elipti¢nog
oblika (Claborn David, 2010). Larve se razvijaju tokom ¢etiri razvojna stadijuma i u
svakom sledecem su vece nego u prethodnom.
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Slika 4. Sematski prikaz razlicitih faza Zivotnog ciklusa pescane musice od jajeta preko
larve i lutke do odrasle jedinke (prevedeno iz Amro i Hamarsheh, 2020)

U prvom stadijumu larve imaju dve straznje ¢ekinje, dok u svim kasnijim stadijumima
imaju Cetiri straznje ¢ekinje (Hussaini 1 sar., 2017). Prepoznatljive zadnje ¢ekinje pomazu
da se identifikuju larve pes¢ane musice (Claborn David, 2010). Na kraju Cetvrtog
stadijuma larva postaje neprozirne bele boje i poéinje transformacija u lutku. Prednja
tre¢ina tela larve postaje natecena, Sto se opisuje kao pre-pupa, pri ¢emu se u sledecih 24
sata pupiranje zavrsava (Lawyer i sar., 2017). Nakon nekoliko dana iz lutke se razvijaju
odrasle peS¢ane muSice. Trajanje celog ciklusa, od polaganja jaja do odrasle pesc¢ane
musice, varira od 30 do 60 dana, §to zavisi od vrste, temperature 1 dostupnosti hranljivih
materija (Hussaini i sar., 2017).

Odrasle pescane musSice obi¢no se pare u roku od nekoliko dana nakon izlaska iz
stadijuma lutke, nakon ¢ega Zenka krece u potragu za krvnim obrokom potrebnim za
proizvodnju jaja. Hrane se u ranim jutarnjim i vecernjim satima kada temperatura pada i
raste vlaga, a prosecni zivotni vek im je oko 14 dana (Hussaini i sar., 2017).

2.4. Razvoj lajSmanija u pes¢anoj musici
Zivotni ciklus laj$manija odvija se izmedu dva glavna morfoloska oblika: unutaréelijskih
amastigota u sisaru i pokretnih promastigota u vektoru — pescanoj musici (Gossage i sar.,

2003). Razvoj u vektoru pocinje kada zenka pes¢ane musSice proguta krvni obrok koji
sadrzi makrofage sa amastigotima, malim, nepokretnim, zaobljenim oblicima parazita
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veli¢ine 3-5 um (Dostalova i Volf, 2012). Tokom "faze krvnog obroka" paraziti se nalaze
na zadnjem kraju srednjeg creva zbog ¢ega se ne mogu preneti. U zavisnosti od vrste
parazita i vektora, tokom vremena sazrevanja mogu biti dodatni krvni obroci, mada
vecdina parazita moze da dovrsi svoj razvoj u okviru jednog ciklusa sisanja krvi (Bates,
2007).

Promena uslova u kojima se nalaze, konkretno smanjenje temperature i povecanje pH,
pokre¢e morfoloSku transformaciju i razvoj parazita u vektoru (Dostalova i Volf, 2012).
Unutar srednjeg creva amastigoti se pretvaraju u procikli¢ke promastigote, slabo pokretne
forme sa kratkom flagelom. U ranoj fazi infekcije paraziti se razmnozavaju i morfoloski
transformisu unutar krvnog obroka okruzenog peritroficnom membranom. Ovaj ¢elijski
omotac, izgraden od hitina, proteina i proteoglikana, kod vecine insekata odvaja lumen
creva od epitela srednjeg creva, ¢ime zapravo pruza zastitu epitelu od patogena i
mehani¢kog oStecenja (Sadlova 1 Volf, 2009). Nekoliko sati nakon uzimanja krvnog
obroka, prva prepreka sa kojom se parazit susrece u srednjem crevu pes¢ane musice su
digestivni enzimi, ¢ije delovanje mora savladati (Pruzinova i sar., 2015).

Nakon dva do tri dana, umnozavanje parazita se usporava, i dolazi do njihove
diferencijacije u izduzene i vrlo pokretljive nektomonad promastigote. Ove specificne
morfoloske karakteristike omogucavaju da se nektomonad promastigoti uspesno
evakuisu i pricvrste za resice srednjeg creva, nakon perforacije peritrofiéne membrane od
strane enzima peS€ane musice. Na ovaj nacin je nektomonad promastigotima omogucen
opstanak u srednjem crevu, te spreceno da budu izbaceni sa ostacima svarenog krvnog
obroka.

U periodu od cetvrtog do sedmog dana nektomonad promastigoti se transformisu u
leptomonad promastigote, koje se brzo dele i migriraju ka prednjem delu srednjeg creva
(Dostalova i Volf, 2012). Leptomonadi se ili vezu na hitinski sloj stomodealnog zaliska i
diferenciraju u haptomonade, ili se transformisu u metacikli¢éne promastigote, infektivni
oblik koji je prilagoden za prenos na sledeceg domacina sisara (Sadlova i sar., 2017).
Metaciklicki promastigoti su relativno malih dimenzija, ali vrlo pokretljivi zahvaljujuci
prisustvu relativno dugih flagela. Paraziti pri¢vrS¢eni na stomodealni zalistak oStecuju
hitinsku sluznicu i epitelne Celije zaliska, ometajuéi njegovu funkciju i olakSavajuci
refluks parazita iz srednjeg creva, a samim tim i nove koli¢ine leptomonada spremnih za
transformaciju u metaciklicne promastigote. Na ovaj nacin ostvareni su svi preduslovi za
uspesan prenos infekcije (Dostalova i Volf, 2012).

Sa tako slozenim zivotnim ciklusom, paraziti moraju savladati nekoliko nepovoljnih
prepreka pre nego Sto uspesno zavrSe svoj razvoj u musici. Prirodne prepreke ukljucuju
proteoliticke enzime koje luce peScane musSice, peritroficnu membranu koja okruzuje
krvni obrok i imuni odgovor pes¢ane musice (Dostalova i Volf, 2012).
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Slika 5. Sematski prikaz razvoja lajSmanije u digestivnom traktu pesc¢ane musice. Oznake:
a-amastigoti; b-prociklicni promastigoti; c-nektomonad promastigoti; d- leptomonad
promastigoti; e-metaciklicni promastigoti; f-haptomonad promastigoti (prevedeno iz
Dostalova i Volf, 2012).

2.5. Rezervoari Leishmania spp

Po definiciji, rezervoar predstavlja jednu ili viSe vrsta koje omoguéavaju odrzavanje
parazita u prirodi, pri ¢emu svaka vrsta ima posebnu ulogu u prenosu u odredenom
vremenu i prostoru. Rod Leishmania je primer u kojem se parazit odrzava u nekoliko
vrsta sisara (Roque i Jansen, 2014).

Da bi neka zaraZena Zivotinja bila domacin i rezervoar, tj. da bude odgovorna za prenos
parazita na ljude i druge Zivotinje neophodno je da bude izvor krvnih obroka za vektora
pescanu muSicu. Identifikacija novih vrsta kao potencijalnih domacina i rezervoara moze
biti veoma izazovna buduéi da zahteva kompleksan ksenodijagnosticki pristup. (Quinnell
i Courtenay, 2009; Molina i sar., 2012). Sposobnost domacina da prenose parazit menja
se tokom infekcije, tako da jedna vrsta tokom Zivota moze imati razliCite uloge u
epizootiologiji parazita. Razlikujemo ,,domacine odrzavanja‘“ koji mogu biti zarazeni i
odrZavati infekciju, 1 ,,domacine prenosnike* koji uz odrZavanje infekcije pokazuju i
karakteristike koje pogoduju prenosu (Roque i Jansen, 2014).

U regionu Mediteranskog basena, pas zauzima posebno znac¢ajno mesto kao rezervoar pre
svega vrste Leishmania infantum, ¢iji je vektor pes¢ana musica. Ljudi se zaraze kada zive
na istom prostoru sa rezervoarima i vektorima (Ayele i Seyoum, 2016). LajSmanije mogu
zaraziti coveka, guStere, glodare i mesojede, a pogodeni su prvenstveno psi i domace
zivotinje koje borave na otvorenom (Ayele 1 Seyoum, 2016). Sekundarnim domacinom
mogu se smatrati i domace macke, kao 1 crni pacovi, kod kojih je ksenodijagnostikom

potvrdena sposobnost prenosenja infekcije (Antoniou i sar., 2013).

Mnogi stanovnici u svojim dvoristima u kojima se nalaze psi, koji predstavljaju
rezervoare za Leishmania infantum, uzgajaju i stoku. Budu¢i da su svi faktori koji uticu
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na prenos parazita skoncentrisani na malom prostoru i domace zivotinje mogu biti
potencijalni rezervoari u prenosu lajSmanije (Alexander i sar., 2002).

U Evropskim zemljama lajsmaniozu izaziva L. infantum, koja je potvrdena i kod kopitara
(Leonel i sar., 2021). Kozne lezije kod konja prijavljene su u Nemackoj, Spaniji i
Portugalu (Reuss, 2013). Prva infekcija sa L. infantum kod konja u Juznoj Americi
zabelezena je u Brazilu, kod dve Zivotinje sa koznim lezijama i lokomotornim
problemima (Leonel i sar., 2021). Ispitivanjem goveda u endemskom podrucju
Banglades$a, potvrdeno je prisustvo antitela protiv Leishmania parazita i u isto vreme
odsustvo DNK Leishmania, $to ukazuje da goveda ne igraju ulogu domacina rezervoara
(Alan i sar., 2011). Uporednim ispitivanjem lajsmanioze kod ljudi, koza, krava i bivola u
Nepalu, na podrucju u kojem je prisutna visceralna lajSmanioza, potvrdena je infekcijua
kod 6,1% ljudi, 5% krava, 4% bivola i 16% koza. Iako je analizom utvrdeno da prisustvo
Leishmania vrsta, prvenstveno kod koza, moze biti faktor rizika za infekciju ljudi, ne
znaci nuzno da ove Zivotinje predstavljaju domacina rezervoara (Bhattarai i sar., 2010).

Novija istrazivanja u endemskim zariStima lajSmanioze pokazala su da potencijalni
rezervari ove zooonoze mogu biti i druge vrste zivotinja kao §to su ze€evi, torbari divlji
kanidi, $iSmisi, primati i drugi sisari (Medkour i sar., 2019).

2.6. Odgovor ¢elija domacina na infekciju Leishmania spp

Zivotni ciklus lajsmanije kod sisara pocinje kada inficirana Zenka pe§¢ane musice unese
metacikli¢ne promastigote u domacina tokom sisanja krvi (Liu i Uzonna, 2012). Da bi
parazit opstao, mora da savlada odbrambene mehanizme organizma domacina 1 spreci
aktivaciju imunskog odgovora (Olivier i sar., 2005).

lako paraziti inficiraju razlicite vrste ¢elija domacina, makrofagi i dendriti¢ne ¢elije su
najvaznije ¢elije koje reguliSu ishod infekcije. S obzirom na Cinjenicu da je patologija
bolesti vrlo promenljiva, u zavisnosti od vrste lajsmanije, vrlo je teSko generalizovati
specificne mehanizme modulacije na svim sojevima i svim domacinima. To je vazno jer
je u vecini studija u kojima je istrazena uloga dendriticnih ¢elija 1 makrofaga tokom
infekcije, do infekcije dosSlo jednom vrstom parazita u jednom domacinu, Sto sprecava
komparaciju viSe vrsta i sojeva.

Ipak, lajSmanioza predstavlja odlican primer polarizacije imunskog odgovora kao
zaStitnog ili Stetnog, 1 to u zavisnosti od imunskog sistema individue (Sacks 1 Noben-
Trauth, 2002). Kod miSeva je jasno pokazano da je polarizacija imunskog odgovora koji
razvijaju rezistentni sojevi miseva povezana sa aktivacijom Thl limfocita i porastom
lgG2ai IgE antitela, dok je kod osetljivih sojeva prisutna aktivacija Th2 limfocita i porast
IgG1, IgA i IgE antitela (Sacks i Noben-Trauth, 2002). Kod pasa je polarizacija imunskog
odgovora ispitivana kod asimptomatskih i klinicki obolelih pasa, ali jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjena koja podklasa antitela je povezana sa napredovanjem bolesti.

Nakon infekcije, makrofagi i dendriti¢ne celije fagocituju lajSmanije, Sto dovodi do
razli¢itih ishoda. Aktivacija makrofaga je podeljena na dva funkcionalno razlicita spektra:

13


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alexander%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12498667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonel%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33533815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonel%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33533815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattarai%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20113552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uzonna%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22919674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831826

klasi¢nu i alternativnu aktivaciju (Slika 6). Inficirane dendriti¢ne ¢elije proizvode IL-12,
Sto je kriti¢no za razvoj CD4+ Th1 ¢elija, koje proizvode IFN-y. IFN-y deluje na zarazene
makrofage $to dovodi do njihove aktivacije (klasicna aktivacija), povecanja aktivnosti
inducibilne azot oksid sintaze, te proizvodnje azot oksida i drugih slobodnih radikala
vaznih za intracelularno ubijanje parazita. Nasuprot tome, proizvodnja IL-4 podrzava
razvoj CD4+ Th2. Th2 ¢elije proizvode IL-4 i IL-13, $to dovodi do alternativne aktivacije
makrofaga i proizvodnje poliamina koji pogoduju proliferaciji unutaréelijskog parazita.

Prirodno prisutne regulatorne T Celije (Trg) 1 zarazeni makrofagi takode proizvode
imunoregulatorne citokine, ukljucuju¢i IL-10 i TGF-B, koji dodatno deaktiviraju
inficirane Celije, $to dovodi do smanjenog ubijanja parazita (Liu i Uzonna, 2012). Kriti¢na
ravnoteza izmedu Thl (ili proinflamatornog odgovora domacina) i Th2 (ili
antinflamatornog odgovora), odreduje ishod bolesti kod lajsSmanijoze. Ovaj ishod
diktiraju relativni nivoi I1L-12 i IL-10 koji su proizvedeni klasi¢nom i alternativnom
aktivacijom makrofaga. Prethodne studije su takode pokazale da makrofagi mogu sami
regulisati imunoloske ishode putem usmeravanja odgovora T limfocita. Na primer,
infekcija makrofaga sa virulentnim agensom indukuje odgovor Th2, koji favorizuje
parazit, umesto Th1 odgovora koji odgovara domacinu (Gannavaram i sar., 2016).

Kod pasa sa ocuvanim imunoloskim odogovorom moze se ocekivati dobra prognoza jer
se njihov imunoloski odgovor bazira na stimulaciji Th1 limfocita i produkciji citokina.
Ovi pacijenti ostaju klinicki zdravi ili sa blagim simptomima i niskim nivoom antitela.
Kod njih se infekcija lajSmanijom ogranicava na diseminaciju parazita u limfne ¢vorove.
Ponekad takvo stanje prode bez leCenja. Pacijenti sa slabim Ccelijskim, a jakim
humoralnim odgovorom koji je baziran na stimilaciji Th2 limfocita, naj¢e$¢e imaju loSu
prognozu zato Sto postoji tendencija diseminacije po Citavom organizmu. Kod njih se
razvija nespecificna poliklonska aktivacija B-limfocita i poliklonska hiper-
gamaglobulinemija. Ovakav prenaglasen humoralni imunoloski odgovor dovodi do
pokretanja hipersenzitivnih mehanizama koji oponasaju klini¢ke znake multisistemskih
autoimunih bolesti, dovode do nastanka uveitisa, glomerulonefritisa, poliartritisa,
vaskulitisa, ulkusa po kozi, imunski posredovane hemoliticke anemije, trombocitopenije,
splenomegalije, limfadenomegalije itd. (Mileti¢ i sar., 2017).
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Slika 6. Povezanost dendriticnih ¢elija odnosno makrofaga i ishoda infekcije sa
Leishmania spp. (preradeno iz Liu i Uzonna, 2012)

Najvazniji mehanizam uniStavanja lajSmanija u makrofagima je stvaranje slobodnih
kiseonikovih i azotnih radikala koje je stimulisano Thl citokinima. Ukoliko se razvija
Th2 odgovor, u nedostatku dovoljne stimulacije makrofaga, lajSmanije uz pomo¢
sopstvene metaloproteinaze gp63, inhibiSu enzime odogovorne za nastanak oksidativnog
stresa 1 uspesno izazivaju sistemsku infekciju (Olivier i sar., 2012).

Neosporno je da psi podlozni oboljevanju od visceralne lajSmanioze pokazuju jak
poliklonalni B-¢elijski odgovor, ali se jo§ uvek pouzdano ne zna koja je IgG supklasa
povezana sa rezistencijom odnosno sklonos¢u za oboljevanje od lajSmanijaze (Gongalves
1 sar., 2019). Takode, Th2 odgovor je povezan sa jaCim humoralnim imunskim
odgovorom, vaskulitisom i tezom klinickom slikom (Gizzarelli 1 sar., 2020).

2.7. LajSmanioza kod ljudi

LajSmanioza obuhvata citav spektar poremecaja i oboljenja izazvanih protozoom
Leishmania spp., koju na ljude prenose zarazene pescane musice iz porodice Psychodidae
(Ramirez i sar., 2016). Preko dvadeset vrsta Leishmania moze izazvati infekciju ljudi
(Foulet i sar., 2007). Bolest je od izuzetnog znacaja za javno zdravlje — Siroko je
rasprostranjena, zarazeno je vise od 12 miliona ljudi Sirom sveta, svake godine registruje
se 2 miliona novih slucajeva, a 350 miliona ljudi izloZeno je riziku (Alvar i sar., 2008).
Od 200 zemalja koje su 2020. godine Svetskoj zdravstvenoj organizaciji prijavile
prisustvo lajSmanioze, 98 zemalja su endemi¢ne (WHO 4).
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Bolest se povezuje sa neuhranjenoscu, losim uslovima Zivota, raseljavanjem stanovnistva,
1 nedostatkom resursa $to se odrazava na slabljenje imuniteta, a pogodeni su uglavnom
siromasni ljudi Afrike, Azije i Latinske Amerike (WHO 1). Globalne klimatske promene
takode uticu na Sirenje bolesti. Promena temperature 1 vlaznosti vazduha imaju direktan
uticaj na vektora 1 pogoduju njegovoj distribuciji u neendemic¢na podrucja (WHO 2). U
poslednjih nekoliko decenija povecanje broja obolelih primeéeno je kod turista i
poslovnih ljudi koji ucestvuju u medunarodnom saobracaju. ZabeleZzeno je pritom
prisustvo bolesti 1 kod ljudi koji nikada nisu putovali u endemska podrucja, Sto se, izmedu
ostalog, dovodi u vezu sa medunarodnom razmenom krvnih proizvoda (Steverding,
2017).

Svetska zdravstvena organizacija navodi da se lajSmanioza ubraja u sedam najvaznijih
tropskih bolesti, predstavlja ozbiljan zdravstvni problem Sirom sveta, a ogleda se u
velikom spektru klinickih manifestacija od kojih mnoge rezultiraju smrtnim ishodom. U
zavisnosti od vrste lajsmanije i imunskog odgovora domacina, mogu se razviti razliciti
simptomi bolesti. Tako se prema klinickim manifestacijama bolest moze opisati kao:
kozna, koja moze biti lokalizovana i diseminovana, visceralna ili kala-azar, i mukokutana
(Torres-Guerrero, 2017). Iako se radi o razli¢itim klini¢kim manifestacijama, kod svih
oblika zajednicko je da pocinju sli¢énim promenama na kozi domacina (Scorza i sar.,
2017).

Kozna ili kutana lajSmanioza je najc¢esci oblik ove bolesti. Procenjuje se da se u svetu na
godiSnjem nivou zabelezi izmedu 600.000 i milion novih slucajeva. Gotovo 95%
sluc¢ajeva koZne lajSmanioze zabelezeno je u Americi, mediteranskim zemljama, Bliskom
istoku i srednjoj Aziji (WHO 2). Kod kozne lajSmanioze, protozoe inficiraju makrofage
koji se nalaze u koZi domacina, a kada se jedna celija ,,napuni parazitima, dolazi do
pucanja i oslobodeni amastigoti dovode do zaraze susednih makrofaga (Steverding,
2017). Kozne lezije se razvijaju polako tokom nekoliko sedmica ili meseci, ponekad ¢ak
I nakon nekoliko godina. Ovaj oblik lajsmanioze se karakteriSe ¢irevima koji osim §to
ostavljaju dozivotne oZiljke mogu dovesti 1 do invaliditeta (WHO 2). Promene na koZi se
u pocetku manifestuju u obliku papula i nodula, da bi kasnije nastale ulcerozne lezije koje
mogu trajati mesecima i godinama. Iako je bolest bezbolna, ulcerozne lezije koje se nadu
u blizini zgloba ili se zaraze bakterijama mogu postati bolne (CDC). Od slucajeva
prijavljenih Svetskoj zdravstvenoj organizaciji tokom 2018. godine (WHO 2), ¢ak 85%
je registrovano u samo 10 zemalja Azije (Avganistan, Iran, lIrak, Pakistan, i Sirija),
severne Afrike (Tunis i Alziru) i Juzne Amerike (Bolivija, Brazila i Kolumbija).

Za razliku od kutane lajSmanioze, kod visceralne lajSmanioze razvija se najteZi oblik
bolesti (Steverding, 2017). Iako se procenjuje da se u svetu godisnje javi izmedu 50.000
1 90.000 novih slu¢ajeva, Svetskoj zdravstvenoj organizaciji se prijavljuje samo izmedu
25 145%, pri ¢emu je najveci broj zabelezen u isto¢noj Africi, Indiji i Brazilu'(WHO 2).
Bolest ¢e se razviti u visceralni oblik kada se oslobodeni amastigoti Sire krvotokom i
inficiraju ¢elije retikuloendotelnog sistema jetre, slezine, kostane srzi, limfinih ¢vorova i
creva (Steverding, 2017). Razdoblje infekcije krece se od nekoliko nedelja do nekoliko

16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres-Guerrero%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28649370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scorza%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28629171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steverding%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28202044

meseci. Teski slucajevi visceralne lajSmanioze, ukoliko se ne lece, dovode do smrtnog
ishoda, bilo direktno bilo indirektno, zbog komplikacija usled bakterijskih infekcija ili
krvarenja. Kada se radi o teSkim, uznapredovalim slu¢ajevima, visceralna lajSmanioza
Cesto se naziva kala-azar, $to na hindu jeziku znaci crna groznica (CDC). Prema podacima
Svetske zdravstvene organzacije za 2018. godinu vise od 95% novozabeleZenih slucajeva
visceralne lajSmanioze su se pojavile u 10 zemalja. Polovina su bile africke (Somalija,
Etiopija, Kenija, Sudan i Juzni Sudan), Cetiri azijske (Indija, Nepal, Kina i Irak), a
slu¢ajevi su se pojavljivali i u Brazilu (WHO 2).

Mukokutana lajsSmanioza se retko javlja, svega od 1 do 10%, a kada se javi to je obi¢no
nakon ve¢ prisutne kutane lajSmanioze (Zijlstra, 2014). Kada je pocetna lezija koze
zacelila, bolest pocinje da se $iri na sluznice usta, nosa i grla nakon ¢ega dolazi do
uni$tavanja septuma usana, nepca i nosa (Steverding, 2017). U preko 90% sluc¢ajeva javlja
se u Juznoj Americi (Bolivija, Brazil, Peru) te u Etiopiji (WHO 2).

2.8. LajSmanioza kod pasa

Pseca lajSmanioza je hroni¢na zoonoza, koja se uglavnom prenosi izmedu zivotinje i
coveka posredstvom zenke peScane musice. U evropskim podru¢jima je kao glavni
uzro¢nik lajSmanioze kod pasa, identifikovana Leishmania infantum, a bolest
potencijalno moze biti kobna, kako za pse tako i za ljude (Ribeiro i sar., 2018).

U endemskim regijama pas se smatra glavnim rezervoarom ove zoonotske bolesti, a
glavni prenos parazita na pse i ljude je ubod Zenke peS¢ane musice, koja tokom krvnog
obroka proguta parazita da bi ga prenela u slede¢em krvnom obroku (Naucke i sar.,
2012).

Poseban epidemioloski znacaj Sirenja 1 odrzavanja bolesti imaju 1 tzv. netradicionalni
nacini prenosa u slucajevima kada izostane bioloski vektor (Ribeiro i sar., 2018). Na
primer, potvrdeno je da se infekcija moze preneti polnim putem, transplacentarno i putem
krvi. Polni prenos je pokazan prilikom parenja prirodno inficiranih muzjaka koji imaju
lezije na genitalnim organima (Naucke i sar., 2012). Do transplacentarnog prenosa
dolazilo je kod simptomatskih ili asimptomatskih prirodno zaraZenih Zenki, kada su
paraziti iz krvotoka majke preko placente prelazili u krvotok fetusa odn. zivorodene ili
mrtvorodene Stenadi (Naucke i sar., 2012; Ribeiro i sar., 2018). Transfuzija predstavlja
veliki rizik zbog toga Sto zivotinje davaoci naj¢esce ne pokazuju klinicke znake bolesti,
iako je parazit prisutan u krvi zivotinje, te zbog dugog vremena inkubacije (Freitas i sar.,
2006). Razmatraju se i drugi nacini prenosa kao S$to su transplantacijom organa,
kontaminiranim iglama, te direktnim prenosom sa psa na psa, ranama ili ugrizima
(Ribeiro i sar., 2018). Ova saznanja posebno su vazna za neendemske zemlje u kojima
nema poznatih bioloskih vektora, a u kojima se povecava broj zarazenih pasa (Naucke i
sar., 2012).
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2.9. Epidemiologija i epizootiologija lajSmanioze

Laj$manioza pasa koju uzrokuje parazit Leishmania infantum, predstavlja opasnu,
potencijalno fatalnu zoonozu u regijama Evrope, Afrike, Azije i Amerike (Baneth i sar.,
2008). Slucajevi psece lajsSmanioze zabeleZeni su u 50 od 88 zemalja, u kojima je ljudska
lajSmanioza endemska (Morales-Yuste i sar., 2012). Glavni rezervoar infekcije kod ljudi
je pas, a peScana musSica je bioloski vektor ove protozoarne bolesti (Baneth i sar., 2008).
Na Sirenje lajSmanioze Sirom sveta uticu specificni ekoloski i klimatski faktori koji
pogoduju rastu i razvoju vektora (Alonso i sar., 2010). Procenjuje se da je najmanje 2,5
miliona pasa zarazeno u jugoisto¢noj Evropi, dok se u Juznoj Americi broj zarazenih pasa
procenjuje na milion (Bourdeau i sar., 2014, Baneth i sar., 2008).

lako se smatralo da je pseca lajSmanioza ograni¢ena uglavnom na mediteransku regiju
(Kaszak i sar., 2015), primeceno je da se bolest $iri ka severu Evrope (Bourdeau i sar.,
2014). Nedavno su zabelezeni brojni slucajevi lajSmanioze pasa i u severnim zemljama,
poput Nemacke, Holandije, Ujedinjenog Kraljevstva i Poljske (Kaszak i sar., 2015).
Sirenje bolesti na sever Evrope prvenstveno se povezuje sa boravkom pasa i njihovih
vlasnika u endemskim podru¢jima tokom turisticke sezone (Grimm i sar., 1993). Takode,
Sirenje se pripisuje i klimatskim promenama i globalizaciji (Bourdeau i sar., 2014).

Klini¢ki slucajevi lajSmanioze ljudi i pasa u Srbiji se uglavnom objasnjavaju boravkom u
nekom od endemskih podrucja u neposrednom okruzenju. Njima se smatraju primorska
podru¢ja Hrvatske, Bosne i1 Hercegovine, Crne Gore i Albanije, zatim Severna
Makedonija koja nema izlaz na more ali se grani¢i sa zemljama koje imaju status
endemi¢nih. Anamnestic¢ki pokazatelji govore da je do najveceg broja infekcija doslo
tokom boravka u Crnoj Gori 1 Severnoj Makedoniji (Marc¢i€ 1 sar., 2020).

2.9.1. Lajsmanioza u Crnoj Gori

Deo teritorije Crne Gore, a posebno primorje i basen Skadarskog jezera, odlikuje
mediteranska klima sa blagim i kiSovitim zimama, te dugim i toplim letima koji pogoduje
rastu i razvoju peS¢ane musice, $to predstavlja zna€ajan preduslov za razvoj lajSmanioze
(Paviéevi¢ i sar., 2014). Tokom cCetvorogodiS$njeg istraZivanja na prostoru opStine Bar
potvrdeno je prisustvo pet vrsta flebotomina sa dominantnom vrstom Phlebotomus
neglectus (60% svih prikupljenih pes¢anih musica), zatim P. tobbi (16%), Sergelltomyia
minuta (12%), P. papatasi (11%) i, na kraju, jedan posto P. perfiliewi (Ivovi¢ i sar., 2003).

Povecana gustina vektora, poremecaji ekosistema, kao i rezervoari infekcije dovode do
Sirenja endemskih zarista i infekcije. Crna Gora se ubraja u endemske zemlje viscelarne
lajSmanioze, a od 2005. godine godisnje se registruje od 1-3 slucaja oboljevanja ljudi
(Andri¢ i sar., 2012). U periodu od 1992. do 2013. godine, od lajSmanioze obolelo je 66
osoba (40 musSkaraca 1 26 zena), od Cega je kod 65 (98%) bolesnika dijagnostikovan
visceralni oblik bolesti, dok je jedan pacijent imao koznu lajSmaniozu. Najveci broj
obolelih bio je iz primorskog regiona Crne Gore — Bara i Ulcinja (Medenica i sar., 2015).
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Serolosko ispitivanje pasa na antigene Leishmania infantum na prostoru Crne Gore
vrseno je u periodu od 2006. do 2010. godine, i to metodom indirektne
imunofluorescencije (IFAT) i direktnim aglutinacionim testom (DAT). Pregledana su 433
uzorka seruma pasa sa klini¢kim znacima, 68 uzoraka asimptomatskih pasa u dobroj
kondiciji, od kojih su 43 sluzbeni psi vojske 1 policije, 1 uzorci 23 psa iz azila. Pozitivan
nalaz potvrden je kod 258 uzoraka simptomatskih pasa (59,58%) i kod 5,9%
asimptomatskih pasa. Od ukupnog broja pozitivnih uzoraka, 72% je sa teritorija
jugoisto¢nih opSina (Bar, Ulcinj) i Podgorice (Pavicevié i sar., 2014).

2.9.2. LajSmanioza u Srbiji

Pojava lajSmanioze u Srbiji zabeleZena je nakon drugog svetskog rata kada je poprimila
epidemijski karakter. Prvi slucaj zabelezen je 1945. godine, a nakon poslednje velike
epidemije 1953. godine broj novih slucajeva poceo se smanjivati. Nakon pojave prvih
slucajeva pokrenuto je i istrazivanje pescane musice 1947. godine. Tada je zabelezeno
prisustvo sedam vrsta flebotomina: Phlebotomus papatasi, P. perfiliewi, P. tobbi, P.
neglectus, P. simici, P. sergenti i P. balcanicus (Vaselek i sar., 2017). Novije
epidemiolosko istrazivanje viscelarne lajSmanioze u Srbiji sprovedeno je u periodu od
2001. do 2007. godine i obuvatilo 134 osobe sumnjive na lajSmaniozu. Mikroskopskim
pregledom preparata koStane srzi potvrdena su 22 sluéaja. Vecina obolelih osoba boravila
je na odmoru na crnogorskom primorju (Daki¢ i sar., 2009).

U Srbiji je u periodu od 2009. do 2013. godine radeno istrazivanje prisustva razli¢itih
bolesti kod 734 pasa. Seroloskim ispitivanjem prisustva specificnih antitela protiv
Leishmania spp. pregledano je 220 uzoraka krvi pasa, pri ¢emu je kod 33 rezultat bio
pozitivan (Savi¢ i sar., 2014). Kako osim domacih pasa i divlja¢ moze imati presudnu
ulogu u odrzavanju i Sirenju lajSmanioze, uradeno je 1 istrazivanje lajSmanioze kod
zlatnog Sakala. U periodu od 2010. do 2013. godine prikupljeni su uzorci sa 12 lokaliteta
Sirom Srbije, pri ¢emu je slezina izabrana kao tkivo za otkrivanje patogena. KoriS¢enjem
molekularne metode testirano je ukupno 216 uzoraka slezine, od kojih je 15 (6,9%) bilo
pozitivno (Cirovi¢ i sar., 2014).

2.9.3. Lajsmanioza u Hrvatskoj

Prisustvo lajSmanioze kod ljudi i pasa u srediSnjem i juznom delu hrvatskog primorja
dokumentovana je jo§ pocetkom 20. veka (Muli¢ 1 sar., 2009). Dalmacija se smatra
jedinom endemskom regijom u Hrvatskoj, a sporadi¢ni slu¢ajevi oboljevanja u ostalim
regijama povezani su sa boravkom u juznom primorju (Bosni¢ i sar., 2006). U
trogodiSnjem entomoloskom istrazivanju (2002-2004) na 10 lokaliteta u Dalmaciji
identifikovano je pet vrsta peScanih musSica: Phlebotomus tobbi, P. neglectus, P.
perfiliewi, P. mascittii i Sergentomyia minuta (Bosni¢ i sar., 2006).

Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdavlje, u periodu od 1954. do 2006. godine,
zabelezeno je ukupno 124 slucaja visceralne i1 koZzne lajSmanijaze (Muli¢ 1 sar., 2009).
Izmedu 2007. i 2009. godine, seroloskim ispitivanjem na prisustvo specifi¢nih IgG
antitela na Leishmania infantum obuhvaceno je 2035 osoba i dokazano da je 231 osoba
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bila seropozitivna. Istrazivanjem je utvrdeno da je seropozitivnost bila znatno veca kod
stanovnika obalnih poducja i ostrva, za razliku od stanovnika iz kopnenog dela, a
najosetljivija grupa bila su deca do 9 godina starosti (Sisko-Kraljevié i sar., 2013).

LajSmanioza pasa u Hrvatskoj prvi put je prepoznata kao problem u juznim primorskim
delovima, u podru¢ju izmezu Trogira, granice Crne Gore, granice Bosne i Hercegovine i
Jadranskog mora na jugu, kao i na srednjim i juZnim dalmatinskim ostrvima (Zivi¢njak i
sar., 2005). U Zavodu za parazitologiju i invazijske bolesti na Veterinarskom fakultetu u
Zagrebu, od 1997. godine prisustvo infestacije dokazanao je parazitoloskim i seroloskim
metodama na uzorku od viSe stotina pasa (Zivi¢njak i sar., 2005). Tokom januara i
februara 2003. godine, sprovedeno je istrazivanje u srediSnjem delu Splitsko-dalmatinske
Zupanije, a obuhvatilo je 68 pasa iz grada Splita i 238 pasa koji zive u 12 naselja u zaledu
grada. Od ukupno 306 analiziranih uzoraka, u 46 je dokazano prisustvo antitela.
Istrazivanje je pokazalo da sa staroS¢u pasa raste Sansa da dode do serokonverzije
(Zivi¢njak i sar., 2005).

2.9.4. Lajsmanioza u Bosni i Hercegovini

U Bosni i Hercegovini nema mnogo podataka o ovoj bolesti, a prvi sluc¢ajevi zabelezeni
su 1949. i 1954. godine (Colellai sar., 2019). Priru¢nik Svetske zdravstvene organizacije
za upravljanje 1 nadzor lajSmanioze u Evropi iz 2017. godine navodi da je sporadi¢na
pojava visceralne lajSmanioze prisutna u juznoj i jugoisto¢noj Hercegovini (WHO 5,
2017). Istrazivanjem koje je sprovedeno u periodu izmedu 2014. i 2016. godine, a
obuhvatilo je prostor Balkana, u Bosni 1 Hercegovini identifikovano je 6 vrsta papataca
medu kojima je najrasprostanjeniji Phlebotomus neglectus, sa udelom od 89,78%
(Dvorak i sar., 2021).

Na podrucju Tuzle, 2013. godine ispitana su 134 psa na razli¢ite vrste parazita. Pozitivno
je bilo 58 (43,28%), a imedu 9 vrsta parazita lajSmanioza je potvrdena kod 2,24% pasa
(Omeragi¢ i sar., 2015). Procena izlozenosti infekciji kod kuénih ljubimaca u Bosni i
Hercegovini bila je zadatak istraZivanja sprovedenog 2017. godine, koje je obuhvatilo
408 pasa 1 pet macaka. Svi uzorci su testirani kvantitativnim molekularnim metodama,
pri ¢emu su pozitivni rezultati dobijeni kod 3,1%. Seroloskim testiranjima na uzorcima
180 pasa pokazano je 16,7% pozitivnih (Colella i sar. 2019).

2.9.5. Lajsmanioza u Severnoj Makedoniji

Regionalna kancelarija Svetske zdravstvene organizacije za Evropu, u Priru¢niku za
upravljanje 1 nadzor lajSmanioze iz 2017. godine, svrstava Republiku Severnu
Makedoniju u zemlje endemske za visceralnu lajSmaniozu. Epidemioloska razmatranja
naglasavaju da vise od polovine slucajeva dolazi iz srediSnjeg regiona zemlje, dok je
koinfekcija lajSmanioze sa HIV-om retka (WHO 6, 2017). U epizootioloSske svrhe
sprovedena je 2015. godine seroloSka studija na ukupno 1134 uzorka seruma pasa.
Prisustvo antitela potvrdeno je kod 70 pasa (6,1%), dok je 15 uzoraka proglaSeno
“grani¢no pozitivnim”. Iste godine u Severnoj Makedoniji zabelezeno je i 12 slucajeva
lajSmanioze kod ljudi (Stefanovska i sar., 2016). lako Severna Makedonija ne izlazi na
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more, grani¢i se sa nekim mediteranskim zemljama endemi¢nim za lajSmaniozu. U
istrazivanju peScane musSice na prostoru Balkana, izmedu 2014. i 2016. godine,
identifikovano je Cak 10 vrsta flebotomina, medu kojima se po prvi put nasla i
Phlebotomus alexandri (Dvorak i sar., 2021).

2.9.6. Lajsmanioza u Albaniji

Prvi slucaj zoonotske visceralne lajSmanioze u Albaniji zabelezen je 1938. godine.
Albanija pripada mediteranskim zemljama endemskim za visceralnu lajSmaniozu i jedna
je od najvise pogodenih. Za razliku od drugih zemalja, bolest se uglavnom javlja u de¢jem
uzrastu (Velo i sar., 2003). Analiza anamnesti¢kih podataka 1210 dece starosti do 14
godina, kojima je izmedu 1995. i 2009. godine u Univerzitetskoj bolnici u Tirani
dijagnostikovana lajSmanioza, pokazala je da je vecina obolele dece (61%) pripadala
dobnoj grupi od jedne do Cetiri godine (Petrela i sar., 2010).

Prema podacima WHO, u periodu izmedu 1998. 1 2016. godine prijavljen je 1631 slucaj
visceralne lajSmanioze 1 124 slucaja kutane lajSmanioze (WHO 7, 2017). Slucéajevi
visceralne lajSmanioze uglavnom se javljaju u urbanim naseljima, a prema podacima
Instituta za javno zdravlje u Tirani u periodu od 1995. do 2014. godine oko 80% sluc¢ajeva
bilo je iz rubnih podrucja Skadra i LjeSa na severu, Tirane u srediStu i Lusnja, Fjer, Berat
1 Vlora na jugu. KoZna lajSmanioza vise je zabeleZena iz okruga Lusnja, Elbasan, Kruje,
Tirana i Berat (Velo i sar., 2017).

LajSmanioza pasa prvi put je zabeleZena 1977. godine, a prvi parazit izolovan je 1989.
godine (Velo i sar., 2003). Generalno posmatrano, saznanja o epidemiologiji parazitskih
infekcija Zivotinja veoma su ograni¢ena. U periodu od marta 2010. godine do aprila 2011.
godine sprovedeno je ispitivanje u Cetiri klinike za male Zivotinje u Tirani, kada su
analizirana 602 psa na razliCite patogene. Otkriveno je 8 patogena, medu kojima i
Leishmania infantum sa prevalencijom od 5,1% (Hamel i sar., 2016). Glavni vektor
lajSmanioze ljudi i pasa u Albaniji je Phlebotomus neglectus (Velo i sar., 2017).

2.10. Klinicka slika lajSmanioze pasa

Klinicka slika lajSmanioze razlikuje se u zavisnosti od razvoja bolesti, zahvacenosti
razli¢itih organa, kao 1 od imunog odgovora domacina (Baneth 1 sar., 2008). Kod nekih
pasa dugi niz godina ne¢e do¢i do pojave klinickih znakova, ponekad moze doci 1 do
spontanog izleCenja, dok ¢e kod drugih do¢i do progresivnog toka bolesti i smrtnog ishoda
(Ribeiro i sar., 2018).

Vecina zaraZenih pasa su asimptomatski nosioci bolesti, a period inkubacije moze trajati
od 3 meseca do 7 godina pre prve pojave klini¢kih znakova (Mir¢ i sar., 2008). Nekoliko
faktora uti¢e na razvoj bolesti, medu kojima su rasa, uzrast i genetska predispozicija.
Primeceno je da rase poput rotvajlera, nemackog ovcara, boksera i koker Spanijela imaju
vecu predispoziju u odnosu na gonica sa Ibice. Sklonost ka razvoju bolesti imaju psi mladi
od 3 i stariji od 8 godina (Solano-Gallego i sar., 2011).
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Budu¢i da je pseca lajSmanioza sistemska bolest, te moze obuhvatiti bilo koji organ, tkivo
ili telesnu tecnost, klinicki znaci su ¢esto nespecifi¢ni (Naucke i sar., 2016). Znaci koji
najcesce upucuju na lajSmaniozu pasa su: gubitak telesne mase, kozne i ocne lezije,
alopecija, anoreksija, krvarenje iz nosa, limfadenopatija, lokomotorni problemi i misi¢na
atrofija, koja je posebno izrazena na glavi pa psi Cesto izgledaju starije nego Sto jesu.
Prepoznatljiv znak bolesti je i preterani rast noktiju, te hiperkeratoza jastuci¢a Sapa.
Bolest najvise inficira slezinu, jetru i koStanu srz, dok su hroni¢na upala creva i hroni¢na
bubrezna bolest najcesi indirektni uzrok smrti (Ayele i sar., 2016).

Dermatoloski poremecaji prisutni su kod 80-90% pasa, limfadenomegalija u 62—-90%,
oc¢na bolest u 16-81%, splenomegalija u 10-53% i abnormalan rast noktiju (onihogrifoza)
u 20-31% obolelih (Petersen, 2020). Drugi klini¢ki znaci poput lezija sluznice usne
Supljine, jezika i genitalnih organa, osteolitickih i osteoproliferativnih lezija kostiju,
oticanja zglobova sa erozivnim i neerozivnim poliartritisom, hroni¢nog hepatitisa,
hroni¢nog recidivirajuéeg kolitisa, neuroloske bolesti zbog meningitisa i atrofi¢nog
miozitisa ili polimiozitisa miSi¢a masetera, autoimunih poremecaja i kardiovaskularnih
poremecaja kao Sto su perikarditis, sistemski vaskulitis, tromboembolija i sindrom
hiperviskoznosti seruma su nesto rede zabeleZzeni (Solano-Gallego i sar, 2009).

LeishVet grupa veterinarskih istrazivaca iz evromediteranskog regiona, osnovana tokom
Trec¢eg Svetskog Leishforum-a 2005. godine u cilju boljeg razumevanja lajsmanioze kod
pasa, ustanovila je sledeci sistem klasifikacije bolesti (Solano-Gallego i sar., 2009):

— Faza | tj. blaga bolest — psi sa blagim klinickim znacima kao §to su periferna
limfadenomegalija ili papularni dermatitis, seroloski nalaz kod ovih pasa je negativan
ili pokazuje nizak nivo antitela.

— Faza Il tj. umerena bolest — osim znakova navedenih u | fazi, psi mogu ispoljiti
difuzne ili simetricne kozne lezije poput eksfolijativnog dermatitisa, onihogrifozu,
ulceracije na planum nasale, jastui¢ima Sapa, koStane izboCine, ¢vori¢e po
sluzokoZama, anoreksiju, gubitak teZine, groznicu 1 epistaksu. Nivo antitela se krece
u rasponu od niskog do visokog.

— Faza Il ili teska bolest — pored znakova navedenih u I i Il fazi, psi mogu imati
znakove koji poticu od stvaranja imunih kompleksa, koji dovode do vaskulitisa,
artritisa, uveitisa i glomerulonefritisa. Psi u ovoj fazi imaju srednji do visoki nivo
antitela.

— Faza IV ili veoma teska bolest — kod pasa sa klinickim znacima navedenim u fazi IV
dolazi do pluéne tromboembolije 1/ili nefrotskog sindroma u terminalnom stadijumu
bubrezne bolesti. Seroloska analiza pokazuje srednji ili visok nivo antitela (Solano-
Gallego i sar., 2011).

Vaskularne promene privla¢e posebnu paznju, prvenstveno kod kutane, ali i kod
visceralne laSmanioze. Postoji viSe izvestaja o limfocitnom vaskulitisu u kozi i sluzokozi
visceralnih organa (Ridley i Ridley, 1984; Veress 1 el Hassan, 1986; Mirejovsky 1 sar.,
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1986; Esch, 2013; Handjani i sar., 2017). Mirejovsky i sar. (1986) ukazuju na postojanje
fibrinoidnog vaskulitisa kod kutane lajSmanioze, a Veress i el Hassan (1986) na vaskulitis
bez tragova fibrinoidne nekroze i tromboze u arterijama i venama koze i sluzokoza.
Handjani i sar. (2017) isti¢u da je prisustvo limfocitnog vaskulitisa odlika hroniciteta i
razlog slabijih rezultata u po¢etnoj fazi terapije primenom antimonijata.

U eksperimentalno izazvanoj lajSmaniozi na razli¢itim vrstama zivotinja potvrdena je
proliferacija endotela krvnih sudova i pojava akutnog vaskulitisa sa fibrinoidnom
nekrozom (Barygeson i sar., 1970; Meleny, 1925. cit. Handjani i sar., 2017). Handjani i
sar. (2017) pritom ukazuju na vaskularnu permeabilnost, vaskulitis i vaskularne tromboze
kod velikog broja obolelih osoba sa kutanom lajsSmaniozom. U endotelnim ¢elijama i
perivaskularnim prostorima je potvrdeno prisustvo IgG i IgE, $to se dovodi u vezu sa
imunim odgovorom na prisustvo parazita, odnosno talozenjem imunih kompleksa (Ridley
i Ridley, 1984).

Pojava vaskulitisa kao posledice deponovanja imunskih kompleksa u lajSmaniozi
predstavlja osnovu za pretpostavku o disfunkciji endotela (Buckley i sar., 2005; Koutinas
1 Koutinas, 2014). Povezanost vaskulitisa i nastanka koZnih lezija, epistakse, poremecaja
funkcije misi¢a odnosno meningoencefalomijelitisa (Koutinas i Koutinas, 2014) mogu
dodatno ukazivati na znacaj ispitivanja disfunkcije endotela kod pasa inficiranih
Leishmania spp.

Promenjena funkcionalnost endotela je istovremeno i uzrok i posledica mnogih oboljenja
(bolesti mozga, srca 1 krvnih sudova, rast i metastaziranje tumora, hroni¢ne bubreZzne
insuficijencije, virusnih infekcija), $to se ogleda u promenama koncentracije
odgovaraju¢ih biomarkera u krvi (Goncharov i sar., 2017).

Osim u patogenezi vaskulitisa, imunoloSki mehanizmi su odgovorni 1 za teSko oStecenje
bubrega. Kod pasa sa glomerulonefropatijom utvrdene su promene u tipu
membranoproliferativnog glomerulonefritisa tipa 1, sa ekspanzijom mezangijuma i
povlacenjem podocita. Navedene lezije su povezane sa nalazom antigena Leishmania
infantum, 1gG antitela na L. infantum i u manjoj meri sa proteinom komplementa C3b.
Razvoj glomerulonefritisa se definitivno moze pripisati talozenju imunih kompleksa u
kapilarima glomerula bubrega i aktivaciji komplementa (Esch, 2013).

2.11. Dijagnostika lajSmanioze pasa

Rana dijagnostika bolesti od krucijalnog je znacaja za kontrolu ove opasne zoonoze, kako
bi se izbeglo dalje prenoSenje bolesti, poboljSala prognoza i sprecile nepotrebne eutanzije
(Ribeiro i sar., 2018).

Zbog dugotrajnog, hroni¢nog razvoja bolesti koja ukljucuje niz sistemskih promena vise
organa, lajSmaniozu pasa je neophodno razlikovati od mnogih drugih bolesti, kao §to su,
na primer, razli¢iti oblici anemija, oSteenja jetre i bubrega razliCite etiologije,
demodikoza, kozne neoplazije, dermatofiloza, pioderma i sl., Sto diferencijalnu dijagnozu
¢ini komplikovanom (Ayele i sar., 2016). Precizna dijagnoza zahteva sveobuhvatan
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pristup koji uklju¢uje anamnezu, klinicki pregled, informacije o epizootioloskoj situaciji
i razli¢ite laboratorijske analize (Bourdeau i sar., 2014). Poseban oprez je, naravno,
potreban u endemi¢nim podrucjima, gde se na lajSmaniozu moze posumnjati i u stanjima
kada su znaci diskretni ili neprimetni. Povremena preventivna laboratorijska ispitivanja u
takvim sluc¢ajevima olakSavaju rano otkrivanje infekcije i znacajno doprinose efikasnom
izleCenju.

Za otkrivanje lajSmanioze kod pasa postoji nekoliko metoda: parazitoloske tj. metode
otkrivanja prisustva parazita; seroloske, odnosno metode odredivanja nivoa antitela protiv
lajSmanije; molekularne, zasnovane na umnozavanju DNK parazita; te metode ispitivanja
¢elijski posredovanog imuniteta, koje se ne primenjuju ¢esto u rutinskoj dijagnostici. Bez
obzira na princip na kome se zasnhivaju, potrebno je napomenuti da veliki broj
dijagnostickih metoda ne pokazuje optimalnu osetljivost i specifi¢nost (Veras 1 sar.,
2014).

Laboratorijska ispitivanja su veoma vazan deo dijagnostike zbog velikog broja
asimptomatskih pasa i nepostojanja jasnih klini¢kih znakova (Ribeiro i sar., 2018).
Hematoloski i biohemijski parametri krvi, iako nedovoljno specifi¢ni za dijagnostiku
lajSmanioze pasa, mogu biti vrlo vazni pokazatelji za procenu napretka bolesti i doprineti
razumevanju patogeneze (Carvalho Nicolato i sar., 2013). Klini¢ku sliku moze da
upotpuni analiza parametara vezanih za hematopoezu, bubreznu funkciju i nalaz
elektroforeze proteina seruma. Humoralni odgovor, koji se razvija tokom infekcije,
doprinosi oSte¢enju organa poput bubrega, koze i o€iju, moze se relativno jednostavno
proceniti na osnovu promena u elektroforetskom profilu proteina plazme (Ribeiro i sar.,
2018).

Najcesc¢i biohemijski nalazi kod pasa sa lajSmaniozom su serumska hiperproteinemija sa
hiperglobulinemijom i hipoalbuminemijom, koji su ¢esto praceni izraZzenim smanjenjem
albuminsko/globulinskog koli¢nika. Hiperglobulinemija kod pasa iz endemskih regija,
bez vidljivih znakova bolesti, trebala bi da bude vazna indikacija za ispitivanje
asimptomatskog prisustva lajSmanioze. Kada se zna da je bubreZna insuficijencija usled
imunski posredovanog glomerulonefritisa jedan od glavnih prirodnih uzroka smrti,
potrebno je ispitati prisutvo proteinurije, te odrediti nivo pokazatelja ostec¢enja bubrega u
krvi 1 urinu, pre svega odnos izmedu sadrzaja proteina i kreatinina u urinu (Petersen,
2020). Iako biohemijski nalazi kod zarazenih pasa mogu da pokazu promene u aktivnosti
aspartat aminotransferaze, alanin aminotransferaze i alkalne fosfataze, vrednosti jetrenih
enzima obi¢no su unutar granica referentnih vrednosti.

Jedan od vaznijih laboratorijskih nalaza je i1 anemija, koja moze biti uzrokovana
krvarenjem, hemolizom, bubreznom boles¢u, hipoplazijom ili aplazijom koStane srzi i
smanjenjem fluidnosti membrane eritrocita, pri ¢emu 50 do 70% bolesnih pasa ima
normocitnu i neregenerativnu anemiju, sto ukazuje na hroni¢ne upalne procese i oste¢enje
eritropoeze zbog infekcije izazvane promenama u kostanoj srzi i bubrezima (Ribeiro i
sar., 2018).
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Dokazivanje parazita se zasniva na mikroskopskoj identifikaciji amastigota na razmazima
aspirata slezine, limfnih ¢vorova i koStane srzi. Osetljivost pregleda citoloskog razmaza
posle tankoinglene biopsije kostane srzi je oko 60—80%, limfnog ¢vora 30—40%, dok se
nalaz iz slezine smatra metodom izbora za parazitolosku dijagnostiku lajSmanioze pasa
(Ribeiro i sar., 2018). Iako je ova metoda veoma specifi¢na i jeftina, identifikacija parazita
kod asimptomatskih i pasa sa blagom klinickom slikom koji imaju nisko parazitsko
opterecenje Cesto daje lazno negativne rezultate. Bolju specifi¢nost pokazuje druga
metoda, koja kao pretkorak ukljucuje kultivaciju parazita, §to je od posebne prednosti u
smislu izolacije i karakterizacije parazita, kao i odredivanje vrste u endemskom podrucju.
Ovom metodom parazit se identifikuje uzgojem fragmenata tkiva ili aspirata u Novy-
MacNeal-Nicolle medijumu (Ayele i sar., 2016). Paraziti izolovani iz razlicitih tkiva
prisutni su u obliku amastigota, a tokom kultivisanja transformisu se u oblik promastigota.
Iako kultivisanje nudi vecu osetljivost u odnosu na direktno posmatranje amastigota,
prisutna su i ograniCenja u smislu dugog trajanja ispitivanja, ¢ak 4 nedelje, kao i
ograni¢ene dostupnosti specificnih podloga za izolaciju promastigota, zbog Cega je
metoda uglavnom ogranicena na specijalizovane laboratorije (Veras 1 sar., 2014).

Infekcija Leishmania spp. moze se potvrditi i razli¢itim seroloskim testovima, kako za
potvrdu prisustva antigena, tako i za potvrdu prisustva specifi¢nih antitela. Kako je pored
potvrde infekcije podjednako vazan uvid u odgovor organizma na infekciju, kao i uvid u
stepen oSteCenja pojedinih organa direktno 1 indirektno izazvanih infekcijom,
dijagnosticki postupak se u praksi najceS¢e ukljuCuje i odredivanje laboratorijskih
pokazatelja lajSmanioze.

2.11.1. Laboratorijski pokazatelji lajSmanioze pasa

Za efikasnu dijagnostiku lajSmanioze vazna je analiza specifiénih markera, koji pored
pravovremenog postavljanja sumnje na ovu bolest 1 usmeravanja dijagnosti¢kog
postupka, omogucavaju pracenje toka bolesti i efikasnosti preduzete terapije. Nazalost,
istrazivanja su pokazala da nijedan marker nije dovoljno specifi¢an, posebno u proceni
otpornosti i osetljivosti na bolest, u prvom redu zbog individualnog odgovora orga-nizma
na infekciju. Naime, imunoloSki odgovor ukljucuje sloZzenu mrezu regulatornih
interakcija vise citokina, hemokina i ¢elija imunog sistema, zbog cega se ishod odgovora
na infekciju ne moze lako predvideti. Da bi se pouzdano procenili intenzitet infekcije i
ishod bolesti, potrebno je razmotriti viSe laboratorijskih, imunoloSkih 1 parazitskih
pokazatelja (Maia i sar., 2018).

U klini¢koj praksi najvecu paznju privlace imunoloski biomarkeri osetljivosti i otpornosti
na lajSmaniozu, kako kod ljudi tako i kod pasa. Seroloske metode kojima se dijagnostikuje
pseca lajSmanioza baziraju se na otkrivanju specifi¢nih antitela protiv parazita lajSmanije
(Ribeiro i1 sar., 2018), a obicno se koriste imuno-fluorescentni test IFAT
(immunofluorescence antibody test) i ELISA (enzim linked immunosorbent test). Kod
simptomatskih pasa nivoi specificnih antitela (IgG1 i 1gG2) veoma su visoki 1 lako se
otkrivaju, za razliku od pasa sa ranom i asimptomatskom infekcijom (Mettler i sar., 2005).
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Rezultat koji pokaze visok nivo antitela potvrduje lajSmaniozu. Medutim, nizak nivo
antitela ne iskljuuje u potpunosti prisustvo infekcije, stoga je neophodno ponoviti
analizu drugim dijagnostickim metodama (citologija, histopatologija, molekularne
metode), kako bi se infekcija potvrdila ili iskljucila.

LajSmanioza pasa Cesto je povezana sa specificnim nezastitnim humoralnim odgovorom.
Prisustvo anti-lajSmanija antitela nije potvrda infekcije jer moZe odrazavati i izlozenost
parazitu bez nuznog uspostavljanja infekcije. U pocetnoj i kasnoj fazi infekcije, kao 1 kod
pasa bez klinickih znakova, proizvodnja specifi¢nih antitela je mala, dok je postepeni
porast nivoa antitela povezano sa nekontrolisanim Sirenjem parazita (Maia i sar., 2018).
Inace, detaljno su istrazivane potklase psec¢ih IgG kako bi se povezali sa vrstama Th
odgovora i klini¢kim ishodom infekcije. Uglavnom su istrazeni odgovori na IgG1 i IgG2
1 povezanost sa Thl i/ili Th2 zastitinim odgovorima. Rezultati su pokazali i znac¢ajnu
povezanost izmedu IgG, IgA, IgM 1 IgE 1 klini¢kih znakova bolesti (Maia i sar., 2018).

Indirect fluorescent antibody test (IFAT) i enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
u svakodnevnoj klini¢koj praksi imaju poseban znacaj. IFAT je metoda indirektne
imunofluerosencije, koja Kkoristi antigen promastigota, a titar razlikovanja pozitivnih i
negativnih rezultata varira od 1:40 do 1:160 izmedu razlicitih laboratorija (Solano-
Gallego i sar., 2009). Za titre antitela > 1:160 sa specificnos¢u od 100% IFAT test se
smatra metodom ‘“zlatnog standarda” za seroloSku dijagnostiku lajSmanioze pasa
(Proverbio i sar., 2013). U ELISA testu antitela iz uzorka vezuju se sa antigenima
amastigota 1 promastigota, $to ovu metodu ¢ini najprikladnijim za seroloSku dijagnozu
ove bolesti i kod simptomatskih i kod asimptomatskih pasa (Mettler i sar., 2005). U
zavisnosti od toga koje antigene koristi, rastvorljive ekstrakte mastigota, rekombinantne
ili prociS¢ene proteine, pokazace razli¢itu osetljivost 1 specificnost. ELISA sa
rekombinantnim peptidima pokazace veliku specificnost, ali moZze imati nedovoljnu
osetljivost za identifikaciju asimptomatskih nosilaca. Ukoliko je zasnovana na
rekombinantnim antigenima (K9, K26 i K39) pokazuje visoku i osetljivost i specifi¢nost
kod zarazenih pasa (Solano-Gallego i sar., 2009).

Pored ove dve metode, u dijagnostici psefe lajSmanioze u upotrebi su 1
imunohromatografski testovi koji koriste rekombinantni antigen K39 — rK39 (Otranto i
sar., 2004). Ovi testovi su brzi, jednostavni za upotrebu na terenu, daju pouzdane
rezultate, i ne zahtevaju posebnu opemu i pripremu uzorka (Proverbio i sar., 2013).

Molekularne metode imaju sve veci znacaj u dijagnostici lajSmanioze. Lancana reakcija
polimeraze (polymerase chain reaction, PCR) predstavlja jednostavan molekularni metod
za otkrivanje lajsmanije u razli¢itim klini¢kim uzorcima, za identifikaciju vrste, sojeva i
genotipa parazita (Albuquerque i sar., 2017). PCR dijagnostika temelji se na otkrivanju
specificnih DNK parazita, a mozZe se sprovoditi na DNK izdvojenom iz tkiva, krvi,
telesnih tecnosti i histopatoloskih nalaza. Najvecu osetljivost i specificnost je pokazao
kod uzoraka uzetih iz koStane srzi, limfnih ¢vorova, slezine i koze, a razvoj PCR
metodologije omogucio je i kvantifikaciju opterecenja parazitima u tkivima zarazenih
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pasa (Solano-Gallego i sar., 2009). Dijagnoza lajsmanioze pasa uz upotrebu PCR tehnike
pokazala je osetljivost od 90% do 100% u klinicki sumnjivim i potvrdenim slu¢ajevima
prisustva parazita, dok kod rane dijagnoze i otkrivanja parazita u subklini¢kim
slu¢ajevima ima manju osetljivost, do 80% (Albuquerque i sar., 2017).

Razvoj lajSmanioze kod pasa zavisi i od urodenog imunolosSkog odgovara domacina.
Urodeni imunoloski odgovor igra vaznu ulogu u zastiti od parazita 1 utice na razvoj
dugotrajnog adaptivnog odgovora. Celijski imuni odgovor povezan je sa aktiviranjem T
¢elija koje proizvode interferon-gama (IFN-vy), faktor nekroze tumora alfa (TNF-a) i IL-
2. Thl odgovor je pri tome odgovoran za aktivaciju makrofaga i istovremeno
unutaréelijsko ubijanje parazita, dok je aktivna bolest povezana sa meSanim Th1/Th2
odgovorom. Imunoloski odgovor specifi¢an je za svaki organ ili tkivo, pa tako i Th1, Th2
ili meSani Th1/Th2 imunoloski odgovori povezani su sa nepostojanjem ili prisutnoséu
klinickih znakova i lokalnim optere¢enjem parazitima (Reis i sar., 2009; Maia i Campino,
2012; Hosein i sar., 2017; Maia i Campino, 2018). Osetljivost ili otpornost kod infekcije
lajSmanijom kod pasa posredovana je ¢elijskim imunoloskim odgovorima, a za procenu
njihove efikasnosti na raspolaganju je nekoliko metoda (Maia i Campino, 2018). Pre
objasnjenja njihovih principa neophodno je podsetiti se najznacajnijih karakteristika
imunoloskog odgovora.

Ubodom zarazene peS¢ane musice dolazi do inokulacije lajSmanija u kozu, pri cemu se
aktiviraju ¢elije urodenog imunoloskog sistema, a glavnu ulogu igraju dendriticke Celije
i makrofagi. Pojacana ekspresija IL-4 ili prekomerna proizvodnja IL-4, IL-13 i TNF-a
povezana je sa velikim optere¢enjem parazitama i klinic¢ki izrazenom bolesti. Povecano
opterecenje povezuje se i sa poveéanjem regulacije IL-10 i TNF-a u kozi zaraZzenih pasa
(Barbosa i sar., 2011; Papadogiannakis i Koutinas, 2015; Maia i Campino, 2018).

U celijama koStane srzi specifi¢an imunoloski odgovor se karakteriSe lu¢enjem IFN-y i
IL-2, IL-4 i IL-12 kod asimptomatskih i simptomatskih pasa. Progresija bolesti ipak se
povezuje sa proinflamatornim okruZenjem 1 povisenom ekspresijom TNF-a 1 [FN-y. U
ovom smislu vazno je postojanje izrazene pozitivne korelacije izmedu nivoa IL-4 i tezine
bolesti. Kod upalnih procesa ukljucen je IL-12 koji aktivira makrofage i pojacava njihovu
mikrobicidnu aktivnost. U ¢elijama koStane srzi dolazi do njegove ekspresije nakon
lecenja pasa meglumin antimonijatom i alopurinolom (Barbosa i sar., 2011; Maia i
Campino, 2012; Maia i Campino, 2018).

U kontekstu regulacije imunoloskog odgovora tokom infekcije poseban znacaj imaju
proizvodnja citokina i drugih medijatora u jetri. Proizvodnja IL-4 i TNF-a u jetri veca je
nego u slezini kod inficiranih asimptomatskih i simptomatskih pasa. Pri tome, kod
zarazenih pasa sa izrazenim klini¢kim znacima hepatociti stvaraju manje IL-10 i TGF-
B1. U interakciji sa Kupferovim Celijama, parazit Leishmania infantum najverovatnije
izaziva stanje koje stimuliSe imunolosku toleranciju i prezivljavanje parazita (Michelin i
sar., 2011; Maia i Campino, 2018).

27



Ravnoteza izmedu proinflamatorne i antiinflamatorne ekspresije citokina u limfnim
¢vorovima odreduje nivo optereéenja parazitima i karakteristike klinicke slike. U limfnim
¢vorovima zabelezeni su prirodno visoki IL-2, IL-12, TNF-a i IFN-y, dok su kod pasa
koji pokazuju klinicke znake bolesti znac¢ajno povecane ekspresija IL-10 i TGF-B, Sto
ukazuje na ulogu ovih citokina u razvoju bolesti (Alves i sar., 2009; Barbosa i sar., 2011;
Maia i Campino, 2012; Maia i Campino, 2018).

Proizvodnja IFN-y u limfocitima periferne krvi inficiranih pasa, stimuliranih ili
nestimuliranih rastvorljivim antigenom lajsSmanije (SLA), povezuje se sa otporno$¢u na
bolest, asimptomatskim statusom ili blagom boles¢u. Sa druge strane njegov nedostatak
uocen je kod simptomatskih pasa, bolesnih pasa sa snaznim humoralnim odgovorom,
visoke parazitemije i teSke klinicke slike. Dugotrajnim tretmanom meglumin
antimonijatom i alopurinolom povecava se njegova koncentracija, ¢ije bi praéenje stoga
moglo biti znacajno za pra¢enje imunoloSkog statusa pasa sa lajSmaniozom. Analiza
nivoa nekoliko drugih citokina obi¢no daje nekonzistentne rezultate (Solano-Gallego i
sar., 2016; Martinez-Orellana i sar., 2017; Maia i Campino, 2018).

Ispitivanja patofizioloskog i klinickog znacaja proizvodnje citokina i hemokina u
¢elijama slezine, odnosno drugih tkiva, donela su rezultate ¢ije je tumacenje izazovno. U
nekim sucajevima ekspresija IL-10 u c¢elijama slezine povezana je sa povecanjem
opterecenja parazitom i napredovanjem bolesti. Medutim, zabelezena je parazitoloska i
klinicka progresija koja nije pracena znacajnim promenama u ekspresiji ovog citokina. U
funkcionalnom smislu, pojac¢ana ekspresija TNF-a 1 IFN-y u ¢elijama slezine je
neophodna za smanjenje opterecenja organizma parazitima. Posledi¢no, povec¢anje TNF-
a moZze predstavljati znacajan pokazatelj napredovanja infekcije, dok visoka ekspresija
IFN-y ukazuje za najlo$iju prognozu bolesti. Kod visokih nivoa IFN-y u slezini dolazi i
do ranog povecanja ekspresije IL-4, §to je joS jedan od pokazatelja povecanog optere¢enja
parazitima (Nascimento i sar., 2013; Maia i Campino, 2018).

Celijski imunitet moZe se proceniti Montenegro testom ili koznim lajsmanija testom
(LST) koji se zasniva na imunoloskoj reakciji ,,odloZzenog™ tipa. LajSmanijski antigen, u
formi suspenzije inaktiviranih parazita, inokulira se intradermalno. Test je pozitivan
ukoliko nakon 48-72 sata dode do otvrdnuca promera 5 mm na mestu inokulacije. Tokom
aktivne bolesti LST test je negativan, a nalaz je pozitivan tokom supklinicke infekcije,
rane faze klinicke bolesti ili nakon uspesnog le¢enja (Maia i Campino, 2018).

Testovi za procenu imuniteta ukljucuju ispitivanje proliferacije limfocita i analize za
merenje IFN-y u limfocitima periferne krvi. Test proliferacije limfocita sastoji se od
stimulacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi rastvorljivim antigenom lajSmanije uz
dodatak mitogena. Rezultat testa tj. ¢elijska poliferacija se izrazava kao indeks stimulacije
(SI) koji je zapravo odnos koli¢ina IFN-y izmerenih u stimulisanim i nestimuliranim
¢elijama koje predstavljaju negativnu kontrolu. Pozitivnim rezultatom se smatraju SI
vrednosti jednake ili veée od dva. Snazan proliferativni odgovor pokazuju asimptomatski
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1 rezistentni psi, dok osetljive i bolesne Zivotinje ne reaguju na stimulaciju (Maia i
Campino, 2018).

Korisno sredstvo za procenu infekcije sa Leishmania spp. predstavlja test oslobadanja
INF-y releasing assay (IGRA) koji omoguc¢ava brzi skrining izlu¢ivanja IFN-y u punu
krv nakon stimulacije sa SLA. Pozitivne rezultate pokazuju asimptomatskih zarazeni psi,
odnosno oni sa blagom klinickom slikom ili malim optere¢enjem parazita. Negativni
rezultati se susre¢u kod pasa sa visokim opterec¢enjm parazitom (Maia i Campino, 2018).

Funkcionalna sposobnost makrofaga da eliminiSu Leishmania spp. moze se proceniti
analizom stvorenog azot oksida (NO). Test je izuzetno znacajan buduci da je NO, nastao
u makrofagama, glavni efektorski molekul koja posreduje unutaréelijsko ubijanje
lajSmanija amastigota apoptozom. Otkriveno je da citokini poput IFN-y i TNF-a izlu€eni
aktiviranim T ¢elijama aktiviraju inducibilnu NO sintazu i pospesuju stvaranje NO, §to
olaksava eliminaciju i kontrolu opterecenja parazitom (Maia i Campino, 2018).

Kod vektorski prenosivih bolesti se, osim biomarkera bolesti, koriste i pokazatelji
izloZenosti samim vektorima, §to je od sustinskog preventivnog znac¢aja, u smislu procene
rizika od zaraze, te kontroli Sirenja vektora. Uzrocnici lajSmanioze prilikom uboda
zarazenih flebotomina dospevaju u krvotok domacina sisara putem pljuvacke
flebotomine. Pljuvacne zlezde muSice luce molekule koji su potentni imunogeni i
imunomodulatori, §to za posledici ima sintezu specifi¢nih antitela. Njihov nalaz, shodno
tome, predstavlja vazan epidemioloski odnosno epizootioloSki marker za pracenje
izloZenosti vektorima u endemskim podrué¢jima (Collin i sar., 2009; Teixeira i sar., 2010;
Martin-Martin i sar., 2014; Maia i Campino, 2018).

Individualne razlike u sklonosti ka razvoju bolesti, upucuju da predispozicija za nastanak
infekcije i bolesti moze biti genetski uslovljena. Genetski markeri koji se povezuju sa
regulacijom nivoa pro- i antiinflamatornih citokina mogu biti odgovorni za ,,fenotipsku‘
varijabilnost podloznosti pasa na infekciju sa L. infantum, odnosno ¢elijski imunoloski
odgovor na prisutnost parazita. Interesantan primer predstavljaju polimorfizmi u genu
Slcllal koji se povezuju sa povecanom predispozicijom za psecu lajSmaniozu kod
razli¢itih rasa pasa. Pomenuti gen kodira transporter jona koji je povezan sa kontrolom
umnozavanja amastigota Leishmania-e i aktivacijom makrofaga (Sanchez-Robert i sar.,
2005; Sanchez-Robert i sar., 2008; de Vaconcelos i sar., 2017; Maia i Campino, 2018).
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Veliki znacaj imaju i rutinski dijagnosticki testovi kojima se potvrduju promene poput
anemije ili poremecaja funkcije bubrega i jetre. Psi sa klinicki manifestnom lajSmaniozom
kao najées¢e hematolosko odstupanje imaju blagu do umerenu normocitnu i
normohromnu neregenerativnu anemiju, karakteristinu za hroni¢nu inflamaciju. Njena
pojava se moze pripisati poremecajima u kostanoj srzi koji smanjuju obim eritropoeze,
ali 1 smanjenom stvaranju eritropoetina usled hroni¢ne bubrezne bolesti. Rede moze biti
prisutna makrocitna hipohromna regenerativna anemija, zbog intenzivnije hemolize (Reis
i sar., 2006; Paltrinieri i sar., 2016; Maia i Campino, 2018).

Prisustvo parazita u vise organa ima za posledicu reakciju akutne faze, Sto ¢esto kod pasa
sa lajSmaniozom dovodi do neutrofilije. Infekcija uzrokuje oksidativni stres, poremecaj
ravnoteze izmedu visokoreaktivnih kiseoni¢nih 1 azotnih slobodnih radikala i
antioksidativnih jedinjenja u neutrofilima (Torrecilha i sar., 2016; Maia i Campino,
2018). U leukocitnoj formuli nije neobi¢no prisustvo manje izraZzenih promena poput
monocitoze, limfopenije, eozinopenije ili leukopenije. Za razliku od pomenutih promena,
pojava trombocitopenije je mnogo ceS¢a. Tekode, opisani su 1 razli€iti hemostatski
poremecaji koji mogu obuhvatiti trombocitopatiju, hiperprotrombinemiju, oslabljenu
sekundarnu hemostazu i fibrinolizu, serumsku hiperviskoznost i hiperfibrinogenemiju
(Ciaramella i sar., 1997; Reis i sar., 2006; Paltrinieri i sar., 2010; Meléndez-Lazo i sar.,
2018; Maia i Campino, 2018).

Napredovanje bolesti moze se dovesti u vezu sa promenjenim serumskim ,,proteinskim
profilom* tj. hiperproteinemijom, hipoalbuminemijom i smanjenim koli¢nikom izmedu
koncentracija albumina i globulina (A/G), pove¢anim nivoom proteina koji pripadaju [1-
1 B-globulinima, kao i1 poliklonskom hipergamaglobulinemijom. Uobicajeni podaci u
laboratorijskim nalazima kod pasa sa lajSmaniozom su i povecani nivoi proteina akutne
faze: C-reaktivnog proteina (CRP), feritina, haptoglobina i serum amiloida A (SAA).
Osim disproteinemije, tokom napredovanja bolesti se moze pratiti promena parametara
koji ukazuju na poremecaj funkcije jetre i bubrega (Ciaramella i sar., 1997; Koutinas i
sar., 1999; Paltrinieri i sar., 2016; Meléndez-Lazo i sar., 2018; Maia i Campino, 2018).
Proteinurija bez bubrezne azotemije sekundarna je u odnosu na taloZenje imunoloskih
kompleksa na glomerularnom nivou, dok azotemija vidljiva u ranom stadijumu bolesti
moze biti povezana sa sistemskom hipertenzijom (Maia i Campino, 2018).

Profil enzimskih promena u serumu pasa sa lajSmaniozom takode nije specifican.
Zabelezena je porast aktivnosti enzima poreklom iz skeletnih misica, kao §to su kreatin
kinaza (CK) 1 laktat dehidrogenaza (LDH). Takode, nisu retke ni promene u aktivnosti
matriks metaloproteinaza ili paraoksonaze-1 (Ciaramella i sar., 1997; Koutinas i sar.,
1999; Meléndez-Lazo i sar., 2018; Maia i Campino, 2018).

Rutinski laboratorijski testovi su nezaobilazni tokom pracenja toka lajSmanioze, kao i za
prognosti¢nke procene (Maia i Campino, 2018). Tako na primer, sa loSom prognozom
obolelih pasa povezuje se kontinuirana limfopenija (Geisweid i sar., 2012). Napredak
bolesti povezuje se i sa gubitkom funkcionalnosti neutrofila, koje ilustruju smanjena
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reaktivnost i kapacitet oksidativnih efektorskin mehanizama, te intenzivna apoptoza
(Almeida i sar., 2013).

U klini¢koj praksi, laboratorijski parametri pokazuju izuzetan znacaj i za pracenje toka
leCenja i oporavka nakon lecenja. Kao odgovor na leenje lajSmanioze ocekivano je
smanjenje koncentracije globulina, odnos A/G osta¢e nizak kod pasa sa trajnim
oSte¢enjem glomerula i proteinurijom, kod kojih perzistira hipoalbuminemija. Nalaz
elektroforetske analize proteina seruma nakon mesec dana leCenja donosi vise
informacija. Oc¢ekivano je progresivno smanjenje globulinske frakcije posle dve do 6
nedelja ako se za leCenje koristi antimonijat, odnosno unutar 3 meseca terapije
marbofloksacinom. Najkraéi period za koji se moze ocekivati da elektroforetski profil
bude kao kod zdravih pasa je izmedu tri i Cetiri meseca (Rossi i sar., 2014; Paltrinieri i
sar., 2016).

Pouzdana procena efikasnosti terapije moguca je najranije jednu do dve nedelje od njenog
pocetka, 1 pruzaju je promene koncentracija proteina akutne faze. Vazno je naglasiti da
eventualne promene ostalih rutinskih klinicko-patoloskih parametara ne poseduju
dovoljnu osetljivost 1 specifi¢nost za ovu namenu. Ve¢ tokom dve nedelje nakon lecenja
antimonijatom uocava se pocCetak opadanja koncentracija CRP i SAA, koje se za mesec
dana vracaju na vrednosti u okviru ili bliske referentnim intervalima. Analiza
koncentracije proteina akutne faze znacajna je i za procenu efikasnosti dugotrajne
terapije, o cemu svedoc€i pad koncentracija haptoglobina i CRP kod terapije alopurinolom.
Ukoliko se meglumin antimonijat kombinuje sa alopurinolom smanjenje proteinurije
zapocinje u rasponu od Cetiri do 8 nedelja, a dinamika obnavljanje funkcije bubrega nakon
tretmana zavisi od stepena oStecenja prisutnog u trenutku postavljanja dijagnoze (Maia 1
Campino, 2018).

2.11.2. Znacaj proteina akutne faze u dijagnostici lajSmanioze

Sve promene koje se dogadaju u organizmu ubrzo nakon bilo kakve ozlede tkiva, a sa
ciljem ponovnog uspostavljanja homeostaze, potpadaju pod pojam “odgovor akutne faze”
(Martinez Subiela i Ceron, 2005). Odgovor akutne faze obuhvata Sirok raspon
patofizioloskih odgovora kao S$to su pireksija, leukocitoza, hormonske promene i
katabolizam proteina u misi¢ima, koji se kombinuju kako bi se smanjilo oStecenje tkiva
(Jain i sar., 2011).

Odgovor akutne faze pokrecu tkivni makrofagi, krvni monociti 1 dendriti¢ne Celije na
mestu ostecenja tkiva (Cray, 2012). Molekulski okida¢ odgovora akutne faze predstavlja
lokalno povecanje nivoa proinflamatornih citokina, kao §to su IL-1, IL-6 i TNF-q,
oslobodenih kao odgovor na ozledu tkiva (Schmidt i sar., 2015; Cray, 2012). Oni
signaliziraju hepatocitima da intenziviraju sintezu proteina akutne faze, koji zatim,
pojacavajuci hemotaksu, ispoljavaju druge imunomodulatorne efekte. U najvecoj koli¢ini
proteini akutne faze se stvaraju u jetri, premda postoje dokazi da ih mogu sintetisati i
druga tkiva. Vazan aspekt delovanja pomenutih proinflamatornih citokina su i njihovi
efekti u kostanoj srzi koji za posledicu imaju leukocitozu.
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Osim efekata na imunoloski sistem, porast nivoa citokina ima i neuroendokrinoloske
efekte koji za posledice imaju promene u ponasanju, odnosno fizioloskim i nutritivnim
karakteristikama. Dejstvom IL-6 stimuliSe se sinteza kortikotropin-oslobadajuceg
hormona (CRH) u hipotalamusu. Posledi¢no, dolazi do porasta oslobadanja adreno-
kortikotropnog hormona (ACTH) iz hipofize, a zatim i do intenziviranja sinteze i
sekrecije glukokortikoida u srzi nadbubrezne zlezde (Slika 9). PoviSenje nivoa
glukokortikoida se povezuje sa sintezom i1 oslobadanjem proinflamatornih citokina,
hiperglikemijom i sintezom proteina akutne faze.

Odgovor akutne faze smatra se delom urodenog odbrambenog sistema domacina, koji
prethodi ste¢enom imunoloSskom odgovoru. Tokom ovog odgovora, u jetri dolazi do
povecane proizvodnje i oslobadanja odredenih proteina plazme, poznatih kao proteini
akutne faze (Schmidt i sar., 2015; Jain i sar., 2011). U humanoj medicini se proteini
akutne faze ve¢ decenijama koriste kao pokazatelji upale, infekcije i1 traume, dok je u
veterinarskoj medicini sa ovom praksom otpoceto dosta kasnije (Martinez-Subiela i sar.,
2002). Poslednjih godina je postignut znacajan napredak u poznavanju biohemije i
klinickoj primeni proteina akutne faze kao biomarkera kod kuénih ljubimaca i1 farmskih
zivotinja (Eckersall i Bell, 2010). Odgovor akutne faze je u evolutivnom smislu visoko-
konzerviran patofizioloski mehanizam, buduéi da je prisutan kod predstavnika veéine
zivotinjskih vrsta ,,0d riba do sisara®“. Medutim, neophodno je imati na umu da se protein
kome pripada dominantna uloga medu proteinima akutne faze razlikuje u zavisnosti od
vrste. Bez obzira na ovo potencijalno ogranicenje, sve veci broj studija na zivotinjama
svedo€i o znacaju ovih proteina kako za dijagnozu, tako i za pracenje toka i prognozu
bolesti koje karakteriSe inflamatorna komponenta (Cray, 2012).
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Slika 7. Sematski prikaz odgovora akutne faze (prevedeno iz Cray, 2012)

Proteini kojima tokom odgovora akutne faze dolazi do ubrzane sinteze i oslobadanja, te i
porasta koncentracije u krvi, zajednicki se nazivaju pozitivni proteini (reaktanti) akutne
faze. Njihovi najznacajniji predstavnici su CRP, haptoglobin, i ceruloplazmin. Ukoliko
su promene koncetracije suprotnog smera tj. snizavaju se, takvi proteini se ubrajaju u
negativne proteine (reaktante) akutne faze. Kao primeri ovakvih proteina navode se
albumin 1 prealbumin, budu¢i da je za njih karakteristicno da im se tokom reakcije akutne
faze smanjuje obim sinteze (Martinez Subiela i Ceron, 2005). Za preciznu klasifikaciju
proteina akutne faze neophodno je zajedno razmotriti i stepen i dinamiku poremecaja u
njihovoj homeostazi. Glavnim proteinima akutne faze bi bilo opravdano smatrati proteine
¢ija se sinteza ubrzava u rasponu od 10 do 1000 puta tokom 24 do 48 sati od inflamatornog
stimulusa. Za umerene proteine akutne faze karakteristiCan je visi bazalni nivo u
poredenju sa glavnim, te su porasti u njthovim koncentracijama manje izraZeni, tj. kre¢u
se izmedu pet do 10 puta i to tokom tri ili viSe dana trajanja reakcije akutne faze. Ukoliko
je porast nivoa jo§ manje izrazen, i neretko ne prelazi dvostruko povecanje, govori se o
blagim proteinima akutne faze. U kontekstu ovakvog sistema klasifikacije treba uzeti u
obzir da na dinamiku koncentracije moZe uticati i vrsta samog stimulusa odnosno nokse
koja je izazvala oSte¢enje tkiva, ali i specificnosti metode koriS¢ene za analizu
koncentracije proteina (Cray, 2012).
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CRP je protein akutne faze koji je identifikovan u krvi ljudi i ostalih primata koji su bili
inficirani sa Streptococcus pneumoniae. Utvrdeno je da polisaharidna “C komponenta”
bakterijskog zida intereaguje sa proteinom ¢ija je koncentracije u krvi rasla tokom
infekcije i koji je stoga nazvan C-reaktivnim proteinom (Cray, 2012). Uloga CRP kao
proteina akutne faze je kompleksna. Snazan je aktivator sistema komplementa ¢ime
doprinosi eliminaciji uzro¢nika inflamatornog odgovora. Sa druge strane, zapazenu ulogu
ima i u mehanizmima koji specavaju da inflamatorni odgovor postane “nepotrebno jak”
tako $to utice na funkcije neutrofila, inhibira hemotaksu i1 pospesuje sintezu citokina sa
antiinflamatornim efektima. Smatra se glavnim proteinom akutne faze kod pasa, buduci
da se njegova koncentracija u serumu moze povecéati brzo kod brojnih bolesti koje
ukljucuju inflamatorni odgovor. Koncentracije dosezu vrhunac nakon 24-48 casova i
mogu ¢ak premasiti vrednosti od 100 mg/L kod bolesnih Zivotinja, dok se kod zdravih
pasa navode koncentracije do 10 mg/L (Schmidt i sar., 2015; Mufoz-Prieto i sar., 2017).

Serum amiloid A (SAA) predstavlja glavni pozitivni protein akutne faze kod pasa i
macaka, pri ¢emu se poseban naglasak stavlja na njegov prognosticki potencial. Njegove
glavne bioloske funkcije vezane su za transport holesterola, hemotaksu leukocita,
pospesivanje sinteze proinflamatornih citokina, imunomodulaciju i opsonizaciju, a
povezuju se i sa aktivno$¢éu enzima koji razgraduju vancelijski matriks. Takode, smatra
se odgovornim za promene u transportu i morfoloskim karakteristikama lipoproteina koje
se dogadaju tokom reakcije akutne faze (Cray, 2012; Schmidt i sar., 2015). Tokom
reakcije akutne faze porast koncentracije SAA je veoma intenzivan, budu¢i da postaje
uocljiv ve¢ nakon Cetiri do pet sati, a krece se u rasponu od pet do 1000 puta (Gruys i sar.,
2005).

Ceruloplazmin (Cp), protein koji se prilikom elektroforeze proteina seruma lokalizuje u
zoni o2 globulina, takode predstavlja znacajan pozitivni protein akutne faze kod pasa
(Cerén 1 Martinez-Subiela, 2004). Za ovaj glikoprotein vezana je skoro celokupna
koli¢ina bakra prisutnog u krvi. Tokom reakcije akutne faze uloga Cp je nezaobilazna u
antioksidativnoj zastiti. Sprecava oksidativna o$te¢enja posredovana slobodnim jonima
gvozda ili delovanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koji se oslobadaju iz fagocitnih ¢elija
tokom upalnih stanja (Cray, 2012). Porast serumske koncentracije ceruplopazmina kod
pasa, dostize maksimu, oko ¢etvrtog dana od insulta a njegova koncentracija se obi¢no
udvostrucuje u odnosu na fizioloSku vrednost. Merenje ovog proteina pruza vredne
informacije o statusu upale 1 pokazao se korisnim za pracenje ishoda lecenja lajSmanioze
kod pasa (Ceron i Martinez-Subiela, 2004).

Haptoglobin (HP) se sastoji od 2a. i 2 podjedinice. Postoje razli¢iti podtipovi i oni mogu
varirati zavisno od vrste. Tokom razli¢itih autoimunih, zaraznih ili naslednih bolesti,
oslobodeni hemoglobin vezuje se za HP. Zanimljivo je da se HP nalazi kod sisara i riba,
ali ne 1 kod ptica i Zaba, gde je identifikovan drugi protein koji veZze hemoglobin nazvan
PIT54 (Cray, 2012). Kod pasa i macaka HP je umereni protein akutne faze koji ¢e se
tokom odgovora povecati 2 do 10 puta, a vrhunac ¢e dosti¢i dva do tri dana nakon
stimulacije. HP inhibira hemotaksu neutrofilnih granulocita i fagocitozu, a ima i
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indirektan bakteriostatski uc¢inak vezuju¢i hemoglobin i ubrzavaju¢i njegovo uklanjanje
iz cirkulacije te na taj nacin ograni¢avajuci dostupnost hemoglobinskog gvozda za rast
bakterija. Takode, na taj nacin ogranicava ili spreava oksidativna oSte¢enja posredovana
hemskim gvozdem (Schmidt i sar., 2015). Testovi za HP kod zivotinja Cesto izvode na
osnovu peroksidazne aktivnosti kompleksa hemoglobina i haptoglobina (Cray, 2012).

U pozitivne proteine akutne fade spada i alfa-1 kiseli glikoprotein (AGP) — visoko
glikozilirani protein koji ima sposobnost vezivanja heparina, serotonina, steroida i
histamina. Ovaj protein je takode ukljuen u antiinflamatorni odgovor i opisano je da
moze da veze lipopolisaharid (LPS). Testovi za AGP kod Zivotinja obi¢no se izvode
putem radijalne imunodifuzije, $to ovaj konkretni protein akutne faze ¢ini nezavidnim za
upotrebu kao brzi dijagnosti¢ki test (Cray, 2012). AGP, prethodno poznat kao
orosomukoid, deluje imunomodulatorno tokom reakcije akutne fase stimuliSuéi sintezu
IL-10. Smatra se glavnim proteinom akutne faze kod macaka, a umerenim kod pasa
(Schmidt i sar., 2015).

U negativne proteine akutne faze spada albumin, najzastupljeniji protein u krvi, koji €ini
35-50% proteina u plazmi zdravih pasa i mac¢aka. Odgovoran je za oko 75% onkotskog
pritiska plazme i glavni je izvor aminokiselina koje telo zivotinje moze iskoristiti kada je
to potrebno (Pathan i sar., 2012). Tokom inflamatornog odgovora koncentracija albumina
smanjuje se za vise od 25%, $to ga svrstava U grupu negativnih proteina akutne faze
(Schmidt i sar., 2015). Smanjenje se moze pripisati gubitku proteina zbog bubrezne
bolesti ili inflamatorne bolesti creva ili edema, kao i zbog smanjene sinteze u
hepatocitima usled desjtav proinflamatornih citokina ili zbog pothranjenosti.

Transferin (TN) je protein koji ima ulogu transportu gvozda kroz cirkulaciju. Kod sisara
je takode negativan protein akutne fase. Kod ptica je pokazano da raste tokom odgovora
akutne faze (Cray, 2012).

Paraoksonaza-1 (PON-1) je enzim Kkoji se smtra negativnim proteinom ili reaktantom
akutne fase. Vezan za lipoproteine visoke gustine (High density lipoproteins - HDL) i
predstavlja vezu izmedu inflamacije 1 oksidativnog stresa. Njegova fizioloska uloga je
zaStita molekula lipida od oksidativnog stresa odnosno peroksidacije (Taler-Ver¢i¢ i sar.,
2020). Njegovo smanjenje se ne belezi uvek kod pasa sa lajSmaniozom, ali moze postati
izrazito kada je oksidativni stres posebno jak (Paltrinieri i sar., 2016).

Nekoliko autora sugerisalo je da se jedan protein akutne faze ne bi smeo iskljucivo
koristiti za pracenje procesa bolesti (Cray, 2012). Kada se proteini akutne faze koriste za
procenu bolesnih Zivotinja u odnosu na zdrave, vrednosti pojedinacnih reaktanata cesto
nisu dovoljno osetljive. Kombinacijom pozitivnih i negativnih proteina (reaktanata)
akutne faze u indeksu postizu se bolji rezultati u proceni zdravstvenog stanja zivotinja
(Gruys i sar., 2005). Ovaj indeks ukljucuje pozitivne i negativne proteine akutne faze, kao
1 proteine akutne faze koji se brzo i sporo povecavaju, formiraju¢i tako sveobuhvatan
indeks koji bi korelirao s tezinom upalnog procesa (Cray, 2012). Index akutne faze (API)
se zasniva na (Toussaint i sar., 1995) na slede¢em odnosu:
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brzi pozitivan APR x spori pozitivan APR

spori negativan APR x brzi negativan APR

U dosadasnjim istrazivanjima lajSmanioze pasa API je raCunat na dva razli¢ita nacina. U
jednom slucaju (APP Indeks — 1) je kombinovan jedan pozitivan i jedan negativan protein
akutne faze, dok su u drugom slucaju (APP Indeks — 2) kombinovana dva pozitivna i
jedan negativan protein akutne faze (Martinez-Subiela i Ceron, 2005) prema slede¢im
formulama:

pozitivan APP (g/100ml)

APP Indeks - 1= x 108
negativan APP (g/100 ml)

pozitivan APP (g/100ml) x pozitivan APP (g/100ml)
APP Indeks - 2= x 106
negativan APP (g/100 ml)

2.11.3. Znacaj molekula koji uticu na ili pokazuju funkciju endotela u patogenezi 1
dijagnostici lajSmanioze

Matriks-metaloproteinaze: Ostecenje tkiva i organa kod pasa sa lajSmaniozom nastaje
usled talozenja imunskih kompleksa u zidove krvnih sudova. Zbog toga potvrda oste¢enja
endotela ima znacaj u razumevanju patogeneze odnosno dijagnostici lajSmanioze.
Aktivnost pojedinih matriks-metaloproteinaza (MMP) moze ukazivati na oSteCenje
endotela. Familijja MMP predstavlja proteoliticke enzime koji razgraduju vecinu
komponenti ekstracelijskog matriksa 1 bazalne membrane u mnogim patoloskim
procesima, kao Sto su hroni¢no zapaljenje i lezije tkiva (Andonovska 1 sar., 2008).
Takode, funkcija MMP je vezana za homeostazu krvnih sudova, ali i njihovo
remodeliranje tokom patoloskih procesa (Masciantonio i sar., 2017). Kod ljudi postoje 23
MMP ¢ija je aktivnost regulisana brojnim mehanizmima u koje su ukljuceni enzimi
nazvani — tkivni inhibitori MMP — TIMP. Aktivnost MMP se menja tokom inflamacije.
Povecava se pod dejstvom citokina TGF-B (engl: transforming growth factor-£) (Seomun
i sar., 2008) i TNF-a (engl: tumour necrosis factor TNF-a) (Mékela i sar., 1998), dok se
smanjuje pod dejstvom interleukina (IL)-10 (Stearns i sar., 2003). Za sada je pokazano
da interferon (IFN)-y moze imati stimulatorne i inhibitorne efekte na sintezu i aktivnost
MMP (Harris i sar., 2007; Fontana i sar., 2010). Aktivnost MMP povezuje se sa kutanim
manifestacijama (Jacintho 1 sar., 2018), odnosno nastankom neuroloskih komplikacija
lajSmanioze kod pasa (Melo i sar., 2012).
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Poznato je da serumska proMMP-9 potice iz leukocita, proMMP-2 iz endotelnih celija, a
da trombociti za svoju membranu imaju vezana oba enzima (Spariosu et al., 2021). MMP-
219 su vazne za migraciju leukocita jer razgraduju kolagen tipa IV u bazalnoj membrani.
Melo i sar. (2011) su ispitivali aktivhost MMP-2 i MMP-9 kod zdravih pasa i pasa sa
visceralnom lajSmaniozom. Kod zaraZenih jedinki su ustanovili ve¢i nivo MMP-9,
proMMP-9 i proMMP-2, bez povecanja aktivnosti MMP-2. S druge strane, i donekle u
kontradikciji sa izloZenim nalazom je rezultat prospektivne studije koji je pokazao da je
kod ljudi inficiranih sa L. chagasi porast nivoa MMP-9 u serumu bio indikator uspeha
terapije 1 prediktor pozitivnog klini¢kog ishoda (de Oliveira i sar., 2013).

Aktivnost MMP-2 i MMP-9 se vezuje za mnoge ¢elije. Medu ranim znacima lajSmanioze
kod pasa, javlja se dermatitis. U kozi pasa sa dermatitisom usled infekcije lajSmanijom,
pokazana je veca aktivnost MMP-9 i donekle MMP-2 (Jacintho i sar., 2018). Ipak, najvise
podataka vezano za aktivnost MMP i patogenezu dermatitisa se moze pronaci u analizama
koze ¢oveka. Sli¢no kao kod pasa, pokazano je da se visoka aktivnost MMP-9 u tkivima
moze povezati sa ve¢im ostec¢enjem tokom infekcije (Campos i sar., 2014; Sayuri Murase
i sar., 2018). Analiza aktivnosti MMP-2 je nesto sloZenija. Naime, u koZi osoba koje nisu
adekvatno odgovorile na terapiju anti-lajsSmanioti¢nim lekovima, nivo citokina koji
stimuli$u aktivnost MMP-2 i sama aktivnost ovog enzima su bile vise nego kod onih koji
su imali pozitivan odgovor i zaceljenje oStecenog tkiva (Maretti-Mira i sar., 2011).
Istovremeno, u kozi osoba koje su pozitivno odgovorile na terapiju, rasla je koncentracija
IL-10, a smanjivala se aktivhost MMP-2 (Maretti-Mira i sar., 2011). Nasuprot tome, u
drugoj studiji, pokazano je da pacijenti kod kojih se moZze pokazati visoka transkripcija
MMP-2 imaju pozitivan odgovor na terapiju (Sayuri Murase i sar., 2018).

Karakteristi¢na mikroskopska lezija kod visceralne lajSmanioze je nakupljanje limfocita
i makrofaga sa amastigotima Leishmania-e u limfatiénim organima §to dovodi do
limfadenomegalije. lako ekspresija MMP u limfnim ¢vorovima lajSmanioti¢nih Zivotinja
do sada nije ispitivana, pokazano je da je ekspresija ovih enzima povecana u limfaticnim
tkivima pacijenta koji boluju od limfoma. Najveca aktivnost je lokalizovana na mestima
ekspanzivnog rasta i povezana je sa prisustvom limfoblasta, makrofaga i neutrofila
(Sakata i sar., 2004). Stoga je moguce pretpostaviti da je i limfati¢no tkivo izvor MMP
kod pasa sa lajSmaniozom.

Interesantno je da i sama Leishmania spp. na svom apikalnom kraju ima metaloproteinazu
(gp63) koja razlaze makromolekule vancelijskog matriksa domacina omogucavajuci
sopstvenu migraciju (McGwire i sar., 2003). Na kraju, za interpretaciju aktivnosti MMP
u patoloSkim stanjima treba imati na umu da i smanjena i povecana aktivnost MMP mogu
doprineti patoloskoj degradaciji tkiva 1 poremecaju zarastanja rana.

Homocistein: Jedan od posebno vaznih biomarkera oSte¢enja endotela je homocistein
(Hecy). U humanoj medicini naglasava se korelacija izmedu poviSenog sadrzaja Hcy i
koronarne bolesti. Nakupljanje Hcy najverovatnije dovodi do direktnog osStecenja
endotela krvnih sudova i pojave hroni¢nog upalnog procesa, koje za posledicu ima

37



oste¢enje slobodnim kiseonikovim radikalima i taloZenje lipoproteina male gustine
(LDL), sto dodatno otezava protok u krvnim sudovima (Mulvihill, 2004).

Hiperhomocisteinemija (HHcy) se u humanoj medicini dovodi u vezu sa rizikom od
razvoja ateroskleroze i tromboze arterija i vena, te prediktorom sré¢anih bolesti, mozdanog
udara i poremecaja cirkulacije u vezi sa hiperholesterolemijom (Ganguly i Alam, 2015).
Povezanost HHcy i pojave ateroskleroze se moze sagledati kroz najmanje tri mehanizma:
direktnim oSte¢enjem endotelnih ¢elija od strane HHcy, prokoagulantno narusavanje
hemostazne ravnoteze i oksidacijom LDL.

HHcy mozemo ocekivati kod osoba sa nedostatkom vitamina B12, Be i Bg (folna kiselina),
kao i kod nekih naslednih nedostatataka u aktivnosti enzima koji su ukljueni u
metabolizam Hcy. Pomenuti vitamini B kompleksa su neophodni kao kofaktori za enzime
koji razlazu Hey. Vitamin Bg je kofaktor enzima cistationin B-sintaze i cistationaze, koji
pretvaraju Hcy u cistein, a Bi> za metionin sintazu koji pretvara Hcy u metionin.
Istrazivanja su pokazala da vegetarijanci koji ishranom ne unose zadovoljavajuce koliine
B vitamina imaju vece cirkuliSu¢e vrednosti Hcy, te da se ishranom mesom unose
znacajne koli¢ine Be i B12 vitamina koje pozitivno uti¢u na smanjenje nivoa Hey u krvi
(Ganguly i Alam, 2015; Marti-Carvajal i sar., 2017).

Literaturno su dostupni i podaci o povec¢anom nivou Hey kod pasa sa sréanim i bubreznim
oboljenjima, hipotiroidizmom, gastrointestinalnim poremecajima (Benvenuti i sar.,
2020), medutim nivo nije ispitivan kod infekcije sa Leishmania spp. Zanimljivo je, pri
tome, da su Patterson i sar., (2013), kod bolesnih pasa sa sistemskim inflamatornim
odgovorom uzvrdili statisticki zna€ajno niZe vrednosti Hcy u poredenju sa zdravim
psima, §to se razlikuje od zapaZanja u humanoj medicini. Ovakvi nalazi zavreduju dublju
analizu budu¢i da se Hcy moZze smatrati i markerom inflamacije, o ¢emu govore studije
koje su pokazale da zapaljenje dovodi do povecanja koncentracije Hcy u krvi, a
posledi¢no 1 do oStecenja endotela krvnih sudova (Wu, 2007).

Imunoglobulini: Kod pasa postoji svih 5 klasa imunoglobulina: 19G, 1gM, IgA, IgD i IgE.
lako su od 80-ih godina proslog veka dostupni komercijalni antiserumi za dokazivanje
imunoglobulina kod pasa, tek su 1995 godine definisane 4 podklase imunoglobulina G i
nazvane su IgGi, 19G2, 19gGs i1 1gGs prema analogiji sa humanim podklasama
imunoglobulina (Day i Mazza, 1995). Osnovni kriterijum za podelu je bila njihova
relativna zastupljenost i elektrofretska pokretljivost (Day i Mazza, 1995). Kod ljudi i pasa
koncentracija IgG podklasa je sledeca: I[gG1>19G2>1gG3>1gGs. Ka anodi migrirarju 1gG2
I 1gG4, a ka katodi 1gG1 i 1gGs (Day, 2007). Od 2007 kada je Michael Day naveo da
funkcionalne karakteristike podklasa IgG kod pasa nisu definisane, pa sve do danas,
situacija se nije izmenila. Naime, nepoznat je afinitet pojedinih podklasa ka
proteinskim/ugljenohidratnim antigenima, mogucénosti da vezu komplement, izvedu
opsonizaciju ili budu posrednici u citotoksi¢nom efektu. Takode, nema direktnih dokaza
koji tip imunskog odgovora (Th1/Th2), niti je jasno koji citokini favorizuju nastanak
pojedinih podklasa imunoglobulina (Day, 2007). Medutim, najve¢i problem lezi u
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nedovoljno dobroj karakterizaciji specifi¢nosti antiseruma prema pojedinim podklasama
IgG, tako da se rezultati brojnih istrazivanja sa reagensima razli¢itih proizvodaca mogu
donekle smatrati i upitnim (Day, 2007).

Kada se razmatra lajSmanioza pasa, jasno je da je simptomatska infekcija povezana sa
visokom koncentracijom specificnih imunoglobilina klase IgG, IgE i IgA, 1 da iza tog
porasta lezi Th2 odgovor. Na modelu misa je pokazano da postoji nespecificna
poliklonska aktivacija B limfocita (Deak i sar., 2010), a sa velikom verovatno¢om se
moze smatrati da je odgovor kod pasa isti. U Cetiri od 17 radova objavljenih do 2007
godine pokazano je da kod pasa sa simptomatskom lajSmaniozom dominira IgG:
odgovor, dok je u veéini ostalih radova ustvrdeno da dominira IgG2 odgovor (Day, 2007).
Medutim, ovakvi rezultati se mogu smatrati i upitnim buduci da su u studijama umesto
monoklonskih koris¢ena poliklonska antitela, koja, kao Sto je ve¢ reCeno, mogu biti
nedovoljno specificna za pojedine klase imunoglobulina (Day, 2007). Koris¢enjem
monoklonskih antitela utvrdeno je da se kod pasa obolelih od lajSmanioze povecava
koncentracija svih podklasa imunoglobulina, ali najmanje 1gG2 (Quinell i sar., 2003).
Poslednjih nekoliko godina se sli¢na ispitivanja nastavljaju te je definisana molekulska
masa antigena koje prepoznaju IgG: i 1gG2 antitela kod lajsSmanioze (Elmahallawy i sar.,
2021). Takode, pomocu adekvatnih monoklonskih antitela utvrdeno je da se kod biglova,
eksperimentalno inficiranih Leishmania infantum, oko desete nedelje, javlja porast titra
svih podklasa 1gG, uz dominaciju 1gG; (Olias-Molero i sar., 2020).

U studijama na miSevima, pokazano je da se IgA stvara kod osetljivih sojeva 1 da
ucestvuje u formiranju imunskih kompleksa tokom infekcije Leishmania spp. (Perez-
Aguilar 1 sar., 2011). Kod pasa obolelih od lajSmanioze je pokazano da je titar IgA bolji
marker sistemske distribucije parazita u odnosu na IgG ili IgE (Reis i sar., 2006). Takode
je pokazano da imunske komplekse najviSe stvaraju IgA antitela, Sto ih ¢ini vaZznim
faktorom u razvoju glomerulonefritisa (Aparecida de Carvalho i sar., 2021) i da se ti
kompleksi javljaju kod 95% prirodno inficiranih pasa (Margarito i sar., 1998).

Bez obzira na veliki broj studija koje prepoznaju vaznost humoralnog imunskog odgovora
kod lajSmanioze pasa, kao 1 ¢injenicu da depozicija imunskih kompleksa dovodi do
nastanka osSteCenja mnogih tkiva i organa, nedostaju eksperimentalni podaci o
povezanosti koncentracije imunoglobulina i reaktanata akutne faze, odnosno drugih
biomolekula koji uticu na ili pokazuju izmenjenu funkciju endotela.

Enzimi: Vazno je naglasiti da na disfunkciju endotelijuma mogu ukazati i neki od
parametara ¢iji se nivo rutinski odreduje. Kao primeri se navode aspartat
aminostransferaza (AST), alkalna fostafaza (ALP) i y-glutamil transferaza (GGT)
(Goncharov i sar., 2017).

Kako je vaskulitis povezan sa inflamacijom (Guillevin i Dorner, 2017), moze se
pretpostaviti da ga prate promene u koncentraciji proteina akutne faze (Ceron i sar.,
2018). Kod pasa sa lajSmaniozom, nezavisno od toga da li su inficirani prirodnim putem
ili eksperimentalno, uocen je porast koncentracije "pozitivnih" i sniZenje koncentracije
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"negativnih" proteina akutne faze. Medutim, nedovoljno precizno je procenjeno u kojoj
meri su opisane promene povezane sa vaskulitisom.

2.12. Terapija lajSmanioze pasa

Lecenje lajSmanioze pasa zbog sloZzene patogeneze, Sirokog spektra klinickih znakova, te
tesko predvidive progresije razvoja bolesti od blage do multiorganske, predstavlja izazov
za doktore veterinarske medicine. Svi lekovi koji se koriste za leCenje lajSmanioze pasa
inicijalno vode poreklo iz klinickih istrazivanjima na ljudima, nakon kojih su oblici i
doziranje prilagodeni veterinarskim zahtevima (Oliva i sar., 2010).

Ciljevi farmakoterapije lajSmanioze pasa su smanjenje koliine parazita prisutnih u
organizmu psa, korekcija oSteCenja funkcija organa, imunomodulacija, u smislu
potenciranja ¢elijskog odnosno amelioracije neefikasnog, a prenaglasenog humoralnog
imuniteta, poboljSanje klinicke slike, kao i spreCavanje recidiva. Prema navodima
medunarodnih smernica za dijagnozu i klinicku klasifikaciju lajSmanioze (Paltrinieri i
sar., 2010; Olivai sar., 2010) odluka o zapo¢injanju farmakoterapije zavisi od toga u kom
se stadijumu oboljenja nalazi pas:

— Stadijum A (izloZeni psi) — u ovoj fazi nije potrebno lecenje. Ukoliko se ipak utvrdi
nizak nivo antitela, potrebno ih je seroloski ,,pratiti” dva do Cetiri meseca.

— Stadijum B (inficirani psi) — potrebno je primeniti anti-lajsmanijski tretman ukoliko
je doslo do povecanja nivoa antitela nekoliko nedelja nakon prve seroloske analize.

— Stadijum C (bolesni psi) — psi kod kojih je izrazena klinicka slika te je potrebno
primeniti anti-lajsmanijske lekove, a ukoliko klini¢ka slika zahteva leCenje se moze
prosiriti i drugim lekovima.

—  Stadijum D (tesko bolesni psi) — potrebno je osim anti-lajSmanijskih lekova primeniti
1 druge lekove u zavisnosti od toga koji su organi zahvaceni.

—  Stadijum E — psi koji nisu reagovali na leCenje kao i psi kod kojih je doslo do recidiva
nakon zavrSetka primenjenog tretmana.

Evropske konvencije po pitanju farmakoterapije lajSmanioze pasa pod ,,prvom*
terapijskom linijom podrazumevaju metilglukamin antimonijat u kombinaciji sa
alopurinolom, dok drugu liniju ¢inimiltefosin sa alopurinolom (Santos i sar., 2019). Osim
navedenih lekova, primenjuju se i aminosidin (paromomicin), amfotericin B, pentamidin,
marbofloksacin i domperidon.
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Cilj delovanja metilglukamin antimonijata (sinonimi: N-metilglukamin antimoniate,
metilglukamin antimonat, meglumin antimonat, glukantim) je pospesSivanje fagocitn
sposobnosti makrofaga i tokom prve 4 nedelje lecenja znacajno redukuje koli¢inu parazita
prisutnu u organizmu psa (Manna i sar., 2015). Lecenje ovim agensom karakteriSe i
smanjenje nivoa specifi¢nih antitela u serumu, kao i do privremeno obnavljanje naruSene
efikasnosti imunskog odgovora. Terapijska doza je 100 mg/kg jednom dnevno tokom 4
nedelje, pri cemu je, zbog farmakokinetiCkih karakteristika, preporuceno doziranje dva
puta dnevno po 50 mg/kg. Kao nezeljeni efekti se mogu pojaviti bol i otok na mestu
aplikacije, koje moze pratiti povecanje telesne temperature, kao i nespecificne
gastrointestinalne tegobe poput gubitka apetita i proliva, dok su kao veoma retki
zabelezeni slucajevi hroni¢nog pankreatitisa. Ukoliko terapija ukljucuje i alopurinol,
navedena terapijska doza glukantima se ordinira u trajanju od 1 do 2 meseca, dok se
alupurinol dozira u koli¢ini 10 mg/kg na 12 sati tokom nekoliko meseci.

Prvobitna indikacija za miltefosin (alkil-fosfoholin) je leenje karcinoma kod ljudi, dok
se sa primenom u farmakoterapiji lajSmanioze zapocelo kasnije pocelo se sa primenom
za lecenje lajSmanioze. Ovaj lek antilajSmanijska svojstva bazira na interferencijama u
signalnim putevima i sintezi ¢elijskih membrana, Sto za krajnji ishod ima smrt parazita.
Terapijski rezim uobicajeno traje 28 dana i ukljucuje dozu od 2 mg/kg telesne tezine
jednom dnevno. Primenom miltefosina postize se poboljSanje klinicke slike i izrazeno
smanjenje opter¢enje organizma parazitima. Usled Cestih relapsa klinickih manifestacija
kada nakon monoterapije miltefosinom, preporuka je da se primenjuje zajedno sa
alupurinolom koji se dozira na isti nac¢in kao i kada se primenjuje kao dopuna
metilglukamin antimonijatu. Proliv i povrac¢anje se navode kao neZeljeni efekti terapije
miltefosinom, ali su retki i njihov intenzitet ne zahteva promene terapijskog rezima (Oliva
i sar., 2010).

Alopurinol predstavlja analog purina koji se kod ljudi koristi za leCenje gihta, zahvaljujuci
svo0joj sposobnosti da inhibira ksantin oksidazu i redukuje hiperurikemiju (Yasur-Landau
1 sar., 2016). Paraziti roda Leishmania nemaju metabolicke puteve neophodne za sintezu
purina, te je neophodno da ih preuzimaju od domacina. Kada se u organizam infestiranog
psa unese alopurinol, amastigoti ih usled analogije sa purinom preuzimaju iz krvi. Zatim
se unutar amastigota alopurinol transformise u 4-amino-pirazol-piramidin, koji deluje
toksi¢no. Ordinirane doze najcesce se krec¢u izmedu 5 i 20 mg/kg na svakih 12 sati.
Terapija moze trajati izmedu dva i 24 meseca, u zavisnosti od tezine klinicke slike,
stepena redukcije koliine parazita u organizmu, kao i individualne tolerancije leka
(Oliva i sar., 2010; Solano-Gallego i sar., 2011). Ksantinurija i urolitijaza su primeri
nezeljenih pojava specifi¢nih za dugotrajno le¢enje alupurinolom (Ribeiro i sar., 2018).

Aminozidin, poznat i pod imenom paromomicin, pripadnik je grupe aminoglikozidnih
antibiotika. Premda su bakterijske infekcije njegovo primarno indikaciono podrucje,
pokazao se uspesnim i u lecenju infekcija izazvanih protozoama iz roda Leishmania
(Fernandez i sar., 2011). AntilajSmanijske efekte ostvaruje putem nekoliko mehanizama
— izaziva promene u propustljivosti membrane, interferira u molekularnim mehanizmima
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koji se odvijaju na ribozomima, te uzrokuje oste¢enja mitohondrija (Roatt i sar., 2014).
U svrhu lecenja lajSmanioze pasa koristi se zajedno sa meglumin antimonatom. Najcesce
terapijski rezim kombinuje 5 mg/kg, aminozidina supkutano, jednom dnevno, tokom tri
nedelje, sa 60 mg/kg meglumin antimonatom intramuskularno, na 12 sati tokom mesec
nedelje (Oliva i sar., 2010). Iako se postizu poboljSanja u klini¢koj slici i smanjenju nivoa
antitela, najces¢e je upitan efekat na smanjenje parazitarnog optere¢enja organizma.
Najces¢i nezeljeni efekti su ototoksi¢nost i poremecaji funkcija jetre (Roatt i sar., 2014).
Osobina amfotericina B, standardnog agensa u le¢enju gljivi¢nih infekcija, da deluje tako
lajSmanioze pasa. Ligand za amfotericin B je ergosterol prisutan u membrani lajSmanije,
a nakon vezivanja leka menja se propustljivost ¢elijske membrane parazita, $to za krajnju
posledicu ima smrt Celije (Ordofiez-Gutiérrez 1 sar., 2007). Primenjuje se intravenski,
rastvoren u fiziolo§kom rastvoru uz dodatak sojinog ulja kao emulgatora. Cena i sloZena
priprema su glavni ograniavaju¢i faktori za rutinsku primenu (Oliva i sar., 2010).
Takode, terapija amfotericinom B se povezuje sa vazokonstrikcijom u bubrezima, te
posledi¢nim smanjenjem glomerulske filtracije koje moze progredirati ka brubreznoj
insuficijenciji, hipokalijemiji i azotemiji. Radi preveniranje ovako teskih nezeljenih
efekata neophodno je pazljivo pracenje bubreznih funkcija tokom terapije (Fernandez i
sar., 2015).

Pentamidin je aromati¢ni diamidin, a koristio se kao druga linija za leCenje humane
lajdmanioze. Njegov precizan nac¢in delovanja nije do kraja objasnjen. Anti —laj$manijsko
delovanje se ispoljava uticajem na biosintezu poliamina i potencijal mitohondrijske
membrane. Za leCenje pasa primenjivao se tokom osamdesetih godina proslog veka. Iako
je primeéeno poboljsanje kod lecenih pasa, tokom primene leka uocene su nuspojave kao
Sto su prolivi, povracanje, hipersalivacija, sistemska hipotenzija i anafilakticki Sok (Oliva
i sar., 2010).

Marbofloksacin pripada grupi sintetickih fluorohinolona trece generacije i obi¢no se
primenjuje u leenju gram-pozitivnih i gran-negativni bakterijskih infekcija.
Marbofloksacin inhibira bakterijski enzim DNK-girazu. Primec¢eno je da ukoliko se
primenjuje u dozi od 2 mg/kg peroralno, tokom 28 dana dolazi do poboljsanja klinicke
slike kod lajSmanijoze pasa (Oliva i sar., 2010).

Domperidon se u humanoj medicini koristi kao antiemetik, gastro-kineticki lek ili za
povecanje proizvodnje mleka. U veterinarskoj medicini bi se mogao koristiti kao Zelu€ani
prokineticki lek, ¢ije je sekundarno dejstvo povecanje nivoa prolaktina u serumu.
Prolaktin se luci iz hipofize i stvara u limfocitima, a smatra se proinflamatornim
citokinom. Stimulise ¢elijski imunitet (Th1) povecanjem proizvodnje INF-y, IL2, IL12 i
TNF-o. Imunoterapija je odrziv pristup lecenju bolesnih pasa jer je Celijski imunitet
glavni obrambeni mehanizam protiv L. infantum (Travi i Miro, 2018). Domperidon je
antagonist dopaminskog D2 receptora za koji se pokazalo da pojacava urodeni celijski
posredovan imuni odgovor. Aktivnost domperidona kao leka protin lajSmanije
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najverovatnije se odvija kroz stimulativni u¢inak na imunoloski odgovor posredovan
Thl+ ¢elijama koje utiCu na progresiju bolesti (Sabaté i sar., 2014). Ispitivanja su
pokazala da primenjen u dozi od 1 mg/kg, svakih 12 sati tokom mesec dana dovodi do
smanjenja titra antitela i klini¢kih znakova kod veéine lecenih pasa, a da pri tom nije bilo
nuspojava (Oliva i sar., 2010).

Na poboljsanje i1 efikasnost leCenja uti¢u i nova saznanja o odnosima domacina i parazita
te o0 razli¢itim imunoloskim odgovorima domacina. Nau¢nici istrazivanja baziraju na
novim formulacijama postoje¢ih lekova ili povezivanjem sa imunostimulansima i
imunoterapeuticima, a rezultati ukazuju da bi moglo do¢i do poboljSanja lecenja u
buduénosti (Ribeiro i sar., 2018).

2.13. Kontrola i prevencija

Kompleksne (pato)bioloSke interakcije unutar lanca parazit—vektor (peS€ana musSica)—
ljudski ili Zivotinjski rezervoar ¢ine veoma izazovnim aktivnosti na kontroli i prevenciji
ove infekcije. Njihove strategije bazirane su na ranoj dijagnostici i efikasnom lecenju, te
kontrola vektora i domacina rezervoara, uz nezaobilazno ucesce Sire druStvene zajednice
(WHO 3).

Imajuéi u vidu ¢injenicu da je za parazite iz roda Leishmania vektorski put infestacije
klju¢an, najveca efikasnost se moze ocekivati od mera kontrole fokusiranih na
spreCavanje kontakta sa pes¢anim muSicama (Ribeiro i sar., 2018). Tehnike kontrole
mogu biti primena insekticida direktno na psima, koris¢enje insekticidima tretiranih
zaStitnih mreZa, koriS¢enje li€ne zaStitne opreme i slicno (WHO 3). Insekticidi koji su se
naSli primenu u prevenciji su sinteticki piretroidi, permetrin ili deltametrin. Tokom
primene okovratnika impregniranih deltametrinom insekticid se oslobada i deponuje u
potkoznom masnom tkivu, odakle se tokom narednih desetak dana postepeno otpusta u
sistemsku cirkulaciju. Alternativno, insekticidi se mogu primeniti i kao praSak odnosno
sprej, no iako su efekti trenutni odnosno snazni, nedostatak predstavlja njihovo krace
trajanje. Ukoliko je planirano da pas odredeno vreme boravi u endemi¢nom podrucju,
primena insekticida je preporucljiva pre, tokom, i nakon boravka. Relativno jednostavna
preventivna mera je da u sezoni kada su pescane musice aktivne, psi budu u zatvronom
od ranih vecernjih do ranih jutarnjih ¢asova. Takode, preventivne aktivnosti postaju
efikasnije i1 kada se preduzmu mere za uklanjanje mikrostanista pSeni¢nih musSica drzanje
pasa u zatvorenom prostoru od sumraka do zore tokom sezone pes$¢anih musSica, i
uklanjanje mikrostaniSta pogodnih za pes¢ane musice, kao $to su gomile drva i kamenja
na mestima gde psi borave (Solano-Gallego i sar., 2011). ZapraSivanje prostora
insekticidima je nije opravdano primenjivati s obzirom na razlike u osetljivosti izmedu
vrste pes¢ane musice, kao i teSkoca u otkrivanju njihovih stanista (Otranto i sar., 2013).

Vakcinacija moze doneti ohrabruju¢i napredak u kontroli lajSmanioze pasa. Njome se
postize smanjenje verovatnoce oboljevanja kod pasa, te potencira specifican i trajan
imunitet koji suStinski usporava dalje razmnoZavanje i Sirenje parazita, te 1 same
lajSmanioze (Moreno, 2019). Zbog specifi¢nosti samog parazita, ali sloZzenih puteva
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prenosa, bilo je posebno izabrati antigen zadovoljavaju¢e imunogenosti, ali i
ukombinovati ga sa odgovaraju¢im adjuvansom. UspeSnost vakcina baziranih na
oslabljenim promastigotima je bila nezadovoljavajuca, te je bilo neophodno razviti
vakcine ,,druge generacije* koje su koristile ,,cele” parazite ili njihove ekskretorno-
sekretorne (ES) produkte (Otranto i sar., 2013).

Do danas su odobrene 3 vakcine, jedna u Brazilu i dve u Evropi:

—  Leish-Tec® (Hertape Calier, Brazil), bazirana na rekombinantnom proteinu A2, sa
saponinom kao pomo¢nom komponentom,

—  Canileish® (Virbac, Francuska), napravljena sa ES antigenima Leishmania infantum,
I QA-21 kao pomo¢nom komponentom, i

—  Letifend® (Laboratorios Leti, Spanija), napravljena na temelju fuzijskog proteina Q,
bez adjuvansa.

Vakcinisane zivotinje je neophodno pratiti klinicki, seroloski i parazitoloski, kako bi se
procenila efikasnost vakcinacije, ali 1 detektovali promene u ,,imunokompetentnosti‘ po
pitanju parazita iz roda Leishmania. Upotreba sve tri vakcine pokazala je sli¢nu uspesnost
od 68 do 72% i zastitu izmedu 92 i 98 % (Moreno, 2019).

U mnogim zemljama koje su endemske za lajSmaniozu postojale su inicijative da se u
cilju kontrole bolesti primenjuje eutanazija zarazenih pasa (Travi i sar., 2018). Medutim,
one nisu naisle na nau¢nu podrsku iz nekoliko razloga. Prvi je odsustvo nau¢nih dokaza
koji govore u prilog ovakvom nacinu smanjenja zaraze. Takode, epizootioloski podaci
govore da psi nisu jedini domacini/rezervoari u zivotnom ciklusu lajSmanija. Osim toga,
relativno brzo odstranjeni psi mogu biti zamenjeni mladim psima koje moze karakterisati
veca osetljivost na infekciju. Vrlo velika zabrinutost moze se pripisati i eventualnim
greskama prilikom selekcije pasa, povezanih sa osetljivos¢u i1 specifi¢nos¢u seroloskih
analiza. Ne treba zaboraviti ni socio-ekonomski aspekt, efekat na vlasnike pasa i cenu
preparata za eutanaziju (Dantas-Torres i sar., 2019). Zbog navedenih ¢injenica u tim
regionima su inicijative za eutanaziju zamenjene strategijama koje kombinuju
vakcinaciju i primenu insekticida (Ribeiro i sar., 2018).
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3. CILJ | ZADACI

LajSmanioza je jedna od najtezih zoonoza, ¢ija se prevalenca i kod ljudi i kod pasa sve
viSe povecava uprkos visegodiSnjoj primeni razlicitih terapijskih i preventivnih mera. U
endemi¢nim podrucjima psi su rezervoar parazita koji predstavlja veliku pretnju po
zdravlje ljudi. Najveci problem predstavljaju latentno inficirani psi koji ne ispoljavaju
jasne znake bolesti, ¢ime je viSestruko oteZano njihovo rano otkrivanje, i pravovremeno
zbrinjavanje ili uklanjanje iz ambijenta kako bi se sprecio kontakt sa vektorima-pescanim
musicama. Potrebno je bolje poznavanje patogeneze, posebno mehanizama odgovornih
za eliminaciju parazita iz organizma, odnosno na vrstu i efikasnost odgovara domacina
na primenjenu terapiju.

Premda je kod pacijenata sa kutanom i visceralnom lajSmaniozom potvrdena pojava
vaskulitisa, disfunkcija endotela nije podrobnije ispitana. U cilju boljeg poznavanja
mehanizma endotelnog oste¢enja kod pasa sa klinicki manifestnom lajSmaniozom i uloge
pojedinih markera inflamacije i1 oSte¢enja endotela, postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Kod pasa koji su na osnovu klinicke slike i/ili boravka u endemic¢nom podrucju
pod sumnjom na infekciju sa Lieshmania spp., registrovati klinicke znake i
prikupiti dijagnosticke seroloSke, hematoloSke i biohemijske nalaze, odnosno
anamnesticke podatke o leCenju kombinacijom miltefosina, alopurinola i vitamina
B kompleksa.

2. U visku seruma prikupljenog za napred navedena laboratorijska ispitivanja
odrediti nivoe:

- proteina akutne faze: serum amiloida A, ceruloplazmina, haptoglobina i
paraoksonaze-1.

- molekula koji uticu na ili odslikavaju funkciju endotela: zimogene i aktivne
forme matriks-metaloproteinaza-2 i -9, homocisteina i imunoglobulina A.

3. Na osnovu klini¢kih nalaza i nivoa antitela protiv Lieshmania spp. podeliti pse u
sledece grupe:

- neleceni psi sa umerenom formom bolesti.
- leceni psi sa umerenom formom bolesti.
- psi sa blagom formom bolesti.

4. Uporediti izmedu grupa vrednosti seroloskih, hematoloskih i biohemijskih
parametara, nivoe proteina akutne faze i molekula koji uticu na ili odslikavaju
funkciju endotela.

5. Ispitati korelaciju izmedu vrednosti pokazatelja akutne faze inflamacije i
endotelnog oStec¢enja kod tri grupe pasa, te proceniti znacaj endotelnog ostecenja
kod pasa sa lajSmaniozom.
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4. MATERUAL | METODE

4.1. Zivotinje, kriterijumi za dijagnotiku laj$manioze i eksperimentalne grupe

Ispitivanje je obavljeno u privremenom prihvatili§tu za pse lutalice Udruzenja za zastitu
Zivotinja i prirode ,,Suncani sat iz Bara, Republika Crna Gora, i to u periodu od
novembra do decembra, kada vektor, peS€ana musica, nije aktivan. Prihvatiliste se nalazi
u rubnom delu prigradskog naselja Paladini, na nadmorskoj visini od 250 metara. Svi psi
su bili slobodni, u ogradenom prostoru od 2500 m? podeljenom na nekoliko sektora, u
kojima su psi odvajani u zavisnosti od ponasanja i veli¢ine. U navedenim prostorima su
se nalazile drvene kucice sa posudama za vodu i hranu. Za piée je koris¢ena voda sa
obliznjeg planinskog izvora, a za ishranu industrijske granule, uz nekoliko obroka od
kuvanih kostiju, testenine i pirin¢a nedeljno. Zdravstvenu zastitu pasa je vrsila lokalna
veterinarska sluzba. Svi psi su periodicno podvrgavani dehelmintizaciji 1 vakcinaciji
protiv besnila odnosno drugih zaraznih bolesti. Takode, vecina pasa je bila sterilisana.

Ispitivanje je obavljeno tako §to su prikupljeni anamnesticki podaci vezani za terapiju, a
zatim 1 podaci o klini¢koj odnosno seroloskoj dijagnostici lajSmanioze. Od diskretnih
znakova bolesti bili su prisutni gubitak sjaja dlake, perutanje koze, ranice po telu i reda
dlaka. Takode, uocavani su i ozbiljniji znaci poput kaheksije, blefarokonjunktivitisa,
onthogrifoze, alopecije, epistakse, atrofije muskulature i otoka limfnih ¢vorova.

Koriste¢i se medunarodnim kriterijjumima za odredivanje klinickog stadijuma
lajsmanioze (Solano-Gallego i sar., 2009) formirane su tri grupe pasa:

- Grupa sa umerenom formom bolesti bez terapije. Kod pasa se uocavala periferna
limfadenopatija, papularni dermatitis, eksfolijativni dermatitis, onihogrifoza,
ulceracije, anoreksija, gubitak u tezini, groznica i epistaksa. Nivo antitela na
Leishmania spp. je bio umereno povisen;

- Grupa sa umerenom formom bolesti sa terapijom. Psi su imali sli¢ne klinic¢ke 1
seroloSke nalaze kao u prethodnoj grupi. Medutim, tokom tri nedelje su dobijali
jednom dnevno terapiju u kojoj su kombinovani miltefosin (2 mg/kg dnevno, per
0s), alopurinol (10 mg/kg, per os na 12 sati), i komercijalni dodatak ishrani koji je
sadrzao kompleks B vitamina (Anima Strath®, Bio-Strath, Switzerland);

—  Grupa sa blagom formom bolesti. Kod pasa su bili prisutni diskretniji znaci praceni
niskim nivoom antitela na Leishmania spp.

Za ispitivanja na Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu (FVMUB) i
Centru za medicinsku biohemiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije (CMB UKCS),
Eticka komisija za zastitu dobrobiti oglednih zivotinja na FVMUB donela je odluku (broj
01/2021) da se u istrazivacke svrhe moZe koristiti viSak bioloskog materijala prikupljen
u svrhe dijagnostike i pra¢enja zdravstvenog stanja pacijenta.
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4.2. Uzorkovanje krvi za dijagnosticke testove

Nakon punkcije v. cephalica antebrachii uzorci su prikupljani u dve epruvete, jednu sa
EDTA kao antikoagulansom i drugu bez ikakvih dodataka. Uzorak sa EDTA je posluzio
za hematoloska ispitivanja. Nakon koagulacije krvi, epruveta bez dodataka je
centrifugirana 15 minuta na 1500 g kako bi se izdvojio serum, i u njemu odredili nivoi
antitela na Leishmania spp. i osnovnih biohemijskih parametara. Pomenuta laboratorijska
ispitivanja uradena su u Veterinarskoj ambulanti Popovi¢ u Baru, Republika Crna Gora.
Preostale koli¢ine seruma su zamrznute na -20°C te dostavljene Laboratoriji za
eksperimentalnu biohemiju FVMUB i CMB UKCS.

4.3. Hematoloska ispitivanja

Hematoloska ispitivanja su ukljucila broj eritrocita, koncentraciju hemoglobina,
hematokrit, prose¢nu zapreminu eritrocita (eng. mean corpuscular volume (MCV)),
prose¢nu koncentraciju hemoglobina u eritrocitu (eng. hemoglobin concentration per red
blood cell (MCHC)), broj leukocita, leukocitnu formulu i broj trombocita. Za analizu je
koriéen hematoloski analizator BC 2800® (Mindray Ltd, UK).

4.4. Odredivanje nivoa antitela protiv Leishmania spp. u serumu

Nivo IgG protiv Leishmania spp. testiran je komercijalnim enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) paketom reagenasa proizvodaca NovaTec Immundiagnostica GmbH,
Germany. Princip testa se zasnivao na stvaranju kompleksa izmedu antigena Leishmania
spp. kojima su bila oblozena udubljenja na polistirenskoj mikrotitatskoj plocici 1
specificnih IgG iz seruma psa. Nakon ispiranja, u udubljenja su dodavana sekundarna
antitela obloZena perokidazom, koja su se specifi¢no vezivala na IgG u kompleksu sa
antigenom.

Ovako stvoreni trokomponentni kompleksi su zatim vizualizirani dodatkom rastvora
tetrametilbenzidina, koji je u reakciji katalizovanoj peroksidazom prelazio u Zuto obojeni
proizvod. Intenzitet obojenja je bio direktno proporcionalan koncentraciji 19gG protiv
Leishmania spp. koja je zatim odredivana koriS¢enjem kalibracione jednacine. Prilikom
analize kori$¢eni su inkubator NeoMedica NEI 1925%, washer Mindray MW 12A% i ¢ita¢
Rayto RT-6100".

4.5. Odredivanje osnovnih biohemijskih parametara u serumu

U uzorcima seruma odredeni su slede¢i osnovni biohemjski parametri urea, kreatinin,
ukupni proteini, aloumin, holesterol, trigliceridi, aspartat aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP) i gama-glutamil transferaza (GGT).
Parametri su analizirani spektrofotometrijskim metodama, koris¢enjem komercijalnih
test paketa (BioSystems S.A., Spain) na analizatoru BA-88A Semi-Auto Chemistry
Analyzer® (Mindray, China).
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4.6. Odredivanje koncentracije serum amiloida A u serumu

Koncentracija SAA je odredivana komercijalnim ELISA paketom reagenasa proizvodaca
Abcam, UK. Princip analize se zasnivao na tzv. “sendvi¢” tehnici tj. stvaranju kompleksa
izmedu: antitela specifiénih na pseéi SAA, koja su bila adsorbovana na udubljenja
polistirenske mikrotitarske plo¢ice, molekula SAA iz seruma, i jo$ jedne vrste antitela
specificnih na pse¢i SAA, koja su bila obeleZena peroksidazom, a u udubljenja su
dodavana kao rastvor. Dodavanjem benzidinskog derivata i delovanjem peroksidaze
formirao se kompleks Zute boje, ¢iji je intenzitet bio direktno proporcionalan koli¢ini
SAA u serumu. Intenzitet obojenja je o¢itavan na ELISA &itacu (EIx800®, Biotek), a

koncentracija SAA izraCunavana na osnovu kalibracione jednacine.

4.7. Odredivanje koncentracije ceruloplazmina, haptoglobina i aktivnosti paraoksonaze-
1 u serumu

Koncentracija CER je odredena metodom zasnovanom na njegovom oksidaznom
delovanju na p-fenilendiamin i nastanku jedinjenja ¢iji je intenzitet obojenja direktno
proporcionalan  koncentraciji CER u serumu. Apsorbancija je merena
spektrofotometrijski na instrumentu Cecil 2021 2000 series® (Cecil Instrumentation
Services Limited, Velika Britanija), a koncentracija CER izracunavana pomocu

kalibracionog faktora (Janji¢, 2021; Spariosu, 2022).

Koncentracija HPT u serumu je merena standardizovanom metodom zasnovanoj na
peroksidaznoj aktivnosti kompleksa hemoglobina i haptoglobina, zahvaljuju¢i kojoj je po
dodatku gvajakola i vodonik peroksida dolazilo do stvaranja obojenog kompleksa, ¢ija je
apsorbancija merena koriséenjem spekrtofotometra Cecil 2021 2000 series® (Cecil
Instrumentation Services Limited, Velika Britanija). Nakon toga je iz jednacine
standardne krive izraunata koncentracija HPT (Janji¢, 2021; Spariosu, 2022).

Prilikom odredivanja serumske aktivnosti PON-1 kori§¢en je 4-nitrofenil acetata kao
supstrat.  Intenzitet obojenja nastalog proizvoda, 4-nitrofenola, meren je
spektrofotometrijski (Cecil 2021 2000 series®, Cecil Instrumentation Services Limited,
Velika Britanija), a aktivnost izracunavana preko molarnog apsorpcionog koeficijenta
(Janji¢, 2021; Spariosu, 2022).

4.8. Elektroforeza proteina seruma na agaroznom gelu

Gelovi za elektroforezu pripremani su kao 1% rastvor agaroze u razblazenom
barbituratnom puferu (pH 8,6). Uzroci razredeni fizioloskim rastvorom su postavljani na
gel, te je usledilo 45 minutno horizontalno razdvajanje u SAS-MX® kadici (Helena
Laboratories, Beaumont, Texas) ispunjenoj barbiturnim puferom, uz koris¢enje napona
od 80V. Nakon toga gelovi su suSeni na 60°C, obojeni sa Comassie brilliant blue (CBB)
1 odbojavani u smesi metanola, siréetne kiseline 1 vode, skenirani, 1 denzitometrisani
pomoéu TotalLab TL120® software-a. Koncentracije al, a2, B, i vy globulinskih frakcija
dobijene su mnozenjem denzitometrijske povrSine frakcije i koncentracije ukupnih
proteina (Janji¢, 2021; Spariosu, 2022).
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4.9. Odredivanje matriks-metaloproteinaza-2 i -9 u serumu

Za analizu nivoa zimogenih i aktivnih MMP-2 i -9 kori$¢ena je tehnika zimografije nakon
vertikalne elektorforeze na 8% poliakrilamidni gel sa dodatkom 2% zelatina. Zajedno sa
uzorcima na gelove su postavljani Perfect™ Color Protein Ladder (EurX, Gdansk,
Poland), kako bi se procenila molekulska masa proteina kori$¢en je, i 10% rastvor seruma
teleta, kao pozitivna kontrola. Za razdvajanje je primenjivan napon od 80V u trajanju od
15 minuta, nakon ¢ega je povecan na 120V i drZavan na toj vrednosti jedan sat. Nakon
elektroforeze gelovi su inkubirani u puferu (10 mM CaCl,, 50 mM Tris, pH 7,5-8,0) koji
je omoguéio optimalne uslove za zelatinoliticko delovanje ispitivanih matriks-
metaloproteinaza. Nakon inkubacije i bojenja sa CBB, gelovi su odbojavani u smesi
metanola, sir¢etne kiseline i vode do pojave jasnih belih traka na plavo obojenoj pozadini
gela. Nakon skeniranja, intenzitet traka je izmeren denzitometrijski (TotalLab TL120®
software) te izrazena kao relativna vrednost nakon normalizovanja prema aktivnosti
pozitivne kontrole, koja je uzeta za jedini¢nu (Spariosu, 2022).

4.10. Odredivanje koncentracije homocisteina u serumu

Koncentracija homocisteina (Hcy) u serumu odredivana je jednostepenom
hemiluminiscentnim imunoodredivanjem na mikroCesticama. Nakon redukcije S-
adenozil-Lhomoacistein hidrolaza prevodi Hcy u S-adenozil homocistein, koji se sa svojim
akridinijumom obelezenim analogom "takmici" za reakciju sa monoklonskim antitelom
mikroCestice.  Prisustvo  akridinijuma omogucava stvaranje jedinjenja = sa
hemiluminiscentnim svojstvima u zavr$noj fazi. Izmereni nivo hemiluminiscencije
obrnuto je srazmeran nivou Hcy. Za analizu je upotrebljen komercijalni paket reagenasa
(Abbott Diagnostics, Germany) na analizatoru ARCHITECT® ¢i8200 Integrated System
(Beletic¢, 2014).

4.11. Odredivanje imunoglobulina A u serumu

Nivo imunoglobulina A (IgA) odredivan je u serumu Western blot metodom. Nakon
razblaZenja dvadeset puta sa fizioloSkim rastvorom, uzorci su duplo razblaZeni puferom
(125 mM Tris pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 0,02% bromfenol plavo, 10%
betamerkapto-etanol), tako da je u finalnoj zapremini bilo 10 pg proteina. Nakon
zagrevanja pet minuta na 95°C usledilo je razdvajanje proteina metodom vertikalne
elektroforeze na 10% gelu poliakrilamida, uz koris¢enje komercijalnog obojeni markera
molekulskih masa (Page Ruler Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). KoriS§¢enjem instrumenta Trans-Blot Turbo Transfer
System® (Biorad, California, USA) razdvojeni proteini su “preneti” sa gela na
poliviniliden-difluoridnu membranu, sa pre¢nikom pora od 0,4 um. Membrana je zatim
inkubirana sat vremena u puferu za “blokiranje” (Tris-Buffered Saline, TBS, 0,1% Tween
20) sa dodatkom 5% humanog albumina. Odgovarajuée poliklonsko primarno antitelo
specificno za IgA psa (Goat anti-Canine IgA Heavy Chain, Novus Biologicals, Littleton,
CO, USA) je rastvoreno u odnosu 1:500 sa 0,1% TBS-Tween-om, sa dodatkom 3%
humanog albumina. Zatim je membrana inkubirana i ovom rastvoru preko no¢i, na 4°C, i
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uz konstantno mesanje. Potom je isprana u 0,3% TBS-Tween-u tri puta po 10 minuta, na
sobnoj temperaturi. Rastvor sekundarnog antitela napravljen je u odnosu 1:20000 i
membrana je u njemu inkubirana dva sata, na sobnoj temperaturi i pri konstantnom
mesanju. Nakon ponovljenog ispiranja, dodat je hemiluminiscentni reagens te je
membrana skenirana na instrumentu ChemiDoc™ Imaging System (Biorad). Jaina
signala odredena je u programu TotalLab TL120 software®, normiranjem u odnosu na
ukupnu koncentraciju proteina u serumu.

4.12. Odredivanje koncentracije tiola u serumu

Serumske koncentracije tiola odredivane su metodom zasnovanoj na reakciji alifaticnih
tiola sa 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoevom kiselinom u kojoj nastaje 1 mol p-nitrofenolnog
anjona po | molu tiola. Intenzitet zutog obojenja nastalog anjona merena je
spektrofotometrijski, a koncentracija ukupnih tiola je izraCunavana KkoriS¢enjem
molarnog apsorpcionog koeficijenta p-nitrofenola (Spariosu, 2022).

4.13. Statisti¢ka obrada rezultata

Za statisti¢ku analizu koris¢en je komercijalni statisti¢ki programski paket MedCalc®.
Koris¢ene su metode deskriptivne statistike, y? test, Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc
analizom po Conover-u, Sperman-ova korelaciona, kao i multipla regresiona analiza.
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5. REZULTATI

5.1. Anamnesticki, klinicki 1 seroloski podaci ispitivanih grupa

Pedeset pasa ukljuc¢enih u studiju je na osnovu klinickih nalaza i nivoa antitela na
Leishmania spp., te podataka o terapiji bilo podeljeno u tri grupe: prvu grupu sacinjavalo
je 17 pasa sa umerenom formom lajSmanioze bez terapije, u drugoj je bilo devet pasa u
umerenom stadijumu lajsSmanioze koji su dobijali terapiju, dok je u tre¢u grupu svrstano
24 psa kod kojih je bila prisutna blaga forma oboljenja. U studiju je ukupno bilo ukljuc¢eno
28 muzjaka i 26 zenki. U prvoj grupi je bilo 10 muzjaka i sedam Zenki, u drugoj Cetiri
muzjaka i pet Zenki, a u tre¢oj 14 muZjaka i 10 Zenki. Ovakva raspodela nije ukazivala na
razliku izmedu grupa (P=0,742). Generalno posmatrano, psi su bili stari od 1 do 12
godina. Medutim ¢injenica da su polovina od njih bili lutalice onemogucila je preciznu
procenu starosti, a samim tim i njeno poredenje izmedu tri ispitivane grupe. Izrazeniji
znaci bolesti, pre svega kaheksija, onihogrifoza i promene na kozi, prvenstveno su uoc¢eni
kod starijih pasa. U grupi pasa sa nizim ili grani¢nim titrom antitela na Leishmania spp. i
diskretnijim klini¢kim znacima, mahom su bili mladi psi i Stenad. Medu ispitivanim
psima 28 su bili meSanci, a rasna struktura preostala 22 psa prikazana je u Tabeli 3.

Tabela 3. Rasna struktura pasa sa lajSmaniozom.

Srpski gonié 5 Pit bul terijer 1
Posavski goni¢ 4 JazaviCar 1
Bretonac 2 Grifon 1
Bokser 1 Sarpej 1
Srpski trobojni goni¢ 1 Nemacki ovcar 1
Cene corso 1 Pin¢ 1
Engleski seter 1 Americki stafordski terijer 1

Mesanci i rasni psi su bili podjednako zastupljeni u tri formirane grupe: u prvoj je bilo 10
mesSanaca i1 sedam rasnih, u drugoj Cetiri meSanca i pet rasnih, te u tre¢oj 12 meSanaca i

10 rasnih (P=0,742).

Manje papularne lezije, prisutne kod 11 pasa, su bile jedini uocljiv znak u grupi sa blagom
formom bolesti. Kod pasa u umerenom stadijumu, najc¢esce su se uocavale onihogrifoza
(slika 8) i ulceracije na kozi ili sluzokozi (slika 9). Dodatno, klini¢ki nalazi su obuhvatali
razli¢ite promene na kozi (slika 10) 1 u predelu o€iju (slika 11), te 1 kaheksiju (slika 12).
Takode, kada su u pitanju bili psi sa umerenom formom bolesti, u pogledu ucestalosti
pojedinacnih klini¢kih znakova (tabela 4) nije bilo razlike izmedu grupe koja je dobijala
terapiju i one koja nije (P=0,261). Kod vise od polovine pasa sa umerenom formom
bolesti bila su prisutna dva klini¢ka znaka koji su upucivali na lajSmaniozu (Tabela 4), a
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po pitanju ukupnog broja simptoma prisutnih kod pojedinacnog psa, takode nije bilo
razlike povezane sa davanjem terapije (P=0,404).

Slika 8. Nalaz onihogrifoze kod ispitivanih pasa sa umerenom formom lajsSmanioze.

52



Slika 9. Nalaz ulceracija na kozi kod ispitivanih pasa sa umerenom formom lajSmanioze.
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Slika 10. Nalaz promena na koZzi kod ispitivanih pasa sa umerenom formom lajSmanioze.
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Slika 11. Nalaz promena u predelu ociju kod ispitivanih pasa sa umerenom formom lajSmanioze.
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Slika 12. Kaheksija kod ispitivanog pasa sa umerenom formom lajSmanioze

Tabela 4. Ucestalost klinickih znakova kod pasa sa umerenom formom lajsmanioze

Eksfolijativni dermatitis 3 8
Onihogrifoza 6 14
Ulceracije 5 10
Epistaksa 3 1
Gubitak teZine 4 3
Anoreksija 3 7

Jedan 1 1
Dva 4 8
Tri 1 6
Cetiri 3 2




Koncentracija specifi¢nih IgG antitela protiv Leishmania spp. je takode bila veca kod
pasa sa umerenim klini¢kim znacima, bez obzira da li su dobijali terapiju, (grupe 112),u
poredenju sa treCom grupom tj. psima koji su ispoljavali blagu klinicku sliku (Grafikon
1).

8 r X
. IgG protiv
= _ Leishmania
' i | spp-
6 L P < 0,001
Sk
5 - I
e —
c |
3=
2+
1
Y I 1 —
Umerena forma, Umerena forma, Blaga forma

bez terapije (n=17) sa terapijom (n=9) (n=24)

Grafikon 1. Koncentracija 1gG protiv Leishmania spp. Pravougaonici predstavljaju vrednosti
od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavilja medijanu. Vertikalna linija povezuje
minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavijaju ekstremne vrednosti. Konektori
povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika. Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc
analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom.

5.2. Rezultati hematoloskih i1 osnovnih biohemijskih analiza

Rezultati hematoloskih analiza kod pasa ukljucenih u studiju prikazani su u Tabeli 5. Kod
27 pasa bio je prisutan ve¢i ili manji stepen anemije, pri ¢emu je kod pet registrovan tezak
oblik anemije sa hematokritskom vredno$¢u manjom od 20%. Vrednosti hematokrita i
leukocita su bile vise kod pasa sa blagom formom lajSmanijaze u odnosu na obe grupe u
koje su svrstani psi sa umerenom klinickom formom bolesti.
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Tabela 5. Vrednosti hematoloskih parametara kod pasa ukljucenih u studiju.

Eritrociti (10'%L)  5,5-8,5 5,1 (2,3-6,3)" 4,1 (1,7-6,5)° 5,6 (4,1-6,5)"° 0,065
Hemoglobin (g/L)  120-180 128 (54-219) 118 (40-203)° 149 (111-194)* 0,082
Hematokrit (%) 37-55 33 (16-43)" 26 (12-41)° 37 (29-45)*® 0,042"
MCV (fL) 6077 73 (66-78) 70 (62-81)° 73 (69-77)' 0,389
MCHC (g/L) 370-410 393 (314-553)" 368 (280-491)° 406 (331-456)* 0,557
Leukociti (10%L) 6-17 11,0 (3,4-20,3)" 10,7 (7,0-25,3)° 14,7 (6,9-25,2)**  0,021"
Neutrofili (10%L)  3-12 6,4 (1,6-14,1)" 7,3(3,1-18,0)° 7,9 (3,5-15,2)*® 0,085
Limfociti (10%L) 1-4,8 0,5 (0,1-6,1)" 3,0 (0,1-7,6)° 0,8 (0,3-2,7)8 0,634
MID (10%L) 0,2-1,5 2,9 (0,1-7,3)¥ 0,3(0,1-7,3)° 5,3 (0,1-10,6)*® 0,055
Trombociti (10%L)  200-500 391 (248-618)" 400 (202-863)° 423 (224-868)*° 0,828

Skracenice: MCV - proseCna zapremina eritrocita (eng. mean corpuscular volume); MCHC —prosec¢na
koncentracija hemoglobina u eritrocitu (eng. hemoglobin concentration per red blood cel); MID — éelije srednje
veli¢ine (monociti i deo eozinofila). **Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05 se
smatra znac¢ajnom,; 7—P<0,05 za blagu formu u odnosu na druge dve forme. Broj u superskriptu (italik) predstavlja
broj analiziranih uzoraka.

Rezultati osnovnih biohemijskih analiza kod pasa ukljuc¢enih u studiju prikazani su u
Tabeli 6. Obe grupe pasa sa umerenom formom bolesti imale su ve¢e vrednosti uree i
kreatinina u odnosu na pse sa blagom formom. Sli¢no se uo¢ava i za koncentraciju
ukupnih proteina, a obrnuto za nivo albumina. Psi sa umerenom formom bolesti, bez
obzira da li su dobijali terapiji, pokazivali su vece vrednosti ALT nego psi sa blagom
formom. Kada je nivo AST u pitanju, u grupi pasa sa umerenom formom koji su dobijali
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terapiju zabelezene su vise vrednosti u odnosu na grupu sa blagim oblikom. Takode, u
istoj grupi su izmerene i viSe vrednosti triglicerida u odnosu na druge dve grupe.

Tabela 6. Vrednosti biohemijskih parametara kod pasa ukljucenih u studiju.

Urea (mmol/L) 2,9-100  9,5(6,9-14,9)* 11,9 (8,7-29,6)° 4,7 (3,1-9,00*°  <0,001
Kreatinin (umol/L) 54-150 155 (101-274) 194 (104-754)° 86 (60-112)*° <0,001"
UP (g/L) 55-75 76 (69-79)' 77 (70-80)° 68 (62-78)*° <0,001"
Albumin (g/L) 29-35 23 (19-26)' 23 (18-25)° 29 (23-33)*° <0.001"
Holesterol (mmol/L) 3,5-7,5 3,6 (2,7-9,3)* 45 (3,2-15,8)° 3,7 (3,0-6,0)* 0,106
Trigliceridi (mmol/L) ~ 0,3-1,5 0,5 (0,3-1,6)" 0,7 (0,6-1,3)® 0,8(0,2-0,9)* 0,002
AST (U/L) 13-60 44 (29-62)' 56 (44-69)° 36 (28-44)Y <0,001"
ALT (U/L) 10-109 84 (62-211)%° 102 (71-375)° 46 (29-323)*° <0,001"
ALP (U/L) 11-114 121 (14-252)* 148 (20-549)° 168 (16-560)*° 0,439
GGT (U/L) 1-12 4 (1-7)*° 2 (1-6)° 4 (1-15)" 0,597

Skraéenice: AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza; GGT —
gama-glutamil transferaza; UP — ukupni proteini; **Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P
< 0,05 se smatra znacajnom; " P<0,05 za blagu formu u odnosu na druge dve forme, #_ P<0,05 za umerenu formu
sa terapijom u odnosu na druge dve forme, "~ P<0,05 za umerenu formu sa terapijom u odnosu na blagu formu. Broj
u superskriptu (italik) predstavlja broj analiziranih uzoraka.
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5.3. Rezultati ispitivanja proteinskih frakcija seruma dobijenih elektroforezom u
agaroznom gelu

Na Slici 13 je prikazan izgled agaroznog gela nakon elektroforeze. Poredenje
koncentracija pojedinacnih frakcija izmedu tri grupe ispitivanih pasa (Grafikon 2)
pokazalo je prisustvo razlike jedino u nivou y globulina. Psi sa blagom formom
lajSmanioze imali su manje nivoe u odnosu na pse sa umerenom formom, bez obzira da
li su primali terapiju.

prealbumin
+
albumin

a,-globulini
a,-globulini

B-globulini

v-globulini

—— ——— —— ——

Slika 13. 1zgled agaroznog gela nakon elektroforetskog razdvajanja proteina seruma iz uzoraka pasa
ukljucenih u studiju. Oznake: I-uzorak iz grupe pasa sa umerenom formom bolesti bez terapije; I1-
uzorak iz grupe pasa sa umerenom formom bolesti bez terapije; I11-uzorak iz grupe pasa sa blagom
formom.
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Grafikon 2. Koncentracije (A) al-globulina, (B) a2-globulina, (C) p-globulina, i (D) y-globulina.
Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom.
Pravougaonici predstavijaju vrednosti od niZeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavlja
medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavijaju
ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika.

5.4. Koncentracija proteina akutne faze

Koncentracije ispitivanih pozitivnih proteina akutne faze, serum amiloida A (SAA),
ceruloplazmina (CER) 1 haptoglobina (HPT) prikazane su na Grafikonima 3-5. Izmedu
tri grupe ispitivanih pasa nije bilo razlike u koncentracijama SAA. Za razliku od njega,
zanivoe CER 1 HPT je uocena razlika, u smislu da su njihove koncentracije bile nize kod
pasa sa blagom formom bolesti u poredenju sa psima koji su razvili umerenu formu, bez
obzira da li su dobijali terapiju. Paraoksonaza-1 (PON-1), negativni reaktant akutne, je
imala viSu aktivnost kod pasa sa blagom formom lajSmanioze u poredenju sa psima kod
kojih je bila prisutna neleCena umerena forma (Grafikon 6).

Indeks akutne faze je izraCunavan na dva nacina. U jednom je je koncentracija
pojedinacnih pozitivnih reaktanata akutne faze deljena koncentracijom albumina, kao
negativnog reaktanta akutne faze. Drugi nacin je podrazumevao da se
proizvodkoncentracija dva pozitivna reaktanta akutne faze podeli koncentracijom
albumina. Rezultati su prikazani u Tabeli 7. Indeks koji predstavlja odnos koncentracija
SAA 1 albumina nije pokazao razliku izmedu ispitivanih grupa. U svim ostalim
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slu¢ajevima, bez obzira na parametre Cije su koncetracije kori§¢ene, vrednosti su bile nize
kod pasa sa blagom formom lajSmanioze u poredenju sa psima koji su imali umerenu
formu, bez obira da li su bili pod terapijom.

250

SAA
P=0,353

200 |

o)

E

-

£ 150

E, —

5

-

2]

£ 10

o

=

=]

o2

) 1 1 1

Umerena forma, Umerena forma, Blaga forma
bez terapije (n=13) sa terapijom (n=9) (n=18)

Grafikon 3. Koncentracija serum amiloida A (SAA). Pravougaonici predstavljaju vrednosti od
nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavija medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu
i maksimalnu vrednost. Kruziéi predstavijaju ekstremne vrednosti. Kruskal-Wallis-ov test, P <
0,05 se smatra znacajnom. Istackana linija predstavija granicu referentnih vrednosti

Laboratorije za klinicku hematologiju i biohemiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta
u Beogradu, Srbija.
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Grafikon 4. Koncentracija ceruloplazmina (CER). Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc
analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici predstavijaju
vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavija medijanu. Vertikalna
linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavijaju ekstremne
vrednosti. Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika. Istackane
linije predstavljaju referentne vrednosti Laboratorije za klinicku hematologiju i
biohemiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, Srbija)
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Grafikon 5. Koncentracija haptoglobina. Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom
po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici predstavijaju vrednosti
od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija
povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. KruzZi¢i predstavljaju ekstremne vrednosti.
Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika. Istackane linije
predstavljaju referentne vrednosti Laboratorije za kiinicku hematologiju i biohemiju
Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu, Srbija)
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Grafikon 6. Aktivnost paraoksonaze-1 (PON-1). Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po
Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici predstavijaju vrednosti od nizeg ka
visem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i
maksimalnu vrednost. Kruzic¢i predstavijaju ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe
izmedu kojih postoji znacajna razlika. Istackane linije predstavijaju referentne vrednosti
Laboratorije za klinicku hematologiju i biohemiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta
u Beogradu, Srbija)

Tabela 7. Vrednosti indeksa akutne faze.

SAA/ALB 0,5 (0,3-3,0)" 1,9 (0,3-11,8)° 0,4 (30,2-1,00* 0,056
CER/ALB 0,3(0,2-0,5)% 0,3 (0,2-0,6)° 0,2 (0,1-0,3)% <0,001"
HPT/ALB 0,12 (0,04-0,19)" 0,12 (0,06-0,15)° 0,05 (0,01-0,09)*  <0,001’
(SAA*CER)/ALB 3,3 (1,9-32,5)" 17,5 (1,7-142,4)° 1,8 (0,7-10,1)% 0.007"
(SAA*HPT)/ALB 1,1 (0,5-5,2)" 4,9 (0,7-14,3)° 0,6 (0,1-2,6)% 0.0017
(CER*HPT)/ALB 0,8 (0,4-1,5)" 0,7 (0,5-1,7)° 0,3(0,1-0,8)* <0,001"

Skraéenice: ALB — albumin; HPT — haptoglobin; SAA — serum amiloid A; CER — ceruloplazmin.
**Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znatajnom; '—P<0,05
za blagu formu u odnosu na druge dve forme. Broj u superskriptu (italik) predstavlja broj analiziranih
uzoraka.
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5.5. Aktivnost matriks metaloproteinaza
Reprezentativni uzorak zimograma seruma prikazan je na Slici 14.

pro MMP 9 (92 kDa) {
MMP 9 (86 kDa) |

pro MMP 2 (72 kDa) {

Slika 14. Zimogrami seruma iz uzoraka pasa ukljucenih u studiju. Oznake: I-uzorak iz grupe pasa
sa umerenom formom bolesti bez terapije; 11-uzorak iz grupe pasa sa umerenom formom bolesti
bez terapije; I11-uzorak iz grupe pasa sa blagom formom.

Aktivnost proMMP 2 je bila veca kod pasa sa blagom klini€kom formom lajSmanioze u
odnosu na pse sa umerenom formom koji nisu dobijali terapiju (Grafikon 7). Aktivnost
MMP 2 nije detektovana u serumima ispitivanih pasa. U aktivnosti proMMP 9 nije bilo
razlike izmedu grupa (Grafikon 8), dok je MMP 9 u grupi sa blagom formom bolesti
imala vece aktivnosti u poredenju sa obe grupe sa umerenom formom (Grafikon 9).
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Grafikon 7. Aktivnost promatriks metaloproteinaze 2 (proMMP 2) u uzorcima seruma lecenih i
nelecenih pasa sa umerenom klinickom slikom i pasa sa blagom slikom lajSmanioze.
Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavilja
medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzic¢i predstavijaju
ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika.
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Grafikon 8. Aktivnost promatriks metaloproteinaze 9 (proMMP 9) u uzorcima seruma lecenih i
nelecenih pasa sa umerenom klinickom slikom i pasa sa blagom slikom lajsmanioze.
Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavija
medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzici predstavijaju
ekstremne vrednosti.
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Grafikon 9. Aktivnost matriks metaloproteinaze 9 (MMP 9) u uzorcima seruma lecenih i
nelecenih pasa sa umerenom klinickom slikom i pasa sa blagom slikom lajsmanioze.
Pravougaonici predstavijaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavija
medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzici predstavijaju
ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika.
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5.6. Koncentracija homocisteina

Koncentracija Hcy bila je niza kod tretiranih pasa (druga grupa), u poredenju sa
neleCenim psima prve 1 tre¢e grupe (sa umerenom i blagom klinickom slikom), Sto je
prikazano na Grafikon 10.
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Grafikon 10. Koncentracija homocisteina (Hcy) kod nelecenih i lecenih pasa sa umereno
izrazenim klinickim simptomima i pasa sa blagim simptomima lajSmanioze. Kruskal-Wallis-ov
test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici
predstavijaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavija medijanu. Vertikalna
linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzic¢i predstavijaju ekstremne vrednosti.
Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji znacajna razlika.

Posmatraju¢i odnos aktivnosti PON-1 i koncentracije Hcy razlike izmedu grupa postaju
inverzne u odnosu na one dobijene kada je uporedivan samo nivo Hey (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Odnos aktivnosti paraoksonaze 1 (PON-1) i koncentracije homocisteina (Hcy) kod
nelecenih i lecenih pasa sa umereno izrazenim klinickim simptomima i pasa sa blagim
simptomima lajSmanioze. Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05
se smatra znacajnom. Pravougaonici predstavijaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja
linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost.
Kruzi¢i predstavijaju ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe izmedu kojih postoji
znacajna razlika.
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Kada je ispitivana koncentracija tiola, odnosno njen odnos sa koncentracijom Hcy, nisu
uocene razlike izmedu tri ispitivane grupe (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Koncentracije tiola (A) i odnos koncentracija tiola i homocistein (Hcy) (B). Kruskal-
Wallis-ov test sa post-hoc analizom po Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici
predstavljaju vrednosti od nizeg ka visem kvartilu. Srednja linija predstavilja medijanu. Vertikalna
linija povezuje minimalnu i maksimalnu vrednost. Kruzici predstavljaju ekstremne vrednosti.

5.7. Koncentracija imunoglobulina A

Reprezentativni uzorak membrane nakon Western blot-a prikazan je na Slici 15.

I III

55 kDa . “

Slika 15. Membrana nakon Western blota. Oznake: Il - uzorak iz grupe pasa sa
umerenom formom bolesti bez terapije; Il - uzorak iz grupe pasa sa blagom formom.

Poredenje koncentracija izmedu tri grupe pasa u studiji pokazalo je da su psi sa umerenom
formom lajSmanioze koji su dobijali terapiju imali viSe koncentracije imunoglobulina A
u odnosu na pse sa blagom formom (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Koncentracija imunoglobulina A (IgA) kod nelecenih i lecenih pasa sa umerenm
formom i pasa sa blagim formom lajSmanioze. Kruskal-Wallis-ov test sa post-hoc analizom po
Conover-u, P < 0,05 se smatra znacajnom. Pravougaonici predstavljaju vrednosti od nizeg ka
visem kvartilu. Srednja linija predstavlja medijanu. Vertikalna linija povezuje minimalnu i
maksimalnu vrednost. Kruzi¢i predstavijaju ekstremne vrednosti. Konektori povezuju grupe
izmedu kojih postoji znacajna razlika.

5.8. Korelacije molekula koji uti¢u na ili pokazuju funkciju endotela

Prisustvo korelacija sa drugim ispitivanim parametrima testirano je na celokupnom
uzorku pasa ukljucenih u studiju.

U Tabeli 8 su navedeni parametri koji su korelirali sa aktivno§¢éu proMMP 2.

Tabela 8. Parametri koji koreliraju sa proMMP 2

Forma (blaga / umerena)® -0,423 (-0,660 — -0,110) 0,011
Nivo IgG protiv Leishmania spp.(NTU)* -0,374 (-0.626 — -0,052) 0,025
ALP (U/L)® 0,443 (0,129 — 0,676) 0,008
AST (U/L)% -0,372 (-0,624 — -0,049) 0,025
GGT (U/L)%® 0,355 (0,030 — 0,612) 0,034

Skracenice: ALP — alkalna fosfataza; AST — aspartat aminotransferaza; GGT — y-glutamil
transferaza; MMP — matriks metaloproteinaza. ** — Spearman-ova rank korelacija, Broj u
superskriptu (italik) predstavlja broj analiziranih uzoraka.
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Parametri koji si korelirali sa aktivno$éu proMMP-9 prikazani su u Tabeli 9, a oni koji su
bili u korelaciji sa MMP-9 u Tabeli 10.

Tabela 9. Parametri koji koreliraju sa proMMP-9

Forma (blaga / umerena)® -0,381 (-0.631 — -0.060) 0,022
ALP (U/L)® 0,426 (0,109 — 0,665) 0,011
AST (U/L)® -0,436 (-0,669 — -0,126) 0,008

Skracenice: ALP — alkalna fosfataza; AST — aspartat aminotransferaza; MMP — matriks-
metaloproteinaza. ** — Spearman-ova rank korelacija, Broj u superskriptu (italik) predstavlja
broj analiziranih uzoraka.

Tabela 10. Parametri koji koreliraju sa MMP-9

Forma (blaga / umerena)® -0,618 (-0.787 — -0.364) <0,001
Nivo IgG protiv Leishmania spp. (NTU)®* -0,423 (-0.660 — -0.110) 0,010
UP (g/L)% -0,475 (-0,695 — -0,174) 0,003
Albumin (g/L)% 0,406 (0,090 — 0,648) 0,014
Urea (mmol/L)% -0,437 (-0,670 — -0,127) 0,008
Kreatinin (umol/L)* -0,511 (-0,719 - -0,220) 0,001
ALT (U/L)% -0,368 (-0,621 — -0,044) 0,027
AST (U/L)%* -0,390 (-0,637 — -0,070) 0,019
HPT (g/L)® -0,422 (-0,662 — -0,103) 0,012
IgA (gL)* -0,427 (-0,663 — -0,114) 0,009

Skracenice: ALT - alanin aminotransferaza; ALT — aspartat aminotransferaza; HPT —
haptoglobin; Ig — imunoglobulin MMP — matriks metaloproteinaza; UP — ukupni proteini. **
— Spearman-ova rank korelacija, Broj u superskriptu (italik) predstavlja broj analiziranih
uzoraka.
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Aktivnost proMMP-9 je negativno korelirala sa tezinom bolesti kao i sa aktivnos¢u AST,
dok je pozitivno korelirala sa aktivno$¢u ALP (Tabela 9). Aktivnost MMP-9 je, slicno
kao i zimogena forma, negativno korelirala sa tezinom bolesti, aktivno$¢u AST, te
biohemijskim pokazatreljima funkcije bubrega i oStecenja hepatocita (Tabela 10). Vazno
je naglasiti i da je aktivnost MMP-9 bila u negativnoj korelaciji sa nivoom IgA, jo$ jednog
od parametara koji se povezuje sa funkcionalno$¢u endotela.

Tabela 11 sadrzi rezultate multiple regresione analize kojom su identifikovani nezavisni
prediktori nivoa matriks-metaloproteinaza.

Tabela 11. Nezavisni prediktori nivoa matriks-metaloproteinaza

ALP (U/L)® 0,001 0,018

Koeficijent determinacije (R?) 0,3861

ALP (U/L)® 0,004 0,008

Koeficijent determinacije (R?) 0,3162

ALT (U/L)* 0,003 0,003

Koeficijent determinacije (R?) 0,4676

Koncentracija Hcy je korelirala sa daleko ve¢im brojem parametara (Tabela 12), medutim
multiplom regresionom analizom je pokazano da samo pet od njih predstavljaju nezavisne
prediktore koncentracije Hcy (Tabela 13).

Sli¢ni rezultati su dobijeni i za parametre ¢iji su nivoi bili u korelaciji sa koncentracijom
imunoglobulina A (Tabela 14), gde je multipla regresija identifikovala samo dva
nezavisna prediktora (Tabela 15).



Tabela 12. Parametri koji koreliraju sa homocisteinom

Forma (blaga / umerena)®

Nivo IgG protiv Leishmania spp. (NTU)®

Terapija (da/ne)*®

Eritrociti (x10%/L)*
Hemoglobin (g/L)®
Limfociti (x10%/L)%*

MID (x10%/L)*

Urea (mmol/L)*

Kreatinin (umol/L)*
Ukupni proteini (g/L)%®
Holesterol (mmol/L)%®
Trigliceridi (mmol/L)®
Aspartat aminotransferaza (U/L)*
a2 globulini (g/L)*

y globulini (g/L)®

Serum amiloid A (ng/mL)%
Ceruloplazmin (g/L)*
Tioli (mmol/L)*

IgA (umol/L)%

-0,347 (-0,609 — -0,015)

-0,448 (-0,680 — -0,135)

-0,442 (-0,676 — -0,128)
0,384 (0,058 — 0,636)

0,339 (0,007 — 0,604)

-0,451 (-0,682 — -0,139)
0,519 (0,225 — 0,727)

-0,389 (-0,639 — -0,064)
-0,369 (-0,625 — -0,040)
-0,338 (-0,603 — -0,005)
-0,415 (-0,667 — -0,078)
-0,426 (-0,675 — -0,091)
-0,456 (-0,685 — -0,145)
-0,407 (-0,669 — -0,055)
-0,558 (-0,764 — -0,247)
-0,620 (-0,797 — -0,347)
-0,392 (-0,641 — -0,067)

-0,517 (-0,725 - -0,222)

-0,507(-0,737 — -0,172)

0,041
0,007
0,008
0,023
0,046
0,006
0,001
0,021
0,029
0,044
0,018
0,016
0,006
0,026
0,001
<0,001
0,020
<0,001

0,005

Skracenice: Ig — imunoglobulin; MID — ¢elije srednje veli¢ine (monociti i deo eozinofila). **
— Spearman-ova rank korelacija, Broj u superskriptu (italik) predstavlja broj analiziranih

uzoraka.
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Moze se uociti da je koncentracija Hcy bila u negativnoj korelaciji sa ve¢inom
biohemijskih parametara, a da je pozitivna korelacija postojala sa brojem eritrocita i
koncentracijom hemoglobina (Tabela 12), koji su ujedno bili i nezavisni prediktori
koncentracije Hcy (Tabela 13).

Tabela 13. Nezavisni prediktori koncentracije homocisteina.

Terapija (da/ne)® -2,670 0,026
Eritrociti (x10%/L)* 3,190 0,022
Hemoglobin (g/L)*® -0,092 0,019
Limfociti (x10%/L)%* -1,116 0.004
Tioli (mmol/L)* -4,703 0.005
Koeficijent determinacije 0,6346

(R?)

Koncentracija IgA je bila u pozitivnoj korelaciji sa tezinom bolesti, tretmanom, 1 ve¢inom
biohemijskih parametara (Tabela 14). Negativne korelacije su povezivale koncentraciju
IgA i koncentracije Hcy i albumina, odnosno aktivnost MMP-9.

73



Tabela 14. Parametri koji koreliraju sa koncentracijom imunoglobulina A.

Forma (blaga / umerena)® 0,420 (0,106 — 0,658) 0,011
Terapija (da/ne)® 0,417 (0.102 to 0.656) 0,011
Urea (mmol/L)® 0,440 (0,130 — 0,671) 0,007
Kreatinin (umol/L)® 0,409 (0,093 — 0,650) 0,013
Ukupni proteini (g/L)*® 0,338 (0,011 — 0,600) 0,044
Albumin (g/L)%® -0,370(-0,623 — -0,047) 0,026
Holesterol (mmol/L)* 0,407 (0,080 — 0,655) 0,017
Trigliceridi (mmol/L)* 0,490 (0,183 - 0,711) 0,003
Aspartat aminotransferaza (U/L)%* 0,365 (0,041 — 0,619) 0,029
Alanin aminotransferaza (U/L)* 0,404 (0,086 — 0,646) 0,015
Haptoglobin (g/L)* 0,397 (0,074 — 0,645) 0,018
Matriks-metaloproteinaza-9 (AU)®* -0,427 (-0,663 — -0,114) 0,009
Homocistein (umol/L)® -0,507(-0,737 —-0,172) 0,005

** _ Spearman-ova rank korelacija. Broj u superskriptu (italik) je broj analiziranih uzoraka.

Nezavisni prediktori koncentracije 1gA su bili koncentracija triglicerida i haptoglobina
(Tabela 15).

Tabela 15. Nezavisni prediktori koncentracije imunoglobulina A.

Trigliceridi (mmol/L)® 10,756 0,006
Haptoglobin (g/L)* 2,741 0,040
Koeficijent determinacije (R?) 0,7568
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6. DISKUSIUA

Svi podaci dobijeni u ovoj studiji koherentno ukazuju da psi koji su sa klinickog aspekta
razvili umerenu formu bolesti u odnosu na pse koji su imali blagu formu, imaju visi nivo
IgG antitela specifi¢nih za Leishmania spp., narusenu funkciju koStane srzi, jetre i
bubrega, kao i jedinstven set promena koje mogu da ukazu na promene u funkcionalnosti
endotela. Naime, u svetlu poveéanja koncentracije proteina akutne faze, javlja se niza
aktivnost MMP-2, a kada se u obzir uzme i tronedeljna terapija miltefosinom,
alopurinomom i kompleksom vitamina B uocava se i niza koncentracija Hcy te veci nivo
ukupnog IgA.

6.1. Klini¢ki i seroloski podaci ispitivanih grupa

Laj$manioza pasa je hroni¢no oboljenje koje se karakteriSe nizom znakova koji nisu uvek
specifiéni 1 mogu biti posledica velikog broja drugih etioloskih faktora, pre svega
hroni¢nih progresivnih oboljenja kakvih u klinickoj praksi ima puno. Zbog toga je u
endemicnim regionima rana seroloska dijagnostika lajSmanioze neophodna za pocetak
pravovremene terapije. Tako su i u ovoj studiji sluc¢ajevi sa blagom formom lajSmanioze
zapravo detektovani posle seroloSke dijagnostike. Nespecificni znaci bolesti koji su
posluzili za klasifikaciju umerene forme lajSmanioze su promene na kozi kod vecine,
slabost, mrSavljenje 1 kaheksija, koji se javljaju kod vecine hroni¢nih, progresivnih
oboljenja. Ipak u kombinaciji sa seroloSkom dijagnostikom potvrdeno je da se radi o
lajSmaniozi. Jedan od relativno specificnih simptoma lajSmanioze je onihogrifoza koja je
uocena kod nesto manje od polovine pasa u naSoj studiji.

Promene na koZi 1 na vidljivim sluznicama su najc¢es¢e promene koje su jasno vidljive
kod lajSmanioze, ali se ne mogu smatrati specificnim, s obzirom da se mogu javiti kao
posledica mnogobrojnih etioloskih faktora, prvenstveno tokom hroni¢nih oboljenja.
Primarne promene u kozi se mogu objasniti ¢injenicom da je najveci broj parazita
skoncentrisan bas u toj regiji (Reis 1 sar., 2006) uzrokuju¢i nakupljanje ¢elija imunskog
odgovora, uz talozenje imunskih kompleksa i razvoj III tipa preosetljivosti. Hiperkeratoza
nosnog ogledala je verovatno sekundarno izazvana oblizavanjem iscetka iz nosa.

Seroloska dijagnostika lajSmanioze je osnov za postavljanje dijagnoze, s obzirom da se
se ocenjuje koncentracija specificnih antitela. Nedostatak ,,zlatnog standarda“ za
dijagnostiku lajSmanioze je otezavajuci faktor. Molekularna dijagnostika moze doprineti
postavljanju dijagnoze, ali nikako ne moze biti jedini osnov (Solano-Gallego i sar., 2009).
Zbog toga je seroloska dijagnostika sa pazljivo odabranom granicnom vrednoscéu, u
sklopu sa klini¢kom slikom jo§ uvek nezamenljiva u dijagnostici lajSmanioze (Solano-
Gallego 1 sar., 2009). Grupe koje su u ovoj studiji formirane na osnovu anamnesti¢kih
podataka o terapiji, klini¢ke slike i seroloske dijagnostike su se u daljim ispitivanjima
pokazale kao valjano reSenje s obzirom da je hipoteza o vezi tezine bolesti, sistemske
inflamacije i oSte¢enju endotela potvrdena u daljim istrazivanjima. Broj muZzjaka i Zenki,
kao i zastupljenost rasnih pasa se nije razlikovao u ovako formiranim grupama te u tom
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smislu pol i rasa nisu imale uticaja na dobijene rezultate. U grupi sa blagom formom
bolesti su bile zastupljene mlade zivotinje, Sto bi moglo otvoriti mogucnost da starost
donekle moze uticati na rezultate.

6.2. Rezultati hematoloskih 1 osnovnih biohemijskih analiza

Nize hematokritne vrednosti kod pasa sa umerenom formom bolesti, uz odsustvo razlike
u broju eritrocita i eritrocitnim indeksima, ukazivali su na normocitno normohromnu
anemiju, ¢ija patogeneza lezi u hroni¢noj inflamatornoj bolesti. Prosecan broj leukocita
je bio visi kod pasa sa blagom formom bolesti. Uocljive su velike individualne varijacije,
a u pojedinim slu¢ajevima jasna leukocitoza i neutrofilija. Ovi nalazi se mogu objasniti
akutizacijom pojedinih patoloskih procesa i/ili stresom. Nalaz nizeg broja leukocita kod
pasa sa umerenom formom lajSmanioze, bez obzira da li su dobijali terapiju, pobuduje
interesovanje. U sli¢noj studiji, ni psi sa umerenom niti oni teSkom formom bolesti nisu
imali promene u broju leukocita (Alemida i sar., 2013). Interesantno je da se osim u kozi,
veliki broj parazita nalazi u koStanoj srzi i slezini (Reis i sar., 2006), te je zapravo
neobi¢no da oboleli psi nemaju ozbiljniju disregulaciju mijelopoeze. Prosecan broj
trombocita se takode nalazio u granicama referentnih vrednosti, s tim $to se u izvesnom
broju sluc¢ajeva uocavala trombocitoza. Trombocitoza najverovatnije nastaje kao
posledica lu€enja IL-6 koji stimuliSe trombopoezu. Vazan podatak iz ove studije je da se
promene hematoloskih parametara nije mogao povezati sa tronedeljnom kombinovanom
terapijom miltefosinom i alopurinolom, uz dodatak vitamina B grupe.

Od osnovnih biohemijskih parametara znaCajna su odstupanja kreatinina i uree.
Azotemija je za lajSmaniozu definitivno vaZan 1 dijagnosticki 1 prognosticki nalaz
(Solano-Gallego i sar., 2009). Kod pasa sa blagom formom bolesti koncentracija
kreatinina je u svim slu¢ajevima bila u granicama referentnih vrednosti. Azotemija je bila
izrazenija kod pasa sa umerenom formom bolesti bez obzira da li su bili sa ili bez terapije,
Sto je u saglasju 1 sa izrazenijim klini¢ckim znacima u odnosu na pse sa blagom formom
bolesti.

Ostecenja funkcije jetre i oSte¢enje samih hepatocita su takode oc¢ekivana kod pasa sa
lajSmaniozom (Solano-Gallego et al., 2009). U ovoj disertaciji 0 tome su posvedocile i
vece vrednosti aktivnosti aspartat aminotransferaze i alanin aminotransferaze, te sniZena
koncentracija albumina u obe grupe u kojima su bili psi sa umerenom formom bolesti.

Koncentracija serumskih proteina takode privlaci paznju. Kao $to je o¢ekivano (Solano-
Gallego et al., 2009), koncentracija ukupnih proteina je povecana, naro€ito kod pasa sa
izrazenijim klini¢kim znacima usled povecanja koncentracije globulina, preciznije gama-
globulinske frakcije.
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6.3. Elektroforeza proteina i koncentracije proteina akutne faze

Proteini akutne faze, prvenstveno pozitivni, takode privlace posebnu paznju. Paralelno sa
smanjenjem koncentracije albumina i PON-1 i povecanjem koncentracije gama-
globulina, u istom odnosu zapaza se i povecanje koncentracije haptoglobina i
ceruloplazmina. U najveéem broju slu¢ajeva, promene su izrazitije kod pasa sa umerenom
formom bolesti u odnosu na one sa blagom formom bolesti. Ovakve promene su u
potpunosti ocekivane s obzirom da postoji hroni¢na sistemska inflamacija. U tom
kontekstu, neoCekivan rezultat je odsustvo razlike u koncentraciji SAA izmedu grupa.
Ipak, indeksi proteina akutne faze formirani mnozenjem pozitivnih proteina akutne faze
i deljenjem sa negativnim proteinima, jasno pokazuju jaci intenzitet inflamacije kod pasa
sa umerenom formom bolesti. Medutim, ni razlike u indeksima proteina akutne faze se
nisu mogli povezati sa kratkotrajnom kombinovanom terapijskom primenom miltefosina,
alopurinola i vitamina B kompleksa.

6.4. Aktivnost matriks-metaloproteinaza

Prethodna istraZivanja su pokazala da kod pasa proMMP-9 u perifernoj krvi lu€e leukociti
1 to najverovatnije neutrofilni granulociti (Spariosu 1 sar., 2021). Takode, pokazana je
jasna pozitivna korelacija proMMP-9 i MMP-9 sa brojem leukocita u krvi (Spariosu i
sar., 2021). Premda rezultati disertacije ne ukljucuju korelaciju broja leukocita i aktivnosti
proMMP-9 odnosno MMP-9, na indirektan na¢in ukazuju na mogucénost da je takav
obrazac povezanosti prisutan i kod pasa sa lajSmaniozom. Naime, kod pasa sa blagom
formom su i broj leukocita i aktivnost MMP-9 bili veéi u poredenju sa psima kod kojih
je bila prisutna umerena forma, nezavisno da li su dobijali terapiju.

Takode, u pomenutoj studiji (Sparisou i sar., 2021) pokazano je da endotelne ¢elije luce
proMMP-2 koja se u krvi odnosno serumu tj. ¢elijskom medijumu ne moZe naci u aktivnoj
formi. Uzimaju¢i u obzir povezanost aktivne forme ove metaloproteinaze sa
neoplasticnim promenama (Kodera i sar., 2000), postaje moguc¢e da se odsustvo
aktivirane forme u cirkulaciji pripiSe aktivaciji sa bazolateralne strane endotelnih celija.
Psi sa blagom formom lajsmanioze su imali vec¢u aktivnost proMMP-2 u odnosu na grupu
pasa sa umerenom formom bez terapije. Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim
rezultatima u kojima je aktivnost proMMP-2 kod pasa inficiranih sa protozoom Babesia
canis, bila veca posle 15 dana od terapije, kada se psi smatraju zdravim, nego na
prezentaciji kada je akutna sistemska inflamacija na vrhuncu (Sparisou i sar., 2021). Uz
to je pokazano da psi inficirani sa B. canis, a sa tezom inflamacijom koja se moze
okarakterisati kao sindrom sistemskog inflamatornog odgovora, imaju najniZe vrednosti
proMMP-2 (Spariosu, 2021). Svi rezultati ukazuju da je veca aktivnost proMMP-2
povezana sa ,,stabilizacijom* endotelnih ¢elija, odnosno da je niza aktivnost povezana sa
disfunkcijom endotelnih ¢elija. Sa tim u vezi, 1 rezultati u ovoj disertaciji ukljucuju nizu
aktivnost proMMP-2 s$to je forma lajSmanioze bila teza i $to su psi imali vi§i nivo
specificnih antitela. Takode, niza aktivnost proMMP-2 je korelirala sa viSom aktivnoS¢u
AST. Naime, AST bi se osim markera oSte¢enja hepatocita, mogao smatrati i markerom
oste¢enja endotelnih ¢elija. Na ovakvo stanoviSte ukazuju istrazivanja u kojima je kod
77



pacijenata ili eksperimentalnih Zivotinja sa oSteCenjem endotela, a bez klinickih i
laboratorijskih pokazatelja ostecenja jetre, dolazilo do brzog i viSestrukog povecanja AST
(Goncharov i sar., 2017).

Na osnovu dobijenih rezultata o povezanosti uznapredovale infekcije protozoama roda
Leishmania sa nizom aktivnos¢u MMP-9 i MMP-2, opravdano je pretpostaviti postojanje
poremecaja u remodelovanju razlic¢itih tkiva, ukljucujuéi i endotel, odnosno zidove krvnih
sudova.

6.5. Koncentracija homocisteina

Medu razli¢itim metabolitima koji mogu uticati na funkciju endotela, odnosno ¢iji se nivo
u krvi moZe povezati sa njegovom disfunkcijom, posebno veliku paznju privlaci
homocistein. Prikazani rezultati ukazuju na meduzavisnost stadijuma lajSmanioze, anti-
lajSmanioti¢nog tretmana koji ukljuuje i suplementaciju vitaminima B kompleksa i
koncentracije Hcy. Psi sa blagom 1 umerenom formom lajSmanioze, a bez tretmana, su
imali sli¢éne koncentracije Hey. Nasuprot tome, psi koji su bili na tronedeljnoj terapiji
(miltefosin, alopurinol i kompleks B vitamina) su imali nizu koncentraciju Hcy nego
prethodne dve grupe. Bez obzira na to znacajno smanjenje Hcy, rezultati su pokazali da
se kombinovana terapijska primena miltefosina i alopurinola, uz dodatak vitamina B
kompleksa, nije mogla povezati sa razlikama u ,,brojnosti* klini¢kih znakova bolesti,
promenu hematoloSkih parametara, koncentracija proteina akutne faze i1 laboratorijskih
testova kojima se moZe proceniti funkcionalno stanje jetre i bubrega.

Analizom svih grupa utvrdeno je da su postojala Cetiri negativna prediktora za
koncentraciju Hcy: terapija, broj limfocita, koncentracija hemoglobina i koncentracija
slobodnih tiolnih grupa. Osim toga, pozitivan prediktor je bio broj eritrocita. Na osnovu
podataka iz literature se ne mogu pouzdano proceniti nivoi Hey kod zdravih pasa. Uocava
se da njegove vrednosti u razli¢itim studijama znacajno variraju u zavisnosti od rase pasa,
starosti, ishrane i metoda merenja. Prema rezultatima Rossi i sar. (2013), Lee i sar. (2017)
i Benvenuti i sar. (2020), moze se ekstrapolirati da je opseg koncentracija Hcy kod
zdravih pasa 1,7-10,5 umol/L. Ako se u tumacenju rezultata u ovoj disertaciji prihvati da
navedene vrednosti Hcy karakteriSu zdrave pse, onda obe grupe pasa sa umerenom
formom lajSmanioze imaju koncentraciju Hecy u referentnom opsegu. Vrlo je slicna
situacija i sa koncentracijom Hcy medu psima sa blagom formom bolesti, i samo nekoliko
pasa u ovoj grupi ima blago povecane vrednosti. Nalazi Griitzner i sar. (2014), kao 1 jo§
dva autora (Patterson i sar., 2013; Golynski i sar., 2017) za zdrave pse su nesto drugaciji
1 iznose od 5,2 do 25,9 umol/L. Ako se koristi ovaj interval, ve¢ina pasa koji primaju
terapiju bi imala hipo-Hcy, dok bi svi ostali psi imali koncentraciju Hcy u okviru
vrednosti definisanih za zdrave pse. Psi sa blagom formom lajsmanijaze su jedino imali
blage klini¢ke znake 1 manja odstupanja od referentnih vrednosti kada se radi o rutinskim
hematoloSkim 1 biohemijskim analizama, te nije iznenaduju¢e zapaZanje da ni
koncentracija Hcy ne odstupa znacajno u odnosu na vrednosti referisane za zdrave pse.
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Nasuprot ovome, u grupi sa umerenom formom bolesti mogla bi se ocekivati neSto veca
koncentracija Hcy. Ti psi su imali brojne pokazatelje progresije bolesti: izrazite klinicke
znake, visok nivo specifiénih antitela, blagu neregenerativnu anemiju, povecanu
koncentraciju proteina akutne faze, uree i kreatinina (Solano-Gallego i sar., 2011,
Koutinas i sar., 2014; Cantos-Barreda i sar., 2018). S druge strane, postojao je inverzan
odnos izmedu koncentracije Hcy i1 vecine laboratorijskih parametara. Interesantno je da
je koncentracija Hcy negativno korelirala sa SAA i sa ceruloplazminom, jednim brzim a
drugim sporim proteinom akutne faze. Na osnovu tih nalaza se moze zakljuéiti da $to je
teze oStecenje tkiva, koncentracija Hcy je niza, iako nedvosmislenog objasnjenja za
ovakav nalaz vezan za Hcy jo$ uvek nema. Najmanje dve karakteristike sistemske
inflamacije mogu objasniti ¢injenicu da nije uoc¢ena veéa koncentracija Hey kod pasa sa
umerenom formom bolesti. Jedna od njih je smanjen apetit, koji dovodi do smanjenog
unosa metionina hranom (Patterson i sar., 2013) i posledi¢no smanjene konverzije u Hey.
Drugo objasnjenje moze biti vezano za Cinjenicu da postoji disproteinemija koja se
primarno karakteriSe uocljivom hipoalbuminemijom. Naime, albumin vezuje oko 90%
Hcy plazme (Hortin i sar., 2006). Smanjena sinteza albumina udruZena sa nefropatijom,
koja je veoma izvesna na osnovu povecanja vrednosti za ureu i kreatinin, moze drasticno
da smanji koli¢inu Hey “deponovanog” u krvi. Osim toga, svi navedeni podaci ukazuju
da se moze postaviti i dodatno pitanje vezano za (pato)fizioloske puteve eliminacije viska
slobodnog Hcy. Takode, nalaz negativne korelacije izmedu koncentracije nekoliko
pozitivnih proteina akutne faze i Hcy ide u prilog pretpostavci da Hcy ima svojstvo
negativnog akutno-faznog reaktanta kod pasa. Na to je ukazano u prethodnim
istraZzivanjima povezanosti sindroma sistemskog inflamatornog odgovora i promena u
nivou Hcy (Patterson i sar., 2013).

Na kraju, medu mnogim negativnim korelacijama pokazanim za Hcy u ovoj studiji,
veoma je interesantna ona koja pokazuje odnos specifi¢nih anti-lajSmanija antitela (IgG)
1 Hey, jer donosi implikacije vezane za imunski posredovano oStecenje endotela. lako se
¢ini da je smanjenje Hcy povezano sa jakom neefikasnom 1 po endotel Stetnom reakcijom
specificnog humoralnog imunskog odgovora, sam efekat Hcy vezan za oSte¢enje endotela
nije bas jasan. Moguce je da je oStecenje endotela posredovano Hcy mnogo jace u blagoj
formi, istovremeno doprinoseci progresiji bolesti ka umerenoj formi. S druge strane, ne
treba zanemariti ni scenario povecanog “utroska” Hcy in situ tokom ostec¢enja endotela.

U ovoj studiji nizi nivo Hey je bio jedini pokazatelj terapijskog delovanja kombinacije
miltefosina, alopurinola i suplemenata kompleksa vitamina B. Moguce je da relativno
kratak rok od 3 nedelje terapije zapravo nije omogucio da se uoce promene u proteinima
akutne faze (Daza Gonzalez i sar., 2019), odnosno da reparacija i regeneracija nisu
obezbedile smanjenje obima oSte¢enja tkiva. Smanjenje koncentracije Hcy je
najverovatnije nastalo zahvaljujuéi suplementaciji vitaminom Bi12 (Kather i sar., 2020).
Odnos izmedu medijana Hcy u grupama sa umerenom formom lajSmanijaze sa i bez
terapije je bio proporcionalan koncentracijama Hcy izmerenim kod pasa sa
hipokobalaminemijom (8,70 umol/L) i onima sa normalnom koncentracijom kobalamina
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(4,25 umol/L) (Benvenuti i sar., 2020). Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da u nasoj studiji nije
bilo razlike u koncentraciji Hcy izmedu netretiranih pasa sa blagom i umerenom formom
bolesti, ovi rezultati bi mogli biti osnova da se razmotri preporuka za ranu suplementaciju
vitaminom B kod pasa sa lajSmaniozom.

Takode, farmakoloSko dejstvo miltefosina bi moglo izazvati smanjenje koncentracije
Hcy. Naime, miltefosin inhibira sintezu fosfatidilholina (Dorlo 1 sar., 2012) te posledi¢no
i transfer metil-grupa sa S-adenosil-metionina moze da smanji stvaranje adenozil-
homocisteina, direktnog metabolickog prekursora Hey (Rios-Marco i sar, 2017). Nivo
Hcy je bio u pozitivnoj korelaciji sa brojem eritrocita i koncentracijom hemoglobina, §to
se moze eventualno objasniti jatrogenom destrukcijom eritrocita, jer sam miltefosin ima
hemoliti¢ka svojstva (Rios-Marco i sar., 2017). To dalje moze da prouzrokuje depleciju
depoa Hcy u eritrocitima (Andersson i sar., 1992). Ipak, veoma je tesko razdvojiti
navedeni “scenario” od ¢injenice da postoji anemija usled hroni¢ne inflamacije koja je
uobicajen nalaz kod pasa sa umerenom formom lajsmanioze (Solano-Gallego i sar.,
2011).

Oksidativni stres je veoma tipi¢na promena za inflamaciju i za lajSmaniozu (de Sousa
Goncalves i sar., 2021). Ipak, nivo Tiola i Tioli/Hcy u sve tri grupe nije ukazao na nizi
antioksidativni kapacitet seruma u umerenoj formi bolesti, ali ni na to da se vece vrednosti
mogu povezati sa terapijom. Dalje, razlika u aktivnosti PON-1 i odnosa PON-1/Hcy
pokazuju dodatni, potencijalno zastitni mehanizam suplementacije kompleksom B
vitamina. Osim $to je PON-1 deo sistema antioksidativne zastite, on takode hidrolizuje
Hcy-tiolakton, metabolit odgovoran za $tetne efekte hiperhomocisteinemije (Perla-Kajan
i sar., 2012). Povec¢ana potrosnja PON-1 kod neterapiranih pasa sa umerenom formom
lajdmanioze bi mogla da dovede do smanjenja aktivnosti ovog negativnog reaktanta
akutne faze, a u odnosu na pse sa blagom formom bolesti. Suplementacija kompleksom
B vitamina 1 posledi¢no smanjenje Hcy, moglo je doprineti viSoj vrednosti odnosa PON-
1/Hcy, a $to dalje moze ukazati na smanjenu potrosnju PON-1 na hidrolizu samog Hcy-
tiolaktona, ostavljajuc¢i vise dostupnog PON-1 za neutralizaciju reaktivnih radikala
kiseonika.

6.6. Koncentracija IgA

Rezultati ukazuju da je viSa koncentracija IgA povezana sa tezom fomom bolesti 1 sa
tretmanom. | prethodna istrazivanja su pokazala da koncentracija IgA raste sa
pogorsanjem bolesti (Reis i sar., 2006) i da je IgA zapravo imunoglobulin koji stvara
najvise imunskih kompleksa koji se potom deponuju u zidove krvnih sudova izazivajuci
ostecenje tkiva, tokom eksperimentalnih infekcija miseva (Perez-Aguilar i sar., 2011) i
kod pasa prirodno inficiranih sa Leishmania spp. (Aparecida de Carvalho i sar., 2021).

Na osnovu korelacija koncentracije IgA i1 biohemijskih parametara se takode jasno moze
videti da je poremecaj funkcije i oSteCenje tkiva bilo teze kod pasa sa vecom
koncentracijom IgA, Sto ovu klasu imunoglobulina povezuje sa nastalim promenama.
Vazno je istaci da je viSa koncentracija IgA pozitivno korelirala sa koncentracijom HPT
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Sto je vazan pokazatelj povezanosti hroni¢ne inflamacije 1 specificnog humoralnog
imunskog odgovora. Interesnatne su, premda ne u potpunosti neocekivane, i dve
negativne korelacije: aktivnost MMP-9 i koncentracija Hcy su negativno korelirale sa
koncentracijom IgA. Kao $to je ve¢ navedeno, niza aktivnost MMP-9 se sa velikom
verovatno¢om moZze povezati sa nizim brojem leukocita koji je postojao kod pasa sa
umerenom formom bolesti koju je pratio porast koncentracije IgA. Ukoliko se razmatra
eventualna disfunkcija endotela povezana sa talozenjem imunskih kompleksa, koji se u
najvecoj meri stvaraju upravo zahvaljujuci sintezi i sekreciji IgA (Aparecida de Carvalho
i sar., 2021), 1 ukoliko se prihvati hipoteza da se Hcy troSi/metabolise ,,in situ postaje
o¢ekivana dobijena povezanost ova dva parametra nalaze kod pasa obolelih od
lajSmanioze.

*k*k

U zakljuénim razmatranjima moZe se ista¢i da psi oboleli od lajSmanioze, drzani u
prihvatili§tu za pse u endemi¢nom podrucju Crne Gore, imaju jasnu i nedvosmislenu
povezanost tezine klini¢kih znakova bolesti, nivoa antitela protiv Leishmania spp.,
koncentracije ukupnih IgA, te hematoloskih i biohemijskih pokazatelja oStecenja funkcije
i strukture tkiva i organa. Podjednako vazno, tezina klinicki ispoljene bolesti je bila
povezana i sa pokazateljima sistemske inflamacije, i pokazatelja oStecenja endotela, $to
je jedan od malo razmatranih mehanizama u slozenoj patogenezi ove bolesti. Neophodno
je osvrnuti se i na nekoliko ¢injenica koje predstavljaju ograni¢enja u tumacenju dobijenih
rezultata. Prvi od njih je relativno mali broj pasa u studiji. Dodatno, studija je dizajnirana
kao opservaciona studija preseka, a ne prospektivna studija. U Sirem patobioloSkom i
klini¢kom kontekstu, interpretacija rezultata bi bila pouzdanija ukoliko bi u studiju bila
ukljucena i kontrolna grupa, formirana od pasa koji imaju negativan seroloski test i nisu
boravili u endemi¢nom podruc¢ju. Bez obzira na ogranienja, dobijeni podaci
predstavljaju odlican temelj za dalja istrazivanja molekularnih 1 klinickih aspekata ove
Zoonoze.
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7. ZAKLJUCCI

Zakljucci izvedene opservacione studije preseka su:

1.

Psi kod kojih je dijagnostikovana umerena forma bolesti, bez obzira da li su
dobijali terapiju, imali su u odnosu na pse sa blagom formom visi nivo specificnih
IgG protiv Leishmania spp., anemiju ¢ija patogeneza se barem delimi¢no moze
pripisati hroni¢noj inflamatornoj bolesti, i promene u biohemijskim parametrima
koji su ukazivali na hroni¢nu inflamaciju, oStecenje hepatocita i azotemiju.

Koncentracija SAA se nije razlikovala izmedu navedenih grupa, Sto ukazuje da
nisu postojali akutni insulti koji bi pokrenuli sintezu ovog proteina. Razlike u
koncentracijama HPT i CER, kao i aktivnosti PON-1, odrazavale su veéi stepen
oStecenja tkiva kod pasa sa umerenom formom bolesti u odnosu na pse sa blagom
formom.

Aktivnost proMMP-2, koja zavisi od funkcije endotelnih Celija, je bila niza kod
pasa sa umerenom formom bolesti bez terapije u odnosu na pse sa blagom
formom, i negativno je korelirala sa nivoom specifi¢nih IgG, $to daje potencijalnu
osnovu da je odrazavala disfunkciju endotela kod inficiranih pasa.

Medu parametrima koji se mogu smatrati uzro¢nicima odnosno pokazateljima
disfunkcije endotela istice se koncentracija Hcy, koja je negativno korelirala sa
pokazateljima sistemske inflamacije, nivoom specifi¢nih 1gG i ukupnog IgA.

Poliklonska hipergamaglobulinemija kod obe grupe pasa sa umerenom formom
bolesti, kao i ukupan IgA koji je bio visi kod pasa na terapiji sa umerenom formom
bolesti, a u odnosu na pse sa blagom formom, su najverovatnije odrazavale veci
stepen stvaranja imunskih kompleksa, te posledi¢no i veci stepen disfunkcije
endotela.

Tronedeljna terapija navedenim hemoterapeuticima i vitaminima se nije mogla
povezati sa manjim intenzitetom sistemske inflamacije niti promenama u nivou
veé¢ine molekula koji uti¢u na ili pokazuju funkciju endotela. lzuzetak je
koncentracija Hcey, koja je bila niZa kod pasa na terapiji u poredenju sa psima iz
drugih dveju grupa, najverovatnije usled suplementacije vitaminima B
kompleksa. Odsustvo razlike izmedu ostalih parametara bi se potencijalno moglo
objasniti kratkim trajanjem terapije.

Uopsteno posmatrano izvedena ispitivanja pokazuju da je intenzivan humoralni
odgovor na infestaciju sa Leishmania spp., koji je prec¢en preko nivoa specifi¢nih
antitela odnosno ukupnog IgA, povezan sa ve¢im stepenom sistemske inflamacije
1 tezim stepenom disfunkcije endotela. Takode, rezultati studije ukazuju na
opravdanost daljeg proucavanja aktivnosti proMMP-2 i koncentracije Hcy, kao
potencijalnih pokazatelja (dis)funkcije endotela, u smislu pracenja pozitivnih
ishoda terapije.
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