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Odgovor akutne faze kod pasa obolelih od babezioze tokom razlicitih godisSnjih doba i
veza pojave akutnog oboljenja sa meteoroloskim parametrima

Sazetak

Babezioza pasa, uzrokovana infekcijom protozoom Babesia canis, sezonska je bolest na
podrucju Beograda, glavnog grada Republike Srbije. Sezone pojave oboljenja se poklapaju sa
aktivnos¢u vektora krpelja Dermacentor reticulatus. Period inkubacije varira od cetiri do 21
dan, a klini¢ku sliku karakteriSe sistemska akutna inflamacija ili u teZim slu¢ajevima sindrom
sistemskog inflamatornog odgovora (eng. Systemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS).
Povezanost klimatskih i epidemioloskih faktora koja bi precizno pokazala i okarakterisala
sezone u kojima se ovo oboljenje javlja na teritoriji Beograda, do sada nije ispitana. Sa klinicko-
epidemioloSkog aspekta, namece se pitanje, da li je pojava SIRS-a vezana za pojedine sezone,
odnosno da li postoje razlike u intezitetu odgovora akutne faze kod pasa obolelih u razli¢itim
sezonama. Hipoteza ove studije bila je da je tokom prole¢ne sezone, u kojoj je ucestalost pojave
pasa akutno inficiranih B. canis najveca, odgovor akutne faze najintenzivniji, odnosno da ¢e
reaktanti akutne faze pokazati najvete promene, a da Ce broj pasa sa SIRS-om, biti
najzastupljeniji.

Prvi deo studije obuhvatio je ispitivanje ucestalosti pojave oboljenja na teritoriji Beograda
tokom cCetiri godine (2013-2016), u razli¢itim sezonama. Ispitan je kratkoroc¢ni uticaj (dve
nedelje) i dugorocni uticaj meteoroloskih parametara (godinu dana) koji su prethodili pojavi
872 zabeleZena slucaja babezioze pasa. Drugi deo studije ukljucio je 66 pasa, sa akutnom
infekcijom B. canis tokom 2017-2019. godine, od kojih je prikupljan visak pune krvi i seruma
koji su preostali posle dijagnostike oboljenja. Rutinskim laboratorijskim testovima su izvedene
hematoloske i biohemijske analize, dok je elektroforeza proteina izvedena na agaroznom gelu.
Parazitemija je odredena komercijalnom metodom lancane reakcije polimeraze, dok je
prisustvo IgG antitela protiv B. canis ispitano komercijalnim seroloskim testom.
Reaktanti/proteini akutne faze odredeni su slede¢im testovima: koncentracija serum amiloida
A komercijalnom ELISA-om (eng. Enzyme Linked Immunosorbent Assay), koncentracija
ceruloplazmina i aktivnost paraoksonaze 1 spektrofotometrijski, dok je za koncentraciju
fibrinogena primenjen metod zagrevanja uz precipitaciju proteina. Klasifikacija pasa na SIRS
pozitivne i negativne izvedena je prema odgovaraju¢im klini¢kim i laboratorijskim promenama,
dok su indeksi reaktanata akutne faze (IRAF) dobijeni racunskim putem. Razlike izmedu
varijabli ispitane su pomoc¢u Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U testa i Chi-square testa. Veze
izmedu varijabli kvantifikovane su Spirmanovim koeficijentima korelacije odnosno logistickom
regresionom analizom.

Rezultati analize distribucije pojave babezioze pasa omogucavaju podelu kalendarske godine
na Cetiri sezone: januar-februar, februar-maj, jun-septembar i oktobar-decembar. Broj
dijagnostikovanih slucajeva pokazuje bimodalnu distribuciju sa najve¢im brojem tokom kasne
zime i proleca i neSto manje tokom jeseni. Pokazano je da su u sezoni sa najve¢im brojem
slucajeva (februar-maj) kratkorocni ,optimalni uslovi za pojavu babezioze pasa temperatura
(3-16) °C pri vlaZnosti vazduha (53-87) %. Temperatura je pokazala dugorocan uticaj na
pojavu oboljenja, pa se tako, sa njenim povecanjem u jesen i zimu, kao i smanjenjem u kasno



prolece i rano leto, broj slucajeva povecavao tokom sledeteg zimsko-prole¢nog perioda.
Takode, smanjenje vlaznosti vazduha tokom jeseni i zime povezano je sa povecanjem slucajeva
u sledecem zimsko-prole¢nom periodu. Rezultati analize klinicko-epidemiloSkih podataka
pokazuju da se odnos pasa sa i bez SIRS-a, kao i odnos seroreaktivnih i seronegativnih pasa nije
razlikovao izmedu sezona. Ipak, psi oboleli u sezoni februar-maj imali su 25-60 puta vecu
verovatnocu za pojavu vecih IRAF od pasa obolelih u druge dve sezone. Parazitemija i
koncentracija kreatinina, albumina i gvoZda bili su nizi kod pasa obolelih u sezoni februar-maj
u poredenju sa onima obolelim u druge dve sezone.

Rezultati ove teze pokazuju da meteoroloski parametri imaju kratkoroc¢ni i dugoroc¢ni uticaj na
ucestalost pojave babezioze u pojedinim sezonama. lako pojava akutne babezioze pasa u sezoni
februar-maj nije povezana sa ¢eS¢om pojavom SIRS pozitivnih pasa, povezana je sa ve¢im
intezitetom reakcije akutne faze.

Kjucne reci: Babesia canis, reakcija akutne faze, sezonalnost
Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Patoloska fiziologija

UDK broj: 619:576.89:599.735.13



Acute phase response in dogs with babesiosis during different seasons and the
relationship between the occurrence of acute disease and meteorological parameters

Summary

Canine babesiosis, caused by infection with a protozoan Babesia canis, is a seasonal disease in
the area of Belgrade, the capital of the Republic of Serbia. The seasons of the disease coincide
with the activity of the vector Dermacentor reticulatus. The disease incubation period varies
between 4 and 21 days, and the clinical picture is characterized by systemic acute inflammation
or, in severe cases, Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS). A connection between
meteorological parameters and epidemiological factors that could help characterize the
seasons in which this disease occurs in the region of Belgrade, has not been investigated
previously. From the clinical-epidemiological aspect, there is a question whether the
occurrence of SIRS is restricted to some seasons, or, in other words, whether there are
differences in the intensity of the acute phase response in dogs infected in different seasons.
This study hypothesized that during the spring season, when the frequency of dogs acutely
infected with B. canis is the highest, the acute phase response is also the most intense, with
acute-phase reactants showing the greatest changes, and the fraction of dogs with SIRS
reaching its maximum.

The first part of the study investigated the disease frequency in the Belgrade region in different
seasons during four years (2013-2016) when a total of 872 were recorded. A short-term
influence (two weeks prior) and long-term influence of meteorological parameters (up to one
year prior) were analyzed.

The second part of the study included 66 dogs with acute B. canis infection diagnosed between
2017 and 2019. Laboratory analyses were conducted using the excess of the whole blood and
serum that remained after the diagnosis of the disease. Hematological and biochemical analyses
were performed by routine laboratory tests, while agarose gel was used for electrophoretic
analysis of proteins. Parasitemia was measured by a polymerase chain reaction method in a
commercial laboratory. The presence of IgG antibodies against B. canis was tested by a
commercial serological test. The following techniques were used for analyses of acute-phase
proteins: commercial Enzyme Linked Immunosorbent Assay for serum amyloid A
concentration, spectrophotometry for ceruloplasmin concentration and paraoxonase 1 activity,
and heat denaturation method for fibrinogen. The dogs were classified as SIRS positive or
negative according to a predefined set of clinical and laboratory changes. The indexes of acute
phase reactants (IRAF) were calculated. The significance of the differences between the
variables was tested using the Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U, and Chi-square tests. The
relationships between variables were quantified by Spearman correlation coefficients and
logistic regression analyses.

The number of diagnosed canine babesiosis cases showed a bimodal distribution wherein four
seasons of the year can be distinguished: January-February, February-May, June-September
and October-December. The highest number of the cases was recorded during late winter and
spring, i.e.,, in the February-May season, and the other, less prominent maximum, occurred
during autumn. In the season with the highest number of cases, from February to May, short-
term (two weeks prior) "optimal" conditions for the occurrence of dog babesiosis were
temperatures (3-16) °C and relative humidity (53-87) %. Further, temperature showed a



statistically significant correlation with the number of diagnosed cases, implying its long-term
effect on the disease occurrence. Thus, with a temperature decrease in late spring and early
summer, and its increase in autumn and winter, the number of cases increased during the
winter-spring period of the following year. Also, a decrease in relative humidity during autumn
and winter was linked to an increase in cases in the following winter-spring period. The
clinical-epidemiological data showed no seasonal differences in the frequency of dogs with and
without SIRS, and the ratio of seroreactive and seronegative dogs. However, dogs infected in
the February-May season were 25- to 60-fold more likely to develop higher IRAFs than dogs
infected in the other seasons. In this season, parasitemia and concentrations of creatinine,
albumin, and iron were lower than in dogs infected in the other seasons.

The results of this thesis imply a significant short-term and long-term influence of
meteorological parameters on the frequency of canine babesiosis in certain seasons. The
occurrence of acute canine babesiosis in the February-May season seemed not to be associated
with a more frequent occurrence of SIRS-positive dogs. Still, its occurrence in this season was
linked to a higher intensity of the acute phase reaction.

Key words: Babesia canis, acute phase reaction, seasonality
Scientific Field: Veterinary Medicine
Special Field of Study: Pathophysiology
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Uvod

1. UVOD

Kroz istoriju, poc¢evsi od pecinskog slikarstva gde je pas prikazan kao Covekov pomoc¢nik u lovu,
pa do danas, psi su simbol zajedniStva, vernosti, prijateljstva i ljubavi. Danas je drustvo psa
sastavni aspekt Zivota mnogih ljudi. Vlasnici sa svojim ljubimcima ostvaruju vezu u kojoj ne
samo da pruzaju vec i primaju ljubav i naklonost i dozivljavaju ih kao ¢lanove porodice. Kao
posledica ovakve veze, vlasnici posvecuju sve viSe paZnje zdravlju svojih ljubimaca. Svest
vlasnika o opasnostima koje vrebaju njihove ljubimce je svakim danom veca, te je i primena
antiparazitika i drugih profilaktickih sredstava postala uobic¢ajena. Medutim, pojava babezioze
je ipak ucCestala medu psima.

Za odrZavanje babezioze na jednom lokalitetu potrebna su dva domacina, krpelj i pas. Medutim
i bez pasa, u populaciji krpelja uzro¢nik se moZe odrZati nekoliko godina. Na teritoriji Beograda
najces¢i uzrocnik je Babesia canis. U organizmu psa, B. canis inficira eritrocite, stvarajuci
solubilne antigene koji aktiviraju imunolo$ki odgovor i inflamatornu reakciju koja moze biti
razlicitog intenziteta. Opisana je akutna infekcija sa sistemskom inflamacijom ili SIRS-om (eng.
Systemic Inflammatory Response Syndrome) i ponekad letalnim ishodom, ali i supklinicka,
hroni¢na infekcija sa inflamatornom reakcijom blagog intenziteta, usled koje dolazi do blazih
promena laboratorijskih parametara.

Pravi domacin babezije je krpelj Dermacentor reticulatus, u kome se odvija seksualno
razmnozavanje, a ulogu prelaznog domacina u kome se odvija aseksualno razmnoZavanje pored
psa najverovatnije mogu imati kojot, Sakal, rakun, afri¢ki divlji pas i lisica. Krpelj u organizam
psa inokuliSe sporozoite (infektivne oblike B. canis), koji naseljavaju eritrocite u kojima se dele
bespolnim putem stvaraju¢i merozoite. Sisanjem krvi na inficiranim psima krpelj u organizam
unosi eritrocite inficirane merozoitima. U krpelju se onda obavlja seksualno razmnoZavanje, a
uzro¢nik moZe da migrira u pljuvacne Zlezde, Cime je spreman za novu infekciju psa, ili
naseljava ovarijume i prenosi se na slede¢u generaciju krpelja.

Babezioza pasa je sezonsko oboljenje koje odslikava sezone vezane za aktivnost krpelja.
[strazivanja Sirom Evrope pokazuju da se najveci broj slucajeva belezi tokom proleca i jeseni,
Sto je u skladu sa najvecom aktivnosS¢u D. reticulatus. Ispitivanje sezonalnosti babezioze nije
sprovedeno na teritoriji Beograda, u kome se pored proleéa i jeseni znacajan broj slucajeva
beleZi i tokom zimskih meseci kada je prosetna temperatura znacajno niZa od optimalne za
aktivnost D. reticulatus. Pored temperature i drugi parametri poput vlaZnosti vazduha, koli¢ine
padavina, vazduSnog pritiska i obla¢nosti mogu uticati na aktivnost i Zivotni ciklus krpelja. 1z
ovih razloga, u doktorskoj disertaciji ispitana je povezanost meteoroloskih i epidemioloskih
parametara koji precizno pokazaju i karakteriSu sezone u kojima se ovo oboljenje javlja na
teritoriji Beograda.

Posmatarno sa klini¢ckog stanovista, babezioza pasa se moZe javiti u nekomplikovanoj i
komplikovanoj formi. Klinicki znaci nekomplikovane forme uklju¢uju blede sluzokoze,
groznicu, anoreksiju, letargiju, splenomegaliju, hipotenziju. Kod komplikovane forme moze
do¢i do Soka, rabdomiolize, akutnog respiratornog distresa, akutne insuficijencije jetre,
akutnog pankreatitisa, diseminovane intravaskularne koagulacije i ¢esto se zavrsi uginu¢em.
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Uvod

Obe forme karakteriSu se odgovorom akutne faze, ali je intezitet tog odgovora razlicit. NajcesSci
laboratorijski nalazi su blaga normocitna, normohromna anemija, trombocitopenija i
leukopenija. Medutim, ponekada se mogu uocliti leukocitoza pra¢ena neutrofilijom i
limfocitozom. Biohemijski rezultati naj¢eS¢e ukazuju na smanjenje ukupnih proteina i
albumina, dok se koncentracija alanin amino-transferaze i kreatinina povecava. Babeziozu prati
i promena proteina akutne faze, koji su nespecificni ali osetljiv pokazatelj oSte¢enja tkiva. Da bi
se povecala osetljivost kojom se detektuje otecenje tkiva, i zabeleZile manje, ali prisutne razlike
u odgovoru organizma na oStecenje, u ovom radu je primenjeno kombinovanje viSe reaktanata
akutne faze u jedinstven indeks. Naime, kombinovanjem takozvanih ,brzih“ i ,sporih® i
pozitivnih i negativnih reaktanata akutne faze dobija se indeks koji oslikava viSestruke
promene u organizmu tokom sistemske inflamacije. Na taj nacin je obezbedeno jednostavnije
poredenje intenziteta inflamatornog odgovora medu jedinkama obolelim u razli¢itim
sezonama. Pretpostavlja se da teZina oboljenja tokom infekcije B. canis zavisi od faktora vezanih
za vektore: broja sporozoita koji su se oslobodili iz pljuvacnih Zlezda krpelja, broja infektivnih
krpelja koji su infestirali psa, virulencije soja B. canis ali i faktora vezanih za pse: prisustvo
eventualnih koinfekcija ili komorbiditeta i imunoloSkog statusa domacina. Moguce je
pretpostaviti da su u sezoni najvece aktivnosti krpelja D. reticulatus, psi inficirani viSestrukim
ubodima krpelja uz inokulaciju veéeg broja infektivnih sporozoita. Zbog svega navedenog u ovoj
doktorskoj disertaciji je, odredivanjem hematoloskih i biohemijskih parametara i proteina
akutne faze, ispitano i postojanje razliCitog stepena osSteCenja tkiva i intenziteta odgovora
akutne faze tokom razlic¢itih sezona pojave babezioze pasa.
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2. PREGLED LITERATURE
2.1. Babezioza pasaizazvana protozoom Babesia canis

2.1.1. Babesia canis kao etioloski faktor

Babezioza je vektorski prenosivo oboljenje sisara ¢iji je uzro¢nik Babesia, protozoa iz reda
Piroplasmida. Babesia je intraeritrocitni parazit koji je prvi put identifikovan 1888. godine u
eritrocitima goveda i ovaca. Po pronalazacu, rumunskom bakteriologu Viktoru Babezu, ovaj
mikroorganizam je 1893. godine dobio ime Babesia (Uilenberg, 2006). Samo dve godine nakon
toga, babezioza je prvi put opisana kod pasa (Roncalli Amici, 2001). NajceS¢i uzrocnik

babezioze pasa na teritoriji Beograda je Babesia canis (Davitkov i sar., 2015), ¢iji je glavni vektor
krpelj Dermacentor reticulatus (Karbowiak, 2014).

2.1.2. Zivotni ciklus B. canis

Za kompletiranje Zivotnog ciklusa, Babesia zahteva dva domacina, krpelja i sisara, u kojima
prolazi kroz tri stadijuma: 1) gametogonija (formiranje i spajanje gameta u epitelnim ¢elijama
creva krpelja), 2) sporogonija (aseksualno razmnoZavanje u pljuvacnim Zlezdama krpelja) i 3)
merogonija (aseksualno razmnoZavanje u eritrocitima sisara). Tokom uzimanja krvnog obroka,
krpelj prenosi sporozoite (infektivne oblike parazita - Bebesia spp.) iz svojih pljuvac¢nih Zlezda
u krvotok psa (Irwin, 2010). Iako postoje dokazi o vertikalnoj infekciji (Mierzejewska i sar.,
2014) i infekciji transfuzijom inficirane krvi (Stegeman i sar., 2003), nacin na koji se ve¢ina pasa
inficira je preko inficiranih krpelja. Kada se nadu u krvotoku psa, sporozoiti se
glikozaminoglikanima i sijaloglikoproteinima vezuju za eritrocite i prodiru u njih (Lobo i sar.,
2012). U eritrocitima se hrane i transformisu u trofozoite od kojih deobom nastaju merozoiti.
Merozoiti liziraju eritrocit u kome su nastali i inficiraju novi. Proces umnozavanja se nastavlja
do uginu¢a domacina ili, mnogo ¢e$ce, dok imunoloski sistem domacina ne prekine ovaj proces
(Uilenberg, 2006). UmnoZavanje se odvija asinhrono tako da se u krvotoku domacina
istovremeno mogu naci razli¢ite razvojne faze parazita. U eritrocitima neki od merozoita
transformiSu se u pregametocite, koje Kkrpelji uzimanjem krvnog obroka unose u svoj
organizam. U crevima krpelja pregametociti se diferenciraju u muske i Zenske gamete, a zatim
se spajaju formirajuci zigot. Zigot prolazi kroz barijeru digestivnog trakta krpelja, ulazi u
hemolimfu gde sazreva u ookinet i raznosi se u razli¢ite organe krpelja ukljucujuéi pljuvacne
zlezde i ovarijume. Dospevanjem u ovarijume Babesia inficira jaja i transovarijano se prenosi
na sledeéu generaciju krpelja, a zatim se transstadijalno prenosi kroz sve razvojne faze zZivotnog
ciklusa krpelja (Chauvin i sar., 2009). Ukoliko ookinet dospe u pljuvacne Zlezde, nastupa
sporogonija i formiraju se nediferentovani sporoblasti. Kada inficiran krpelj zapo¢ne ishranu
na domacinu, sporoblasti se diferenciraju u sporozoite, koje krpelji iz pljuvacnih Zlezda ubacuju
u krvotok sisara i inficiraju ih. Iz jednog sporoblasta moZe nastati izmedu 5000 i 10000
sporozoita (Homerisar., 2000). Babesia se transovarijalnom i trasstadijalnom infekcijom moze
prenositi kroz nekoliko generacija krpelja bez nove infekcije (Uilenberg, 2006).
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2.1.3. Patogeneza

U patogenezi babezioze pored uzro¢nika odgovornog za infekciju eritrocita i njihovu
razgradnju, vaznu ulogu ima i odgovor imunoloskog sistema domacina na parazitemiju.

Jedine cCelije koje B. canis inficira su eritrociti. UmnoZavanjem u eritrocitima, Babesia povectava
njihovu osmotsku osetljivost Sto dovodi do oStecenja celijske membrane eritrocita, i
posledi¢no, povecane intravaskularne i ekstravaskularne hemolize, tj. do anemije. Anemiji
doprinosi i liza neinficiranih eritrocita koja je posledica oksidativnog oStecenja i imunolo3ki
posredovanih mehanizama koji dovode do aktivacije sistema komplementa ili fagocitoze
(Vannier i sar., 2015). Oslobadanje proinflamatornih citokina se moZe pokrenuti kontaktom
¢elija imunoloSkog sistema sa glikozil-fosfatidilinozitolnom komponentom antigena babezije,
prisutnom na povrSini samog parazita ili inficiranih eritrocita (Cornillot i sar., 2012).
Posledi¢no se stimuliSe oslobadanje azot-monoksida koji moZe unistiti parazita, ali proizveden
u veé¢im Kkoli¢inama uzrokuje i o$teéenje ¢elija organizma. Cak i u uslovima niske parazitemije,
anemija moZe biti ozbiljna, Sto ukazuje na uklanjanje i neinficiranih eritrocita, kao i na vaznu
ulogu faktora koji nisu povezani sa samim parazitom u patogenezi bolesti.

Uprkos hemolizi, kod pojedinih pacijenata se moZe uociti pove¢anje hematokritske vrednosti
koje ukazuje na dehidrataciju. Ova relativna policitemija nastaje zbog preraspodele te¢nosti iz
intravaskularnog u ekstravaskularni prostor. Preraspodelom tecnosti povetava se rizik
akutnog zatajivanja bubrega, oSte¢enja mozdanih funkcija, kao i otkazivanja funkcija drugih
organa i uginuca.

U regulaciji broja eritrocita vaznu ulogu ima slezina u kojoj se vrsi njihova razgradnja, kao i
ekstramedularna hematopoeza, nastala zbog anemije. Ovo objasnjava pojavu splenomegalije
pacijenata obolelih od babezioze (Vannier i sar., 2015).

Cinjenica da je u cirkulaciji vi$e eritrocita sa jednim parazitom od onih u kojima se nalaze dva
parazita, ukazuje da su ranije inficirani eritrociti uklonjeni iz cirkulacije. Ovo se moZe objasniti
imunoloskim odgovorom koji uniStava inficirane eritrocite, ali takode moZe biti zbog
sekvestracije u unutras$njosti organa, ili kombinacijom oba mehanizma (Schetters, 2019).
Pokazano je da B. bovis ekspresijom VESA (eng - Variant Erythrocyte Surface Antigen) na
povrsini inficiranih eritrocita stimuliSe njihovo vezivanje za endotel krvnih sudova u procesu
koji se naziva sekvestracija (0'Connor i Allred, 2000). Smatra se da je na ovaj nacin smanjen
njihov pristup ¢elijama imunoloskog sistema i uklanjanja u slezini, ¢ime B. bovis izbegava
imunoloski odgovor domacina i obezbeduje perzistentnu infekciju (Vannier i sar., 2008). Kod
B. canis opisani su geni koji bi mogli ucestvovati u ekspresiji ovakvog proteina. Prisustvo VESA
nije opisano na eritrocitima inficiranim B. canis, ali jeste ekspresija parazitskih antigena koji
mogu imati ulogu u pocetnom vezivanju eritrocita za endotel krvnih sudova (Schetters, 2019).
Vezivanje eritrocita za endotel mozZe da dovede do zatvaranja malih krvnih sudova i tkivne
hipoksije (Vannier i sar., 2008).
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2.1.4. Imunitet protiv protozoa iz roda Babesia

Urodeni imunitet ima ulogu u zastiti od babezioze. Pokazano je da su NK celije (eng. Natural
Killer cells) i makrofagi vazni u zastiti od babezioze. Veza izmedu nivoa NK ¢elija i otpornosti na
B. microti pokazana je kod miSeva u ranim fazama infekcije. IstraZivanja su pokazala visoku
aktivnost NK ¢elija tokom vrhunca parazitemije i faze oporavka (Ristic, 1988). Ispitivanjem na
miSevima pokazana je i uloga makrofaga. Eliminacija makrofaga silicijum-dioksidom eliminiSe
i zaStitu od B. microti (Kostroisar., 2015). Takode, pokazano je da inhibicija makrofaga potpuno
onemogucava zaStitu imunizovanih miSeva od B. rodhaini i dovodi do visokog mortaliteta
(Zivkovic i sar., 1985).

U formiranju imuniteta na babeziozu ucestvuju i humoralni i ¢elijski faktori. U pocetnoj fazi
infekcije sporozoiti se kratko zadrZavaju u krvotoku. U ovom periodu, pre ulaska sporozoita u
eritrocite, antitela ih mogu vezati i neutralisati (Abdalla i sar., 1978). Medutim, smatra se da
humoralni imunoloski odgovor ima ograniceni znacaj. Ranije studije na miSevima su pokazale
da se serumom koji sadrZi specificna antitela moZe preneti odreden stepen imuniteta na B.
microti (Mahoney, 1967). Medutim, miSevi imuni na B. rodhaini ostaju zaSti¢eni nakon doze
zracenja koja suzbija proizvodnju antitela (Zivkovic i sar., 1984), a prenos imunog seruma
imunodeficijentnim miSevima inficiranih B. microti ne dovodi do prekida infekcije (Matsubara
i sar., 1993). Eksperimenti na konjima i teladi pokazali su da IgG antitela, opsonizacijom i
uniStavanjem slobodnih parazita, kao i inficiranih eritrocita citotoksi¢nim mehanizmima,
znacajno smanjuju parazitemiju (Knowles i sar., 1994). Nastanak parazitemije B. rodhaini moze
se odloZiti imunim serumom, ali on ne sprecava razvoj infekcije i uginuce inficiranih miseva
(Abdalla i sar., 1978).

Pokazano je i da Babesia moZe modifikovati humoralni imunitet domacina kako bi imala uslove
za uspesno parazitiranje. Proteini B. bigemina eksprimirani na povrsini eritrocita ucestvuju u
vezivanju IgM, Sto se smatra znacajnim za rast i prezivljavanje parazita (Echaide i sar., 1998).
Ovu hipotezu podrzava i zapaZanje da su miSevi sa nedostatkom IgM otporni na infekciju B.
microti (Rosenberg i Evans, 1979). Sli¢na zapaZanja postoje i za komponente komplementa,
budu¢i daje primeceno da su neke od njih neophodne za ulazak B. rodhaini u eritrocite coveka
(Chapman i Ward, 1977). Takode, kod miSeva je otkriveno da prisustvo komplementa inhibira
fagocitozu merozoita B. rodhaini (Abdalla i sar., 1978).

Klju¢nu ulogu u otpornosti na babeziozu imaju T limfociti. Nakon eksperimentalne infekcije sa
B. microti miSevi bez timusa imali su poviSenu i upornu parazitemiju, za razliku od miseva sa
timusom kod Kkojih je parazitemija bila prolazna (Ruebush i Hanson, 1980a). Kod misSeva
imunizovanih protiv B. rodhaini dolazi do rasta parazitemije ukoliko se tretiraju antitimocitnim
serumom (Zivkovic i sar., 1985). Pokazano je da prenos preciS¢enih T limfocita miSevima
obezbeduje otpornost protiv B. microti (Ruebush i Hanson, 1980b), a prenos imunih timocita
imunodeficijentnim misevima dovodi do oporavka od infekcije B. microti (Matsubara i sar.,
1993). Vaznost CD4* T limfocita potvrdena je ispitivanjem na miSevima. Infekciji B. microti
podlozniji su miSevi bez CD4+* T limfocita nego miSevi koji posedu ove celije, dok kod miSeva
bez CD8* T limfocita osetljivost na infekciju nije promenjena ili je cak smanjena (Igarashi, 1994;
Shimada i sar., 1996).
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2.1.5. Klini¢ko-patoloSke promene

Klinicke manifestacije babezioze pasa uzrokovane B. canis mogu biti razlicite, od supklinicke
infekcije (Kovacevic Filipovi¢ i sar., 2018) do viSestrukog otkazivanja organa i uginuca (Welzl i
sar., 2001). Najces¢i klinicki simptomi povezani sa babeziozom su apatija, letargija, anoreksija,
blede sluznice, poviSena telesna temperatura, dehidratacija i pigmenturija (Bili¢i sar., 2018).

Tokom infekcije B. canis najces¢a i najizraZenija hematoloSka promena je trombocitopenija,
koja moZe varirati od blage do teske. Uprkos trombocitopeniji, spontana krvarenja, petehije i
ehimoze su retke. Uz trombocitopeniju jedna od glavnih karakteristika babezioze je anemija.
Promenjeni su i drugi hematoloski parametri, pa nastaje leukopenija, neutropenija i limfopenija
(Solano-Gallego i sar., 2016), a broj eozinofila moze biti poviSen ili sniZen (Mathé i sar., 2006).
Na infekciju B. canis organizam odgovara sa APR (eng. Acute Phase Reaction) kada dolazi do
promene u koncentraciji APP (eng. Acute Phase Proteins). Hemoglobinemija, hemoglobinurija,
bilirubinemija i bilirubinurija nastaju kao posledica hemolize. Cest nalaz kod babezioze je
splenomegalija (Bili¢ i sar., 2018).

Kod teZih oblika oboljenja moZe do¢i do komplikacija i oSte¢enja razlicitih organa, pa se moZze
razviti hepatitis, bubreZna insuficijencija, pankreatitis, diseminovana intravaskularna
koagulopatija, akutni respiratorni distres sindrom, poremecaj centralnog nervnog sistema i
oStecenje misica (Mathé i sar., 2006; Matijatko i sar., 2009).

2.1.6. Dijagnostika

Sumnja na babeziozu postavlja se na osnovu epidemioloske situacije i klinicke slike. Informacije
o regionalnoj pojavi babezioze su veoma vaZne, kao i anamnesticki podaci o putovanju pasa u
endemska podrucja. Promene odredenih laboratorijskih parametara mogu dodatno pojacati
sumnju i uputiti na preduzimanje specifi¢nih dijagnostickih metoda (Bili¢ i sar., 2018).

Mikroskopski pregled krvnog razmaza je brza, najzastupljenija, najjednostavnija i najjeftinija
dijagnosticka metoda klinicke babezioze. Dijagnoza se zasniva na identifikaciji parazita u
eritrocitima na krvnom razmazu (Giemsa, Diff-Quick ili Romanowsky), pregledanih pod
svetlosnim mikroskopom. Jedan od nedostataka ovog nacina dijagnostike je relativno niska
osetljivost. Procenjuje se da je grani¢na vrednost detekcije parazita na krvnom razmazu 0,001
% inficiranih eritrocita (pribliZno 5000 inficiranih eritrocita po mililitru krvi) (Birkenheuer i
sar., 2003). Takvi eritrociti manje su gustine te se lociraju po rubovima razmaza (Kirtz i sar.,
2012). Njihova zastupljenost ve¢a je u malim krvnim sudovima poput kapilara u uhu (Beugnet
iMoreau, 2015), pa se za postizanje vece osetljivosti testa preporucuje uzorkovanje krvi sa ovog
mesta. Na krvnom razmazu moguce je razlikovati ,velike“ (B. canis, B. vogeli) od ,malih“ (B.
gibsoni, B. microti-like) babezija, dok je za odredivanje vrste potrebno uraditi molekularnu
dijagnostiku.

Molekularna tehnika, lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction - PCR) ima
veliku specificnost i omogucava preciznu identifikaciju vrsta i podvrsta Babesia. Zbog velike
osetljivosti PCR je koristan za otkrivanje infekcije niskim nivoom parazita, a granica detekcije
je 50 parazita po mililitru krvi (Birkenheueri sar., 2003). Medutim, vazno je naglasiti da je nalaz
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PCR testiranja venske krvi negativan ubrzo nakon lecenja Zivotinje i kod hronic¢nih infekcija.
Ovo je u skladu sa €injenicom da se paraziti zadrZavaju u jetri i slezini, ¢cime se objaSnjava pojava
recidiva (Beugnet i Moreau, 2015). U slu¢ajevima negativnih PCR rezultata, hroni¢na infekcija
moZe se otkriti seroloskim testiranjem (Bili¢ i sar., 2018).

SeroloSki testovi mogu se primenjivati dug period nakon infekcije, jer antitela mogu opstati
mesecima ili ¢ak godinama, te mnoge Zivotinje imaju antitela bez klini¢kih znakova, zbog ¢ega
se rezultati moraju pazljivo tumaciti (Beugnet i Moreau, 2015). IFAT (eng. Indirect Fluorescent
Antibody Test) je test koji se najc¢eSCe primenjuje kao pomoc¢no sredstvo u dijagnostici
babezioze pasa. Smatra se da je IFAT visoko osetljiv i umereno specifican za otkrivanje
hronic¢nih i supklini¢kih infekcija (Bili¢ i sar., 2018). Medutim, zbog potrebnog perioda od osam
do deset dana za proizvodnju antitela, u akutnim infekcijama moguce je dobiti negativne
rezultate. U istrazivacCke i epidemioloSke svrhe se ve¢inom koristi ELISA (eng. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) (Bili¢ i sar., 2018; Beleti¢ i sar., 2021).

2.1.7. Terapija

Imidokarb dipropionat je lek izbora u terapiji babezioze pasa izazvane protozoom B. canis.
Smatra se da postoji nekoliko mehanizama njegovog dejstva: sprecava ulazak inozitola u
inficirane eritrocite, Sto izaziva gladovanje parazita; ometa proizvodnju ili upotrebu poliamina
od strane parazita, ili oStecuje DNK B. canis i inhibira replikaciju. Preporucena doza imidokarb
dipropionata od strane Uprave za hranu i lekove u Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama, iznosi 6,6
mg/kg intramuskularno ili supkutano, koju je potrebno ponoviti za dve nedelje (Baneth, 2018).

Ovakva terapija nekomplikovanih slucajeva dovodi do znacajnog poboljsanja klinickog stanja
pacijenta u roku od 24 do 48 cCasova, sa profilaktickim dejstvom od cetiri do Sest nedelja.
Aplikacija imidokarb-dipropionata povezana je i sa nezZeljenim efektima kao Sto su bol na mestu
aplikacije i holinergicki simptomi (salivacija, lakrimacija, povracanje, dijareja, podrhtavanje
miSic¢a, tahikardija i dispneja). NeZeljeni efekti brzo prolaze, a neki se mogu spreciti
premedikacijom atropinom ili glikopirolatom. Treba znati da se imidokarb-dipropionat ne sme
koristiti u vec¢oj dozi od propisane, jer u dozi od 10 mg/kg ispoljava toksicne efekte od kojih su
najcesc¢i nekroza jetre i nefrotoksicnost (Bili¢ i sar., 2018).

2.1.8. Profilaksa

U cilju prevencije babezioze pasa potrebno je spreciti kontakt krpelja i psa. Poseban oprez je
neophodan u prolece i jesen kada su krpelji najaktivniji. Preporucuje se izbegavanje oblasti u
kojima su oni zastupljeni, kao i redovni pregledi od strane vlasnika. Ukoliko se pronade krpelj,
potrebno ga je Sto pre ukloniti i ne dozvoliti da zapocne ishranu, a time i prenos B. canis. U borbi
sa krpeljima primenjuju se brojna akaricidna sredstva sa razli¢itim mehanizmima dejstva:
repelentno dejstvo, sprecavnje vezivanja i pocetka ishrane, ili brzo ubijanje krpelja i
sprecavanje oslobadanja B. canis u krvotok psa kada je krpelj ve¢ zapoceo ishranu. Zbog
moguceg prenosa uzrocnika transfuzijom inficirane krvi, sve pse donore treba testirati (Bilic¢ i
sar., 2018).
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Za postizanje zastite u upotrebi je i vakcina protiv B. canis, koja sadrZi rastvorljive antigene
parazita (eng. Soluble Parasite Antigens — SPA) (Schetters, 2005). Ova vakcina dovodi do porasta
titra antitela, koja ne sprecavaju nastanak babezioze, ali smanjuju teZinu klinicke slike. Vakcina
se aplikuje dvokratno sa razmakom od tri nedelje, a zaStita nastaje tri nedelje nakon druge doze
i traje najmanje Sest meseci. Nakon toga, revakcinacija jednom dozom dovoljna je za odrZavanje
imuniteta dodatnih Sest meseci (Schetters i sar., 2006).

2.2. Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794): Dermacentor: Metastriata: Ixodidae: Ixodoidea:
Ixodida: Parasitiformes: Acari: Arachnida: Chelicerata: Arthropoda: Ecdysozoa: Protostomia:
Bilateria: Animalia: Opisthokonta: Eucariotes: Life.

2.2.1. Zivotni ciklus D. reticulatus

Krpelji imaju kompleksan Zivotni ciklus, tokom koga kraci vremenski period parazitiraju na
kicmenjacima. U procesu razvi¢a prolaze kroz stadijum larve, nimfe i adulta. Svi razvojni
stadijumi obligatno se hrane krvlju domacina na kojima parazitiraju. Dermacentor reticulatus
trodomacinski je krpelj Sto znaci da svaki razvojni stadijum ima svog domacina. Larve, nimfe i
adulti uzimaju po jedan krvni obrok. Nakon zasi¢enja napustaju domacina, larve i nimfe se
presvlace u slededi stadijum, a Zenke pocinju sa polaganjem jaja (Milutinovi¢ i sar., 2012). Kada
se presvuku, a pre pocetka traganja za domacinom, svi razvojni stadijumi miruju nekoliko dana
u kom periodu kutikula potpuno o¢vrsne. Na domacinu se nalaze samo tokom uzimanja obroka
a najveci deo Zivota provode u vegetaciji ili na tlu (Estrada-Pefia, 2015).

U laboratorijskim uslovima na 30 °C, larve se izlegu iz jaja nakon 12-19 dana (Arthur, 1960),
dok se u prirodi to najc¢eS¢e deSava nakon jednog meseca i ukoliko su uslovi sredine optimalni,
za oko dve nedelje pocinju sa potragom za domac¢inom (Wall i Shearer, 2008). Veli€ina larvi je
0,5 mm i najceS¢e parazitiraju na malim sisarima kao $to su glodari i karnivori, povremeno i
pticama. Na domacinima se zadrZavaju Cetiri do Sest nedelja, od ¢ega se hrane 2,5-6 dana. U
srednjoj Evropi, ishrana se odvija od maja do jula sa najve¢om zastupljenosc¢u u periodu jun-jul
(Foldvarii sar., 2016). Nakon uzimanja obroka, larve se odvajaju od domacina, padajunatloiu
prirodnim uslovima, nakon dve do tri nedelje, presvlace se u nimfe. Najkra¢i period od
odvajanja sa domacina do presvlacenja u nimfe, zabelezen u eksperimentalnim uslovima,
iznosio je pet do sedam dana (Arthur, 1960). ZabeleZeno je da larve koje nisu uzele krvni obrok
mogu preZiveti Sest meseci (Arthur, 1960).

Posle presvlacenja, nimfe miruju oko dve nedelje nakon cega traze domacina za krvni obrok.
Kao i kod larvi, domacini su mali sisari i ptice na kojima parazitiraju mesec dana (jul-avgust).
Veli¢ina nimfi je od 1,4 mm do 1,8 mm. Obrok uzimaju tokom cetiri do dvanaest dana, posle
Cega se odvajaju od domacina i za 10-14 dana presvlace u adulte (Foldvari i sar., 2016).
Eksperimentalno je pokazano da nimfe koje nisu uzele krvni obrok, na sobnoj temperaturi
mogu preZiveti 37 dana (Arthur, 1960).

Divlji i domaci prezivari, konji i psi naj¢es¢i su domacini odraslih krpelja. Aktivnost adulta u
prirodi i potraga za domacinom najveca je u prolece i jesen, dok tokom leta gotovo u potpunosti
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prestaje (Foldvari i sar., 2016). Sa ciljem pronalaZenja domacina penju se na travu ili drugu
vegetaciju, Cija je visina direktno povezana sa velicinom domacina na kome se hrane. U
vegetaciji, krpelji ¢ekaju prolazak domacina zauzimaju¢i karakteristi¢an, aktivan ,questing“
poloZaj, u kom je prvi par nogu podignut, a sa preostala tri para, krpelji su oslonjeni na
vegetaciju (Milutinovi¢ i sar., 2012). Halerovim organom smeS$tenim na prvom paru nogu
detektuju stimuluse koje iz spoljaSnje sredine Salju domacini. Na osnovu tako primljenih
informacija, krpelji se grupisu na lokacijama sa ve¢om verovatno¢om kontakta sa domac¢inima.
Pri direktnom kontaktu, na domacina se kace prvim parom nogu. U questing poloZaju ostaju do
prelaska na domacina ili dok transpiracijom preko kutikule ne izgube odredenu koli¢inu vode.
Krpelji mogu nadoknaditi vodu ili spuStanjem u mikrostaniste sa vecom vlazno$¢u vazduha, gde
vodu mogu apsorbovati iz atmosfere, ili pijenjem. Kada dostignu odredeni stepen hidriranosti
ponovo se penju na vegetaciju. Ovaj proces se ponavlja do uspeSnog kacenja za domacina. Stoga,
prezivljavanje krpelja u ovoj fazi Zivota povezano je sa relativnom vlaznos¢éu vazduha (koja
zavisi i od apsolutne koli¢ine vodene pare u vazduhu, i od temperature vazduha). Ako je ona
toliko niska da krpelj ne moZe da apsorbuje vodu iz vazduha, krpelj ¢e dehidrirati i uginuti
(Estrada-Pefia, 2015). Zenke D. reticulatus otpornije su na isusivanje od muZjaka (Hornok i
Farkas, 2009).

Zenke se hrane 9-15 dana. Ovaj period najkradi je tokom proleéa, u jesen je duZi za jedan do
dva dana, a tokom zime cak tri do Cetiri dana (Balashov, 1972). Nenasisane Zenke veli¢ine su
izmedu 3,8 mm i 4,2 mm, dok nasisane dostiZu 1 cm (Foldvariisar. 2016). Prvi korak u procesu
ishrane krpelja je probijanje koZe i sekrecija ,cementa“, supstance koja se sastoji od proteina,
lipida i ugljenih hidrata. Pri kontaktu sa domac¢inom, cement se stegne i doprinosi fiksiranju
krpelja. Tokom ishrane postoje naizmenicni periodi sisanja krvi i salivacije sa regurgitacijom
pljuvacke u kojoj se nalazi nekoliko desetina farmakoloSki aktivnih jedinjenja (histamin
vezuju¢i proteini, inhibitori komplementa, imunoglobin vezujuéi proteini, modulatori
leukocita) koja doprinose neprekidnom protoku krvi, liziranju ¢elija koje okruzuju mesto uboda
i izbegavanju imunoloskog odgovora domacina (Nuttall i Labuda, 2004). Ritam ishrane je takav
da je uzimanje obroka najintenzivnije nocu, ujutru se smanjuje, a tokom dana je minimalno.
Ovakav ciklus se smenjuje tokom sisanja koje je sporo sve do poslednjeg dana kada krpelj uzima
najvecu koli¢inu obroka. Brzo sisanje krvi poslednjeg dana podstaknuto je parenjem (Oliver,
1989). Velic¢ina krvnog obroka koji mogu uzeti, porededi sa veli¢inom njihovog tela, relativno je
velika i iznosi nekoliko mililitara, a moguca je zahvaljuju¢i koncentraciji uzete krvi eliminacijom
vode iz nje sekretom pljuvacnih Zlezda (Estrada-Pefia, 2015).

Adulti D. reticulatus mogu da toleriSu gladovanje, te mogu preziveti tri do Cetiri godine bez
prisustva domacina (Foldvari i sar., 2016). Muzjaci Cija je veli¢ina (4,3-4,8) mm, hrane se
intermitentno, Sto ih ¢ini vaZznim vektorima. Obrok uzimaju tokom tri do pet dana, a na
domacinu provode dva do tri meseca. U tom periodu oplode nekoliko Zenki (Balashov, 1972), a
kada potrose seme umiru (Kiszewski i sar., 2001).

Spermatogeneza i oogeneza pocinju u stadijumu nimfe, a zaustavljaju se kod adulta. Nastavak
formiranja muskih i Zenskih polnih ¢elija uslovljen je kacenjem za domacina i uzimanjem
obroka, pa je ishrana preduslov parenja (Kiszewski i sar., 2001). Tokom uzimanja obroka Zenka
luc¢i feromone kojima privla¢i muZjake. Parenje se odvija na domacinu, a Zenka nastavlja sa
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ishranom tokom parenja i nakon njega (Saari i sar., 2019). Po zavrSetku ishrane Zenka se odvaja
od domacina i na tlu polaZe jaja prekrivena sekretom koji ih $titi od isuSivanja. Broj poloZenih
jaja proporcionalan je velicini Zenke i iznosi 3000-7200. U zavisnosti od temperature i vlaznosti
vazduha, polaganje jaja traje Sest do 25 dana, a u nepovoljnim uslovima (temperatura ili
vlazZnost vazduha iznad ili ispod optimalnih), poCetak se moZe odloZiti nekoliko nedelja (Wall i
Shearer, 2008). Cirkadijalni ritam polaganja jaja regulisan je fotoperiodom, a vrhunac je tokom
no¢i. Smatra se da svetlost deluje inhibitorno na ovaj proces (Fujisaki i sar., 1973). Nakon
polaganja jaja, Zenka umire (Peter, 1993).

Zavisno od uslova sredine, Zivotni ciklus D. reticulatus se moze zavrsSiti za godinu dana ili, ako
krpelj ude u dijapauzu, za dve godine (Foldvariisar., 2016).

2.2.2. Aktivnost

Za aktivnost krpelja karakteristicna je periodi¢nost kojom se Zivotni ciklus prilagodava
godiSnjim dobima. Sezonski ritmovi manifestuju se na nivou populacije i bazirani su na izmeni
perioda aktivnosti (traZenje domacina, ishrana, razvoj nakon ishrane) i perioda uspavanosti
(eng. dormancy) u sinhronizaciji sa vremenskim uslovima (Belozerov, 1982).

Uspavanost se smatra stanjem minimalne metabolicke aktivnosti sa prestankom rasta i razvoja,
bilo kao reakcija na nepovoljne uslove ili kao deo normalnog godi$njeg ritma organizma. U
okviru uspavanosti razlikuju se dijapauza i mirovanje (eng. quiescence) (Belozerov, 2009).
Dijapauza predstavlja neurohumoralno posredovano stanje niske metabolicke aktivnosti kao
odgovor na brojne stimuluse iz okruZenja koji prethode nepovoljnim uslovima. Dijapauza,
dakle, nije direktan odgovor na nepovoljne uslove, ve¢ odgovor na signale koji najavljuju njihov
pocetak. Dijapauza prethodi pocetku nepovoljnih uslova Sto krpeljima omogucéava
prezivljavanje (Belozerov, 1982). Mirovanje je stanje ukocenosti krpelja i neposredan je
odgovor na nepovoljne uslove sredine, obi¢no nisku temperaturu, a nasuprot dijapauzi,
prestaje sa nestajanjem nepovoljnih uslova. Pored dijapauze i mirovanje uslovljeno niskim
zimskim teperaturama moZe odloZiti potragu za domacinom, kao i ishranu krpelja koji su ve¢
na domacinu. Ako dijapauza nije dovoljno duga da se izbegne trajanje nepovoljnih uslova,
krpelji mogu uéi u post-dijapauzno mirovanje, i ostati ukoceni do pojave povoljnih uslova
(Belozerov, 2009). Dijapauzu i mirovanje nije moguce razlikovati jednostavnim posmatranjem
u prirodi, posebno usled pojave post-dijapauznog mirovanja (Gray i sar., 2016).

Sa fizioloskog gledista razlikuju se dva tipa dijapauze, bihejvioralna i razvojna. Bihejvioralna je
odlaganje potrage za domacinom nenasisanih krpelja i odlaganje sisanja krpelja koji se ve¢
nalaze na domacdinu. Razvojna dijapauza je odlaganje embriogeneze, presvlacenja nasisanih
nezrelih stadijuma i polaganja jaja nasisanih oplodenih Zenki (Milutinovi¢ i sar., 2012).
Dijapauza ima za cilj sinhronizaciju razvoja i aktivnosti krpelja sa povoljnim vremenskim
uslovima, odnosno izbegavanje nepovoljnih uslova (npr., ekstremno niske ili visoke
temperature, susa, nedostatak hrane). Cilj se postiZe blokiranjem nekih od klju¢nih dogadaja u
zivotnom ciklusu ¢ime se usporava metabolizam, smanjuje potrosSnja energije i kiseonika.
Fiziologija dijapauze nije dovoljno ispitana, ali dosadasnja saznanja ukazuju na postojanje tri
kljuCna koraka u obradi stimulusa koji je indukuju. Prvi je registrovanje signala iz spoljasnje
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sredine, drugi prikupljanje ovih informacija u mozgu i treci prenos ovih informacija u obliku
hormonskog signala, posredstvom neurosekretornih Celija (Belozerov, 1982).

Primarni stimulus za indukciju dijapauze izgleda da je fotoperiod (duZina obdanice), jer njegova
promena precizno najavljuje smenu godiSnjih doba. Odgovor krpelja na njega je spor i obi¢no
je potrebno dve do tri nedelje izloZenosti promeni fotoperioda da bi nastupila dijapauza. U
mnogim sluc¢ajevima fotoperiod je vaZan ne samo za pocetak dijapauze, ve¢ i njeno odrZavanje
i kraj. Medutim, kod nekih krpelja nakon uzimanja obroka izmenjena je reakcija na fotoperiod,
pa on dovodi do dijapauze, ali je ne odrZava. Takode, starenje krpelja dovodi do slabljenja
uticaja fotoperioda na pocetak i odrzavanje dijapauze. Kriti¢an fotoperiod je duZina obdanice
pri kojoj krpelj ulazi u dijapauzu ili izlazi iz nje, a on varira sa geografskom Sirinom, Zivotnom
fazom i genetikom lokalne populacije krpelja. Promena temperature moZe menjati duZinu
kriticnog fotoperioda. JoS uvek je nejasno da li je dijapauza krpelja izazvana fizioloSkom
promenom aktiviranom dostizanjem odredene duZine obdanice, ili krpelj reaguje na postepenu
promenu duZine obdanice. U vecini laboratorijskih istraZivanja je pretpostavljeno da je
specificna duZina obdanice sama po sebi dovoljna da indukuje dijapauzu. Medutim, neki autori
smatraju da, u prirodi, akumulacija senzornih informacija moZe biti relevantnija (Gray i sar.,
2016).

Na aktivnost krpelja pored fotoperioda veliki uticaj ima i temperatura, pa je zimska dijapauza
D. reticulatus zabeleZena u regionima sa hladnom zimom, dok u toplijim krajevima blagi zimski
uslovi nisu dovoljni za njeno aktiviranje. Kod D. reticulatus oblik koji najceS¢e prezimi u
bihejvioralnoj dijapauzi su nenasisani adulti, dok je prezimljavanje nasisanih Zenki, larvi i nimfi
rede, tako da u prolece sveZe presvuceni adulti ¢ine samo 5 % individua. Za razliku od vecine
trodomacinskih krpelja, D. reticulatus ima sposobnost prezimljavanja na domacinu. Tokom
zimskog perioda se ne hrani, premda u uslovima blage zime adulti mogu biti aktivni tokom cele
godine. U Velsu njihova aktivnost je zabeleZena pri temperaturi od 3,3 °C tokom danai -5,4 °C
tokom no¢i (Féldvari i sar., 2016). U isto¢nom delu Poljske optimalni uslovi pri kojima traga za
domacinom su (4-21) °Ci (61-100)% relativne vlaZnosti vazduha (Bartosik i sar., 2011), dok
su u juznom delu Italije optimalni uslovi (13-18) °C i (45-60) % relativne vlaZnosti vazduha
(Olivieriisar., 2017). Nakon zimskog perioda aktivni su odmah po nestanku sneznog pokrivaca,
pri temperaturi od (2-4) °C, pa je moguce naci aktivne krpelje tokom januara i februara
(Karbowiak, 2014). Kao donji i gornji temperaturni prag aktivnosti pominju se temperature od
1°Ci 39 °C (Bartosik i sar., 2011). JuZno od Beograda najveca aktivnost Dermacentor vrsta
zabeleZena je u prolece pri srednjoj dnevnoj temperaturi od 10 °C i relativnoj vlaznosti vazduha
od 73 % (Milutinovi¢ i Radulovi¢, 2002). U zapadnom delu Sibira aktivni su tokom prolec¢a
(april-jun) i kratko tokom jeseni, dok su u Velsu i Francuskoj aktivni ve¢im delom godine sa
kratkom letnjom dijapauzom (jun-avgust) i mirovanjem od mesec dana u zimskom periodu
(decembar-januar) (Martinod i Gilot, 1991; Peter, 1993).

2.2.3. Dermacentor reticulatus kao vektor

Neposredne posledice ishrane D. reticulatus su oSteCenje koze psa. Pored toga, on je glavni
vektor protozoe Babesia canis a takode je vektor i drugih patogena, kao Sto su: B. caballi,
Theileria equi, Anaplasma marginale. Zbog ovih karakteristika, kao i zbog visoke stope

reprodukcije i sposobnosti da prezivi na razliCitim staniStima, D. reticulatus ima veliki
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epidemioloski znacaj (Karbowiak, 2014). Pored horizontalne transmisije medu krpeljima preko
domacina, patogen se moZe prenositi i vertikalno sa Zenke na jaja i transstadijalno.
Eksperimentalnim ispitivanjem pokazano je da D. reticulatus na psa moZe preneti B. canis osam
casova nakon pocetka ishrane (Varloud i sar., 2018).

2.3. Reakcija akutne faze

Reakcija akutne faze (APR) je sistemska reakcija organizma na lokalni ili sistemski poremecaj
homeostaze usled dejstva infekcije, povrede tkiva, neoplazme ili imunoloskog poremecaja
(Gabay i Kushner, 1999). Svrstava se u urodeni imunitet koji je odgovoran za zastitu organizma
tokom rane faze oStecenja tkiva ili poremecaja homeostaze. To je nespecificna i kompleksna
reakcija organizma, javlja se nekoliko minuta nakon narusene homeostaze, a svrha mu je da je
obnovi i otkloni uzrok njenog poremecaja. Manifestuje se nizom promena u organizmu kao Sto
su: poviSena telesna temperatura, anoreksija, somnolencija, letargija, leukocitoza, aktivacija
sistema komplementa, disbalans procesa hemostaze, povecanje nivoa adrenokortikotropnog
hormona, glukokortikoida i bakra, smanjenje nivoa tiroksina, kalcijuma, cinka, gvozda, vitamina
A i a-tokoferola. Javljalju se i katabolicke promene (pojacana lipoliza, glukoneogeneza i
negativan ,bilans azota“), kao i promenjen biosintetski ,,obrazac” proteina plazme, prvenstveno
zbog metabolickih promena u jetri (Gruys i sar., 1994; Dinarello, 1983, 1989).

Zbog kompleksnosti i velikog broja fizioloSkih, imunoloskih i biohemijskih mehanizama, treba
istaci glavne karakteristike APR (Kajikawa i sar., 1999):

e APR je veoma brz, razvija se pre stimulacije specificnog imunoloSkog odgovora i u
mnogim slucajevima pre nastanka klini¢kih znakova bolesti. Stoga, moZe se smatrati
jednim od najranijih markera svakog patoloskog procesa ili oboljenja.

e APR je nespecificna, tj. promene koje nastaju su istovetne bez obzira na uzrok koji je
doveo do osStecenja tkiva ili poremecaja homeostaze.

e Tokom APR dolazi do promena u proteinima akutne faze koje su specifi¢ne za vrstu.

Funkcija APR je da spreci dalje oStecenja tkiva, otkloni uzrok poremecaja, izoluje i unisti
patogen ili infektivni organizam, i da aktivira mehanizme oporavka organizma domacdina
(Baumann i Gauldie, 1994). Usled prejakih, hronicnih ili rekurentnih stimulusa, kao i razlicitih
dodatnih poremecaja kod pacijenata, APR moZe da dovede do obimnijeg oSteéenja tkiva i daljih
komplikacija (Ceciliani i sar., 2002).

Pokretanje APR ukljucuje delovanje citokina, tj. polipeptidnih signalnih molekula koji se
stvaraju na mestu delovanja faktora koji je doveo do lokalnog ili sistemskog poremecaja
homeostaze. Proizvode se u razli¢itim Celijama, ali najvazniji izvor su makrofagi i monociti.
Citokini difunduju u ekstracelularnu tec¢nost, cirkuliSu u krvi, i mogu delovati autokrino,
parakrino ili endokrino. Celije su vrlo retko izloZene dejstvu samo jednog citokina; najéesce se
radi o kombinaciji vise njih ¢iji efekti mogu biti antagonisticki ili sinergisticki (van Miert, 1995).
Glavni citokini u APR su: interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), faktor
nekroze tumora-a (eng. Tumor Necrosis Factor Alpha - TNF-a), interferon-y (INF-y) i
transformisuci faktor rasta 3 (eng. Transforming Growth Factor Beta - TGF-3) (Gabay i Kushner,
1999; Kushner, 1993; Wigmore i sar., 1997).
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Koncentracija citokina u serumu povecava se u roku od par sati nakon pocetnog stimulusa, a
potom se u roku od nekoliko sati citokini uklanjaju iz cirkulacije. [ako je promena njihove
koncentracije prva promena u organizmu nakon naruSene homeostaze, zbog izuzetno kratkog
poluZivota, retko se koriste u dijagnosticke svrhe (Gruys i sar., 1994; Blackburn, 1994).

Citokini imaju veliki uticaj na neuroendokrini sistem i na metabolizam. Dejstvo na centralni
nervni sistem mogu ostvariti: a) pasivnom difuzijom u delovima gde je krvno moZdana barijera
(eng. Blood Brain Barrier - BBB) nerazvijena ili slabo razvijena, kao i na mestima njenog
oSteCenja; b) aktivnim transportom kroz BBB; c) vezivanjem za receptore na BBB ¢ime
aktiviraju sekundarne glasnike koji deluju na neuronsku aktivnost; ili d) vezivanjem za
paraganglije koje oslobadanjem neurotransmitera stimuliSu nervus vagus (Banks i sar., 1995;
Maier i Watkins, 1998). PoviSena telesna temperatura, karakteristicna za APR, je jedan od
glavnih znakova neuroendokrinih promena uzrokovanih citokinima (Dinarello, 1999). PoviSen
nivo glukokortikoida je takode jedna od posledica delovanja citokina, stimulisanjem stvaranja
kortikotropnog oslobadajuceg hormona i posledi¢ne reakcije osovine hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda, ili povetanjem sinteze glukokortikoida direktnim delovanjem na
nadbubreznu Zlezdu (Chrousos, 1995). Od promena u ponaSanju indukovanih citokinima
javljaju se anoreksija, somnolencija i letargija (Gabay i Kushner, 1999). Citokini takode menjaju
metabolizam ugljenih hidrata, masti i proteina. U hepatocitima menjaju koncentraciju nekih
enzima (citohrom P450, azot oksid sintetazu, superoksid dismutazu, hem oksigenazu,) i metal-
vezujucih proteina, a snizavaju nivo cinka. Takode, smanjuju ekspresiju receptora za hormon
rasta na hepatocitima odnosno nivo insulinu sli¢cnog faktora rasta 1 (Johnson, 1997; Wolfi sar.,
1996). Jedna od uloga citokina u APR je stimulacija sinteze proteina akutne faze u jetri.

2.3.1. Proteini akutne faze

Proteini plazme ¢ija se koncentracija menja tokom odgovora akutne faze nazivaju se proteini
akutne faze (APP). Glavno mesto njihove sinteze su hepatociti, ali pojedini APP imaju i izoforme
koje mogu stvarati endotelne celije, fibroblasti, leukociti, epitelne celije tubula korteksa
bubrega, enterociti, adipociti, epitelne ¢elije mlecne Zlezde, pneumociti tipa II i alveolarni
makrofagi (Dobryszycka, 1997; Ebersole i Cappelli, 2000; Eckersall i sar., 2001; Fournier i sar.,
2000; Jabs i sar., 2003; Kovacevi¢ Filipovi¢ i sar., 2012; Lin i sar., 2001). Njihova uloga je u
kontroli reakcije akutne faze, smanjenju lokalnog oStecenja tkiva i obezbedenju uslova za
odvijanje regeneracije ili reparacije tkiva (Ansar i Ghosh, 2016).

Tokom odgovora akutne faze, koncentracija APP u plazmi menja se znacajno i dinamic¢no. Oni
¢ija koncentracija raste nazivaju se pozitivni APP. Kao najznacajniji APP kod pasa se navode
serum amiloid A, C reaktivni protein, ceruloplazmin, haptoglobin i fibrinogen. Proteini ¢ija se
koncentracija smanjuje, nazivaju se negativni APP. Manje su brojni u odnosu na pozitivne APP,
a medu najvaznije predstavnike kod pasa se ubrajaju albumin, transferin i paraoksonaza.
Pozitivni APP ucestvuju u opsonizaciji mikroorganizama i njihovih produkata, aktivaciji
sistema komplementa, vezivanju ostataka liziranih celija, neutralizaciji enzima, uklanjanju
slobodnih radikala i u modulaciji imunoloSkog odgovora (Jain i sar., 2011).

Sinteza APP je pod kontrolom citokina i hormona (insulin i glukokortikoidi) (Ansar i Ghosh,

2016). Glavni medijator sinteze vecine APP u jetri je IL-6, dok IL-1 i TNF-a indukuju sintezu
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manjeg broja ovih proteina. Kupferove Celije nakon stimulacije pro-inflamatornim citokinima
proizvode IL-6 Kkoji deluje na hepatocite (Knolle i sar., 1995). Aktiviranjem osovine
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda proizvode se glukokortikoidi. Oni pojacavaju
ekspresiju receptora za citokine na hepatocitima i na taj nacin doprinose sintezi APP (Heinrich
i sar., 1990). Glukokortikoidi takode dovode do smanjene sinteze citokina (IL-1, IL-6 i TNF-a)) u
monocitima i makrofagima, formirajuci sistem negativne povratne sprege izmedu nervnog i
imunoloskog sistema u cilju kontrole sinteze citokina (Baybutt i Holsboer, 1990). Smanjena
proizvodnja IL-1 i TNF-a u mononuklearnim fagocitima postiZe se i dejstvom IL-6, ¢ime se
kaskadna reakcija ogranic¢ava (Schindler i sar., 1990). U regulaciji tj. ogranicavanju sinteze APP
uCestvuje i jetra brzim uklanjanjem citokina iz cirkulacije. Takode, Kupferove Ccelije
oslobadanjem IL-10 smanjuju lokalnu proizvodnju IL-6 (Knolle i sar., 1995). Rekacija
hepatocita na citokine delom je ograni¢ena i dejstvom IL-1 i IL-4 i pojedinim APP koji mogu
promeniti proizvodnju citokina u monocitima (Loyer i sar., 1993; Pue i sar., 1996).

Pozitivni APP mogu se klasifikovati na osnovu stepena promene njihove koncetracije tokom
APR. Koncentracija ,,Major“ ili ,glavnih“ APP se povecava 10 do 100 puta, kod ,Moderate“ ili
Jsumerenih“ APP dva do 10 puta, dok se blaga povecanja, manja od dvostrukog, beleZe za
»,Minor“ili ,sporedne“ APP (Ceréni sar., 2005).

Porast koncentracija tzv. "brzo reaguju¢ih” APP (npr. serum amiloida A) je veoma izraZen
tokom Cetiri sata nakon zapaljenskog stimulusa, nakon ¢ega se brzo sniZava na fizioloski nivo
(Gabay i Kushner, 1999). Drugi APP se smatraju "sporo reaguju¢im” buduci da se karakterisu
kasnijim porastom Kkoncentracije u plazmi, koji se odrzava do dve nedelje po prestanku
stimulusa (Petersen i sar., 2004). Pad koncentracije APP odslikava proces oporavka od
oStecenja tkiva ili narusavanja homeostaze, koji se okoncava u roku od cCetiri do sedam dana
nakon inicijalnog stimulusa ukoliko nema daljeg oSte¢enja tkiva. Kada je aktivirana
ponovljenim stimulusima, APR moZe postati hroni¢na. U takvim uslovima, koncentracija APP je
povecana, ali u znatno manjem stepenu povecanja u poredenju sa APR (Heegaard i sar., 2000;
Murtaugh, 1994). Manjak aminokiselina nastao usled povecane potroSnje zbog proizvodnje
pozitivnih APP i drugih vaznih medijatora zapaljenja uzrokuje smanjenje koncentracije
negativnih APP (Paltrinieri, 2008).

Treba napomenuti da dugo gladovanje, ishrana siromasna proteinima, anoreksija ili oStecenje
jetre mogu smanyjiti sintezu APP (Gruys i sar., 2005).

Serum amiloid A (SAA) je familija proteina koji su se kroz evoluciju vrlo malo menjali.
Pokazano je da razlicite vrste imaju veliku homologiju DNK domena odgovornih za sintezu ovih
proteina, pa tako misji i ljudski imaju 76 % identi¢nih sekvenci (Zhang i sar., 2019). Pored
sisara, pronadeni su kod riba (Jensen i sar., 1997), a pronalazak kod bodljokoZaca ukazuje da je
SAA nastao pre vise od 500 miliona godina. Zbog toga se moze zakljuciti da SAA ima vaznu
funkciju u organizmu (Santiago i sar., 2000).

SAA je prvobitno otkriven kao komponenta amiloida u amiloidozi A, nakon ¢ega je dokazano i

njegovo prisustvo u plazmi tokom APR, a kasnije i da je on apolipoprotein lipoproteina velike

gustine (eng. High Density Lipoproteins — HDL), koji je glavni nosilac SAA u krvi (Benditt i

Eriksen, 1971; Levin i sar., 1972; Morrow i sar., 1981). SAA ima viSe izoformi koje se na osnovu
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odgovora tokom zapaljenskog stimulusa mogu podeliti u dve grupe. Konstitutivne izoforme
SAA prisutne su u uslovima fizioloSke ravnoteZe (eng. Constitutive Serum Amyloid A - C-SAA) i
kao apolipoproteini ulaze u sastav HDL. Njihova se koncentracija ne menja tokom zapaljenja.
Tokom reakcije akutne faze nastaje serum amiloid A akutne faze (eng. Acute-Phase Serum
Amyloid A - A-SAA) cija koncentracija intenzivno raste. (Uhlar i Whitehead, 1999).

Glavno mesto sinteze C-SAA i A-SAA je jetra. Tokom APR jetra usmerava veliki deo sintetskih
kapaciteta u proizvodnju A-SAA, koji Cine oko 3 % njenih ukupno sintetisanih proteina.
Koncentracija A-SAA u plazmi povecava se do 1000 puta (Morrow isar., 1981). Pored povecanja
u plazmi, njeno povecanje otkriveno je i u oSte¢enom tkivu tokom zapaljenske reakcije. Sinteza
A-SAA indukovana je sa nekoliko faktora koji variraju u zavisnosti od vrste tkiva i tipa celije u
kojoj se sintetiSe. U jetri ovu ulogu imaju citokini, od kojih su najvazniji IL-1, IL-6 i TNF-a (Uhlar
i Whitehead, 1999). Koncentracija A-SAA u plazmi pocinje da raste tri do Cetiri sata nakon
zapaljenskog stimulusa i najve¢u koncentraciju dostiZe za 24 h. Pod uslovom da nema daljeg
stimulusa, na ovom nivou zadrazava se dva dana, a na bazalni nivo vra¢a se nakon sedam do
deset dana (Lindhorst i sar., 1997). PoluZivot cirkuliSu¢eg A-SAA je oko 90 minuta (Tape i
Kisilevsky, 1990). Pored hepatocita, A-SAA mogu sintetisati i makrofagi, glatkomisi¢ne celije,
endotelne celije, adipociti, Lejdigove celije, mononuklearne celije slezine, Kupferove celije,
granulociti, sinovijalni fibroblasti, hondrociti i epitelne ¢elije mle¢ne Zlezde, kolona, prostate,
bubrega i plu¢a (Benditt i Meek, 1989; Marhaug i sar., 1997; Meek i sar., 1994; Rokita i sar.,
1987; Urieli-Shoval i sar., 1998; Yamada i sar., 1996).

Uloge A-SAA: Mehanizmi putem kojih A-SAA ucestvuje u APR su i dalje predmet istraZivanja.
Do sada je pokazano da je neophodan za hemotaksu celija na mesto zapaljenja, stimulisuci
migraciju limfocita, monocita, neutrofila, nezrelih dendriticnih ¢elija, T-Celija, mastocita,
endotelnih ¢elija, glatko miSi¢nih Celija i sinovijalnih fibroblasta (De Buck i sar., 2016). Deluje i
kao opsonin, vezuju¢i ostatke bakterija, gljiva i parazita u cilju aktivacije komplementa i fagocita
(Cray i sar., 2009). Ovaj protein direktno vezuje neke gram-negativne bakterije kao Sto su
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Vibrio
cholerae i Pseudomonas aeruginosa. Vezivanje se obavlja preko liganda, spoljno membranskog
proteina A, koji se nalazi na vecini gram-negativnih bakterija. Nakon njihovog vezivanja, A-SAA
deluje kao opsonin za makrofage i neutrofile (Hari-Dass i sar., 2005). A-SAA mozZe ispoljiti
antivirusnu aktivnost protiv hepatitis C virusa (HCV) kroz inhibiciju replikacije virusa i
blokiranjem ulaska virusa u ¢eliju. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da se A-SAA i HCV vezuju
za isti receptor na hepatocitima (Lavie i sar., 2006).

Proinflamatorna aktivnost A-SAA ukljucuje i indukciju sinteze pro-IL-18 preko aktiviranja
NRLP3 (eng. Nucleotide-Binding Domain Leucine-Rich Repeat-Containing Family, Pyrin-Domain
Containing 3) tokom akutnog zapaljenja. NLRP3 aktivira kaspazu-1, a ona ucestvuje u konverziji
pro-IL-1f3 u njegov bioloski aktivan oblik IL-1 (Migita i sar., 2012). Indukuje stvaranje i drugih
proinflamatornih citokina (IL-1a, IL-6, IL-23 i TNF- a), hemokina (CXCL8 i CCL2) i enzima
razgradnje ekstracelularnog matriksa (kolagenaza, matriks metaloproteinaze 2 i 3) (Ather i
sar., 2011; Badolato i Oppenheim, 1996; De Buck i sar., 2016; Griffiths i sar., 2017).
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Brza sinteza A-SAA tokom APR dovodi do povecanja njegove koncentracije u plazmi i zamene
apolipoproteina HDL sa A-SAA. Koncentracija apolipoproteina A1 (apoA-1), apoA-2, apoC i
apoE u HDL, opada tokom APR, njihovo mesto popunjava A-SAA, koji zavisno od stepena
zapaljenja moze Ciniti od 30 do 80 % proteinske komponente HDL (Lindhorst i sar., 1997). A-
SAA moZe biti vezan i sa lipoproteinima koji sadrze apoB-100, lipoproteinima male i
lipoproteinima vrlo male gustine. IstraZivanja gojaznosti i ateroskleroze na misevima ukazuju
da ishrana sa visokim udelom masti dovodi do preraspodele A-SAA na lipoproteine koji sadrze
apoB-100 (King i sar., 2010; Subramanian i sar., 2008).

Bioloske karakteristike HDL koji sadrzi A-SAA razlicite su od fizioloSkog HDL, prisutnog u
plazmi tokom homeostaze. Ovako izmenjen HDL u zapaljenju ucestvuje u recikliranju
holesterola. A-SAA pojacava afinitet HDL ka makrofagima, a smanjuje ka hepatocitima.
Ci$¢enjem mesta zapaljenja od eritrocita, mrtvih ¢éelija i ¢elijskih ostataka, makrofagi postaju
bogati holesterolom. Nakon ostvarivanja kontakta HDL sa makrofagima, holesterol brzo prelazi
na HDL od koga se odvaja A-SAA. Smatra se da takav HDL transportuje holesterol do koStane
srzi u kojoj se ponovo koristi za hematopoezu, odnosno najverovatnije za granulopoezu. Ovo je
korisno za organizam, jer se tokom zapaljenja, zbog povecane proizvodnje eritrocita, leukocita,
i ¢elija zapaljenja, i zbog obnove oStecenog tkiva, povecavaju potrebe za holesterolom, te se na
ovaj nacin smanjuje njegov gubitak (Kisilevsky i Manley, 2012).

Mnoge proinflamatorne aktivnosti A-SAA, se smanjuju kada je A-SAA vezan za HDL. Na primer,
HDL inhibira proizvodnju TNF-a u monocitima indukovanu od strane A-SAA i smanjuje
hemotaksi¢ne osobine A-SAA (Badolato i sar., 1994; Franco i sar., 2011). Medutim, vezivanje A-
SAA za povrsSinu gram-negativnih bakterija nije inhibirano (Hari-Dass i sar., 2005).

Ve¢ina poznatih efekata A-SAA je proinflamatorna, on pokazuje i antiinflamatorne
karakteristike. A-SAA potencira oslobadanje antiinflamatornog citokina IL-10 (Cheng i sar.,
2008; Lee i sar., 2006; Song i sar., 2009), smanjuje groznicu nastalu dejstvom IL-1 i TNF-a.
Inhibira proliferaciju limfocita, endotelnih ¢elija, agregaciju trombocita i adheziju T limfocita za
proteine ekstracelularnog matriksa (Urieli-Shoval i sar., 2000). Inhibicija oslobadanja
mijeloperoksidaze i direktne migracije fagocita takode predstavlja mehanizam putem koga A-
SAA smanjuje zapaljenske procese (Gatt i sar., 1998). Inhibicija oksidativnhog praska u
neutrofilima je joS jedna antiinflamatorna uloga A-SAA. Medutim, inhibitorno deluje samo u
niskim koncentracijama, dok veée koncentracije (= 50 pg/mL) stimuliSu oksidativni prasak
(Gatt i sar., 1998). UKkljucen je i u inhibiciju proizvodnje antitela, preko inhibicije interakcije
makrofagai T €elija, ili indukcije supresivnih faktora u makrofagimaiu T ¢elijama (Aldo-Benson
i Benson, 1982). A-SAA stimuliSe aktivnost regulatornih T ¢elija za koje se smatra da imaju
vaznu ulogu u imunoloskoj toleranciji. Na ovaj nacin kontrolise jac¢inu zapaljenskog odgovora i
ogranicava Sirenje zapaljenja (Nguyen i sar., 2014).

Serum amiloid A u oboljenjima pasa: Koncentracija SAA u krvi zdravih pasa krece se u
referentnom intervalu (1-4) pg/mL (Tecles i sar., 2005) i ne menja se tokom lokalnog, ali raste
tokom sistemskog zapaljenja, pri ¢emu pokazuje vecu osetljivost od tradicionalno koriS¢enih
parametara kao Sto su telesna temperatura, broj leukocita i neutrofila (Horadagoda isar., 1999;
Mozes i sar., 1989).
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Znacaj povisSenja koncentracije SAA ispitivan je kod brojnih oboljenja pasa, a rezultati ukazuju
da se moZe koristiti kao dijagnosticki i prognosticki faktor. Porast nivoa SAA se belezi kod
postojanja tumora analne Zlezde; kod benignih tumora tokom terapije nivo se smanjuje i vraca
na fizioloski nivo, dok kod malignih tumora uprkos terapiji ostaje povecan (Lisiecka i sar.,
2019). Odredivanjem koncentracija SAA omogucava razlikovanje piometre sa otvorenim i
zatvorenim grlicem materice, procenu teZine zapaljenskog procesa i njegovo pracenje
(Dabrowski i sar., 2013). Povecana je i kod akutnog oStecenja gastricne mukoze, lajSmanioze,
monocitne erlihioze i akutne babezioze (Martinez-Subiela i sar., 2003; Milanovic i sar., 2017;
Mylonakis i sar., 2011). Interesantno je naglasiti da se kod pasa koji su inficirani B. canis deSava
da koncentracija ApoA-1 raste paralelno sa koncentracijom SAA (Milanovi¢ i sar., 2019), Sto je
suprotno sa uobicajenim promenama vezanim za APP kod pasai drugih sisara. Naime, promene
koncentracije ApoA-1 su najceS¢e u negativnoj korelaciji sa koncentracijom SAA (Han i sar.,
2006).

Ceruloplazmin je glikoprotein a2 globulinske frakcije seruma. To je jednolancani molekul
izgraden od 1046 aminokiselina i Sest jona bakra. Konformaciono je organizovan u tri
homologne jedinice od po dva domena (domen jedan i dva, tri i Cetiri i pet i Sest Cine par)
(Ryde'n L., 1984, Sedlak i sar., 2008). Ove tri jedinice veoma su homologne. Ceruloplazmin je
¢lan ,multicopper oxidases" porodice i sadrZzi 95 % ukupne koli¢ine bakra u serumu. Bakar ovom
proteinu daje plavu boju po kojoj je dobio ime (lat. Caeruleus - plavo). Na osnovu
spektroskopskih svojstava, atomi bakra koji ulaze u sastav ceruloplazmina, mogu se podeliti na
tip I, tip 11 i tip III. Domeni dva, Cetiri i Sest vezuju po jedan bakar tipa I, dok mesto za vezivanje
jednog bakra tip II i dva bakra tip Il obezbeduju zajedno domen jedan i domen Sest. Joni bakra
tipa I i Il formiraju kataliticki centar, takozvani trinuklearni klaster, koji ima vaznu ulogu u
reakcijama oksidacije. Pored toga, povezujuci razlicite delove molekula ceruloplazmina, bakar
ima ulogu u formiranju njegove konformacije (Vachette i sar., 2002).

U hepatocitima, glavnom mestu sinteze ceruloplazmina, prvo se sintetiSe polipeptidni lanac, a
zatim se dodaje bakar. U endoplazmatskom retikulumu nastaje apoceruloplazmin Kkoji prelazi
u GoldZijev aparat gde se vrsi ugradnja bakra. Bakar u hepatocite unose bakar transportni
proteini Ctrl (eng. Copper transporter) i Ctr2. Kada se nade u ¢eliji, bakar se vezuje za Saperon
pod nazivom Atox1, koji ga isporucuje bakar transportuju¢im ATP-azama, kao $to je Wilson-ov
protein, ¢ime se omogucava ulaz bakra u GoldZijev aparat (Bartnikas i Gitlin, 2001). Ugradnjom
bakra u apoceruloplazmin nastaje holoceruloplazmin, aktivni oblik ceruloplazmina (Sato i
Gitlin, 1991). ZabeleZena je i ekstrahepati¢na sekrecija ceruloplazmina vezana za celije oka,
testisa, pluca, slezine i mozga (Aldred i sar., 1987; Fleming i Gitlin, 1990; Klomp i sar., 1996;
Mittal i sar., 2003; Salzer i sar., 1998). Pored ceruloplazmina slobodnog u plazmi, u astrocitima
i Sertolijevim celijama nalazi se forma ceruloplazmina usidrena u membranu celija pomocu
glikozilfosfatidilinozitola (GPI), Sto je uzrokovano alternativnim spajanjem egzona 19 i 20 u
genu za ceruloplazmin (Fortna i sar., 1999; Mittal i sar., 2003; Patel i David, 1997).

U uslovima deficita bakra, bez obzira na razlog (npr., deficijentna ishrana, mutacije u genima
proteina koji u€estvuju u prenosu bakra), sinteza apoceruloplazmina nije prekinuta. Medutim,
apoceruloplazmin je nestabilan i u velikom stepenu se razgraduje u hepatocitima, tako da u
cirkulaciju dospeva samo mala koli€ina apoceruloplazmina, koji je neaktivan, usled odsustva
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pet dana (Shim i Harris, 2003). U fizioloSkim uslovima, ali i tokom APR, odnos
apoceruloplazmina i holoceruloplazmina u cirkulaciji iznosi jedan prema devet (Matsuda i sar.,
1974).

Uloga ceruloplazmina u oksidaciji gvozda iz fero oblika u feri oblik otkrivena je 1969. godine
(Ragan i sar., 1969). Ostvaruje se zahvaljuju¢i bakru koji povezuje oksidaciju fero jona sa
redukcijom molekula kiseonika (Osaki i sar., 1966; Vachette i sar., 2002). Elektron se prenosi
sa fero jona vezanog za bakar tip [, na kiseonik vezan za trinuklearni klaster, ¢iju redukciju prati
nastanak molekula vode (Calabrese i sar., 1989). Na ovaj nacin ceruloplazmin je uklju¢en u
metabolizam gvozda koje se transferinom moZe prenositi samo u feri obliku. Zbog ove
karakteristike, ceruloplazmin se jo$ naziva ferooksidaza (Vulpe i sar., 1999).

Uloga ceruloplazmina u APR: Ceruloplazmin je umereni sporo reagujuc¢i APP. Povecanje
njegove koncentracije tokom APR posledica je povecane transkripcije gena posredovane
citokinima. Povecava se dva do tri puta, sa pocetkom 24 h nakon inflamatornog stimulusa.
Najvecu koncentraciju dostiZe nakon Cetiri dana (Cerdn i sar., 2005).

Ceruloplazmin ima ulogu u uklanjanju slobodnih radikala. Zbog neutralizacije superoksid
anjona smatra se ekstracelijskom superoksid dismutazom. Zastitna svojsta pokazuje i
neutralizacijom slobodnog radikala azot oksida, Sto je praceno redukcijom kupri u kupro jon
(Samokyszyn i sar., 1989). Inhibira proizvodnju singlet kiseonika (Joshi, 1998), omogucava
inkorporaciju bakra prilikom biosinteze citohrom C oksidaze i superoksid dismutaze
(Mukhopadhyay i sar., 1997). Ceruloplazmin je inhibitor mijeloperkosidaze koja tokom
inflamacije ucestvuje u stvaranju oksidativnih radikala i oSte¢enju tkiva (Chapman i sar., 2013).
Inhibiraju¢i odgovor limfocita indukovan fitohemaglutininom, deluje imunosupresivno (Hou i
sar., 2016). Medutim, pojedina istrazivanja ukazuju na to da ceruloplazmin moZe potencirati
oksidaciju lipoproteina male gustine i nastanak ateroskleroze (Fox i sar., 2000).

Ceruloplazmin u oboljenjima pasa: Koncentracija ceruloplazmina u krvi zdravih pasa krece
se u referentnom intervalu (1-6) g/L (Tecles i sar., 2005). Povecanje je zabeleZeno kod raznih
oboljenja, npr., lajSmanioza, autoimuna hemoliticka anemija i erlihioza; takode i kod pasa nakon
hiruskih intervencija (Conner i sar., 1988; Martinez-Subiela i sar., 2003; Munhoz i sar., 2012;
Tecles i sar., 2005). Koncentracija mu je povec¢ana kod pasa sa babeziozom, ali znatno visSe kod
komplikovanih formi (Ulutas i sar., 2005). Takode, porast se belezZi i kod parvoviroze, s tim Sto
su uginuli psi imali znatno ve¢u koncentraciju od prezivelih (Kocaturk i sar., 2010).

Treba napomenuti da se koncentracije ceruloplazmina izmerene u plazmi i serumu mogu
razlikovati, Sto zavisi od izbora antikoagulansa. U heparinskoj plazmi koncentracija je najveca,
manja je u uzorcima sakupljenim sa EDTA (eng. Ethylenediaminetetraacetic Acid), dok vrednosti
u citratnoj plazmi odgovaraju onim dobijenim u serumu (Martinez-Subiela i Ceron, 2005).

Albumin je najzastupljeniji protein u krvi, koji ¢ini (35-50) % proteina plazme zdravih pasa
(Ceronisar., 2005). Sa mioglobinom i hemogobinom ima homologne sekvence, pa se smatra da
vode poreklo od istog molekula i da su evoluirali pre 100-530 miliona godina (Brown, 1976).
Velika je slicnost u gradi medu molekulima albumina razlicitih Zivotinjskih vrsta i ljudi, pa se
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danas u terapiji pasa koristi albumin izolovan iz humane krvi (Mathews, 2008). Zbog vazne
uloge u organizmu, albumin je dugo predmet istrazivanja. Tako je zabeleZeno da je joS pre 500
godina albumin precipitiran iz urina ljudi najverovatnije obolelih od nefrotskog sindroma
(Pagel, 1982). Prva terapijska upotreba humanog albumina zabeleZena je 1941. godine, kod
sedam mornara koji su zadobili teSke opekotine nakon napada na Perl Harbor tokom Drugog
svetskog rata (Peters Jr., 1995).

Sinteza albumina odvija se uglavnom u jetri i iznosi 10 % ukupne kolic¢ine proteina sintetisanih
u jetri. Nakon proteolize N-kraja na prekurzornom molekulu, proalbuminu (Squire i sar., 1968),
sintetisani albumin se bez skladiStenja u €eliji izlucuje u cirkulaciju, pri ¢emu celokupan proces
sinteze i sekrecije traje oko 30 minuta (Barle i sar., 1997). Osim u jetri, prisustvo iRNK albumina
je pokazano i u pankreasu, bubrezima, mozgu, srcu i plu¢ima (Yoshida i sar., 1997). Aktivna
transkripcija gena albumina zabeleZena je u tubularnim ¢elijama fetalnih i neonatalnih bubrega
pacova (Nahon i sar., 1988). Pored toga, albumin i njegova iRNK otkriveni su u retini misa,
ukazujuci na to da se albumin takode sintetiSe u oku (Dodson i sar., 2001).

Mnogi faktori, kao $to su ishrana, koloido-osmotski pritisak, hormoni i razli¢ita oboljenja, uticu
na sintezu albumina. Koloido-osmotski pritisak koji se detektuje osmoreceptorima u blizini
hepatocita glavni je regulator sinteze albumina. Povecanje koloido-osmotskog pritiska dovodi
do smanjene sinteze, a njegovo smanjenje stimulise sintezu (Rothschild i sar., 1988). Sinteza se
smanjuje i kod dugotrajnog gladovanja ili ishrane siromasne proteinima (Arnal i sar., 1987),
nedostatka insulina, oboljenja jetre (De Feo i sar., 1991), hronicne, ali ne i akutne acidoze
(Ballmer i sar., 1995; Kleger i sar., 2001) i dejstva proinflamatornih citokina kao $to su TNF-q,
IL-6 i IL-1 (Castell i sar., 1989). Suprotno tome, sinteza albumina moZe se povecati do cetiri
puta kao odgovor na hipoalbuminemiju, stimulaciju insulinom, glukokortikoidima ili
hormonom rasta (Kernoff i sar., 1971; Moshage i sar., 1985; Peavy i sar., 1985; Sun i Kaysen,
1994). Pored njih, sintezu povecavaju i tiroksin i testosteron. Iako je kod pacijenata sa
hiperadrenokorticizmom i hipertireoidizmom sinteza albumina povecana, ne dolazi do
povecanja koncentracije u cirkulaciji, jer istovremeno raste stopa njegove razgradnje i gubitka
iz cirkulacije (Rothschild i sar., 1973). Iako su brojna patoloska stanja povezana sa pove¢anom
sintezom, osim dehidracije ne postoji stanje sa hiperalbuminemijom, a najve¢i nivo
koncentracije albumina u plazmi se moZe zabeleZiti kod zdravih organizama (Levitt i Levitt,
2016).

Celokupna koli¢ina albumina rasporedena je u intravaskularnom (40 %) i intersticijalnom
prostoru (60 %). Razmena izmedu ova dva odeljka odvija se konstantno i prosecno iznosi (4-
5) % (intravaskularnog dela) tokom jednog sata. U organima koji imaju sinusoide ili kapilare sa
fenestriranim endotelom, albumin moZe preci iz intravaskularnog u intersticijalni deo kroz
velike kapilarne otvore. Tamo gde su kapilari sa kontinuiranim endotelom, albumin prelazi
aktivnim transportom. Ovo kretanje albumina je jednosmerno, pa se balans odrzava njegovim
povratkom u cirkulaciju preko limfnih sudova (Yoshida i sar., 1997).

.....

deo se gubi bubrezima i gastrointestinalnim traktom (Yoshida i sar., 1997). Balansom izmedu
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procesa sinteze, razmene izmedu intravaskularnog i intersticijalnog prostora, razgradnje, i
eliminacije urinom i fecesom, koncentracija albumina u plazmi odrzava se konstantnom.

Funkcije albumina u organizmu su veoma brojne. Glavna je komponenta sistema za odrZavanje
koloido-osmotskog pritiska plazme, molekul je koji uklanja slobodne radikale kiseonika,
prenosilac je endogenih i egzogenih molekula, ispoljava antikoagulantni efekat i ima znacajnu
ulogu u odrzanju pH vrednosti plazme u fizioloSkim granicama (Yoshida i sar., 1997).

Vecina kapilara ne propusta proteine, te ostajuci u cirkulaciji, proteini u njoj zadrzavaju i vodu
i rastvorene supstance. Albumin ima veliki kapacitet vezivanja vode (18 mL/g) i odgovoran je
za 80 % koloido-osmotskog pritiska plazme. Gibs-Donanovim efektom albumin ostvaruje 40 %
svoje koloido-osmotske aktivnosti (Nicholson i sar., 2000).

Albumin poseduje svojstvo da vezuje mnostvo endogenih i egzogenih jedinjenja. Medu njima se
nalaze bilirubin, masne i Zucne kiseline, vitamini, hormoni, razliciti lekovi itd. Takode, u
kompleksu sa albuminom se mogu nac¢ii dvovalentni katjoni, poput kalcijuma i magnezijuma,
kao i metali, npr. bakar i cink. Vezuju¢i ih, albumin regulisSe njihovu slobodnu koncentraciju,
distribuciju i klirens, a samim tim i bioloSku funkciju (Fasano i sar., 2005; Levitt i Levitt, 2014).
Albumin je takode sekundarni ili tercijarni transporter odredenih molekula koji imaju
specifi¢ne vezujuce proteine, kao primarne transportere. Kao primer se mogu navesti derivati
steroida, vitamin D i tiroksin (¢iji su primarni transporteri: vitamin D vezujuéi protein (eng.
Vitamin D binding Protein) i tiroksin vezujuci globulin (eng. thyroxine-binding globulin). Steroidi
imaju nizak afinitet vezivanja za albumin, ali su zbog velike koncentracije albumina vezani u
velikim koli¢inama za njega. Nizak afinitet vezivanja olakSava njihovo otpustanje na ciljnim
lokacijama (Nicholson i sar., 2000). Na kapacitet vezivanja odredenih molekula utice
koncentracija albumina, prisustvo kompetitivnih materija (viSe vrsta molekula koje vezuje
albumin) i komorbiditeti (npr. oboljenje bubrega) (Nicholson i sar., 2000).

Oksidativni stres preko slobodnih radikala kiseonika ili reaktivnih vrsta azota, moZe ostetiti
molekule, dovodeci do nakupljanja toksi¢nih produkata i disfunkcije ¢elije. Albumin ¢ini viSe od
50 % antioksidansnog kapaciteta plazme. Ova aktivnost pripisuje se mnostvu tiolnih grupa u
albuminu koje ucestvuju u neutralizaciji slobodnih radikala kiseonika i azota (Quinlan i sar.,
2005). Pored direktne antioksidantne uloge, albumin dodatno doprinosi zastiti od oksidativnog
stresa tako Sto vezuje azot-oksid i bilirubin koji takode poseduju antioksidativna svojstva
(Stockerisar., 1987).

Zbog prisustva velikog broja negativho naelektrisanih grupa u albuminu, mehanizam
ispoljavanja antikoagulacionog efekta slican je heparinu, koji negativno naelektrisanim
sulfatnim grupama vezuje pozitivno naelektrisane grupe antitrombina III. IstraZivanja su
pokazala negativnu korelaciju izmedu koncentracije albumina i potrebe za heparinom kod
pacijenata podvrgnutih hemodijalizi (Joorgensen i Stoffersen, 1979).

Albumin u APR: Koncentracija albumina u plazmi smanjuje se tokom APR, te je albumin
oznacen kao negativni APP. Kao i kod drugih Zivotinja, kod pasa su zabeleZena brojna oboljenja
sa znacajnim padom koncentracije albumina. Neka od njih su parvoviroza, spirocerkoza i
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dirofilarioza (Kocaturkisar., 2015; Mendezisar., 2014; Nivyisar., 2014) Jedno od tih oboljenja
je i babezioza (Lobetti i sar., 2000; Maegraith i sar., 1957).

Tokom APR, sinteza albumina je smanjena, jer osobodeni citokini smanjuju transkripciju gena
za albumin i usmeravaju amino-kiseline ka sintezi pozitivnih APP (Moshage i sar., 1987). Kod
pacova sa indukovanom inflamacijom, sinteza albumina se smanjuje i dostiZe minimum nakon
36 sati, a zatim pocinje da raste. Ukoliko inflamatorni odgovor potraje duZe, produzava se i
inhibicija sinteze (Liao i sar., 1986). Medutim, pojedina istraZivanja pokazuju da je apsolutna
sinteza albumina povecana uprkos niskoj plazma koncentraciji (Barle i sar., 2006; Barle i sar.,
1997; Essenisar., 1998). Uz smanjenu sintezu, povec¢an katabolizam albumina i povec¢an izlazak
u intersticijum dovode do smanjenja njegove koncentracije u plazmi (Guyton i Lindsey, 1959).

Tokom APR koncentracija albumina se smanjuje u roku od nekoliko sati. Kako poluZivot
albumina u cirkulaciji zdravih pasa iznosi 8,2 dana, brz pad koncentracije rezultat je brzog
gubitka albumina iz vaskularnog prostora do kog dolazi usled povecane kapilarne filtracije
(Dixon i sar., 1953; Fleck i sar., 1985; Parving i sar., 1974). Sa povec¢anim protokom albumina
kroz kapilare, trebalo bi da dode do povecanja dotoka limfe u intravaskularni odeljak. Medutim,
istrazivanja su pokazala da tokom APR to nije slucaj, ve¢ dolazi do smanjene stope protoka limfe
i koncentracije albumina u njoj (Hoye i sar., 1972).

Paraoksonaza 1 (PON1) je glikoproteinski enzim, pronaden kod razlicitih vrsta sisara. Sadrzi
dva kalcijumova jona. Jedan je neophodan za kataliticku aktivnost i za njega je vezan fosfatni
anjon. Drugi je znacajan za stabilizaciju strukture enzima. Uklanjanje kalcijuma helatnim
agensima [poput antikoagulanasa EDTA i EGTA (eng. Ethylene Glycol Tetraacetic Acid)]
nepovratno unisStava aktivnost i stabilnost PON1 (Draganov i La Du, 2004; Kuo i La Du, 1998).
Aldrigre je 1953. godine PON1 okarakterisao kao A-esterazu, enzim Kkoji hidrolizuje
organofosfate i aromaticne estre, dok su B esteraze bile inhibirane paraoksonom ili drugim
organofosfatima (Aldridge, 1953). Kasnije je zbog svoje sposobnosti da detoksikuje paraokson,
aktivni metabolit organofosfatnog insekticida, ovaj enzim postao poznat kao paraoksonaza
(Mackness i Mackness, 2015).

Glavno mesto sinteze PON1 je jetra, odakle se izlucuje u cirkulaciju gde je najve¢im delom vezan
za HDL (Mackness i sar., 2010). Za razliku od vecine proteina, PON1 zadrzava hidrofobnu
signalnu sekvencu na N- kraju koja ima klju¢nu ulogu u sekreciji (Martoglio i Dobberstein,
1998). Nakon sinteze PON1 se nakuplja na plazma membrani, zatim prebacuje na njenu
spoljasnju stranu, gde se privremeno vezuje za HDL. Zatim se pomocu hidrofobnog N kraja
PON1 vezuje za hidrofobni deo HDL i u toj formi se nalazi u cirkulaciji (Sorenson i sar., 1999).
Pored HDL, manja koli¢cina PON1 vezana je sa VLDL i hilomikrone (Fuhrman i sar., 2005).
Odvajanje od Celijske membrane Celije u kojoj je sintetisan PON1 podstaknuto je cesticama HDL,
VLDL i u mnogo manjem obimu postprandijalnim hilomikronima, ali ne i LDL. (Fuhrman i sar.,
2005). Vec¢ina PON1 vezana je za HDL koji sadrzi ApoA-1, dok HDL koji sadrzi klasterin
(apolipoprotein |) vezuje pribliZno 30 % ukupnog PON1. ApoA-1 nije neophodan za vezivanje
PON1 na HDL, medutim vazan je za stabilnost i aktivnost enzima (Blatter i sar., 1993; Deakin i
James, 2004).
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Imunohistohemijskim bojenjem tkiva pacova, pored jetre, prisustvo PON1 otkriveno je u
bubrezima, plu¢ima i mozgu (Rodrigo i sar., 2001). Istrazivanja na miSevima su osim, u
hepatocitima, pokazala prisutsvo PON1 u adipocitima, hondrocitima, spermatozoidima i
epitelnim celijama koZe, Zeluca, creva, traheje i bronhiola, odnosno ukazala na moguénost
postojanja lokalne sinteze (Marsillach i sar., 2008).

Funkcija paraoksonaze 1: PON1 ima organofosfataznu, arilesteraznu i laktonaznu aktivnost,
pa hidrolizuje razliCite vrste supstrata. Antioksidativne osobine ovog enzima se ogledaju u
,zastiti“ HDL i LDL od oksidacije odnosno razgradivanju bioloski aktivnih, oksidovanih lipida
na lipoproteinima i Celijama arterija (Aviram, 2004; Draganov i La Du, 2004; Nguyen i sar.,
2009). Takode, suzbija diferencijaciju monocita u makrofage, ¢cime ispoljava antiinflamatorno
dejstvo i ograniCava proces stvaranja penastih Celija, te tako smanjuje stvaranje
ateroskleroznih plakova (Berrougui i sar., 2012). Poseduje aktivnost sli¢nu fosfolipazi Az koja
je odgovorna za hidrolizu oksidovanih fosfolipida (Ceron i sar., 2014).

Paraoksonaza 1 kao akutno fazni protein: PON1 je negativni APP. Kada je APR indukovna
aplikacijom lipopolisaharida, koli¢ina iRNK za PON1 u jetri opada posle 4 casa, a aktivnost
PON1 na periferiji se smanjuje nakon 24 ¢asa. Delovanjem TNF-q, IL-1 i IL-6 koji se oslobadaju
tokom APR, takode dovodi do smanjene aktivnosti PON1 na periferiji i nivoa iRNK za PON1 u
jetri (Feingold i sar., 1998; Van Lenten i sar., 2001). Do pada aktivnosti PON1 tokom APR, osim
usled dejstva citokina, verovatno dolazi i zbog poveéanog vezivanja slobodnih radikala za PON1
i njegove inaktivacije (Novak i sar., 2010).

Smanjenje aktivnosi PON1 zabeleZeno je kod pasa inficiranih Dirofilaria immitis, pri cemu nije
bilo razlike u aktivnosti PON1 izmedu simptomatskih i asimptomatskih (Mendez i sar., 2014).
[spitivanje na psima sa lajSmaniozom pokazalo je da do promene aktivnosti ne dolazi kod svih
obolelih, ali njen pad moZe ukazati na tezinu oboljenja. Aktivnhost PON1 normalizuje se pre
drugih inflamatornih markera, pa se njenim odredivanjem moZe pratiti odgovor na terapiju
(Rossi i sar., 2014a). Tokom akutne babezioze pasa dolazi do znacajnog pada aktivnosti PON1,
koja Sestog dana nakon terapije raste a sedmog dana se vraca u okvire referentnih vrednosti
(Rossiisar., 2014b).

2.3.2. Gvozde kao negativni reaktant akutne faze

GvoZzde je metal neophodan za funkcionisanje veéine Zivih organizama. Javlja se u razli¢itim
oksidacionim stanjima, od -2 do +7, a bioloski su najvazniji fero (Fe2*) i feri (Fe3*) oblik. Redoks
reakcije koje ukljucuju fero i feri oblik su neophodne za funkcionisanje mnogih ¢elija (Smith,
1997).

Gvozde ima nekoliko vitalnih funkcija u organizmu. Ucestvuje u prenosu kiseonika iz pluc¢a u
tkiva pomoc¢u hemoglobina u eritrocitima, skladiStenju kiseonika u mioglobinu misica, prenosu
elektrona unutar celija, oksidativnoj fosforilaciji i regulaciji oksido-redukcionih reakcija.
Sastavni je deo razlic¢itih enzima koji u€estvuju u proizvodnji energije, oksidaciji amino-kiselina,
desaturaciji masnih Kkiselina, sintezi steroidnih hormona i Zu¢nih kiselina. Neophodno je za
replikaciju i popravku DNK oStecenja, kao i limfocitnu odnosno makrofagnu diferencijaciju
(Croninisar., 2019). Posto lako prima ili donira elektrone, slobodno gvozde veoma je reaktivno
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i u velikim koncentracijama moze biti toksi¢no. Ucestvuje u Fentonovoj reakciji u kojoj sa
vodonik-peroksidom stvara slobodne radikale. Slobodni radikali oStecuju DNK, lipide i
proteine, usled Cega u Celijama nastaje oksidativni stres usled prisustva slobodnog gvozda.
OdrZavanje homeostaze gvoZzda od susStinskog je znacaja za neometano funkcionisanje Celija, i
za sprecavanje oksidativnog oStecenja (Gozzelino i Arosio, 2016). Da bi se sprecila
citotoksicnost izazvana akumulacijom gvozda, celije su tokom evolucije razvile brojne
kompleksne mehanizme koji precizno kontroliSu njegov nivo. Ovi mehanizmi ukljucuju
regulisanje unosa gvoZzda u Ccelije, njegovo skladiStenje u feritinu, ugradnju u proteine i
regulisanje njegovog oslobadanja u meducelijski prostor (Geissler i Singh, 2011). Najveci
procenat gvozda nalazi se u eritrocitima (hemoglobin), a znatno manje u hepatocitima (feritin)

.....

U homeostazi gvozda ucestvuju: enterociti duodenuma, koji apsorbuju gvozde iz hrane,
makrofagi, u kojima se reciklira gvoZde iz eritrocita i drugih ¢elija, i hepatociti, koji skladisSte
gvoZde i po potrebi ga mogu osloboditi u cirkulaciju. Organizam ne poseduje mehanizme za
ekskreciju gvozda, pa je njegov gubitak mali i odvija se preko deskvamisanih epitelnih ¢elija i
krvarenjem (Green i sar., 1968). Ishranom se unosi dovoljna koli¢ina gvozda da se nadoknadi
gubitak, odnosno zadovolje dodatne potrebe usled rasta ili hipoksije. U hrani, gvoZde je
prisutno u organskom (hem-Fe) i neorganskom obliku. Kiselo okruZenje u Zelucu i izloZenost
digestivnim enzimima delimi¢no oslobada gvoZde iz hrane (Silvestri i sar., 2008).

Apsorpcija hem-Fe odvija se preko HCP-1 (eng. Hemecarrier Protein-1) na enterocitima
duodenumaiproksimalnog jejunuma. U enterocitima hem-Fe razgraduje se delovanjem enzima
HO-1 (eng. Heme Oxygenase-1) koji katabolizuje hem. Njegovim delovanjem oslobada se ugljen-
monoksid, bilirubin i fero gvozde (Ryter i Tyrrell, 2000; Shayeghi i sar., 2005). Neorgansko
gvozde u enterocite duodenuma unosi DMT-1 (eng. Divalent Metal Transporter-1) u
dvovalentnom obliku. Redukciju trovalentnog u dvovalentni oblik obavlja feroreduktaza Dcytb
(eng. Duodenal cytochrome-b) vezana za membranu enterocita duodenuma (McKie i sar., 2001).
Delimi¢nom povecanju apsorpcije doprinosi askorbinska kiselina kroz povecanje redukcione
aktivnosti Dcytb-a (McKie, 2008). Osloboden fero oblik u enterocitima skladisti se vezivanjem
za feritin. Kada se u organizmu javi potreba za gvozdem, njega iz enterocita u plazmu, preko
bazolateralne membrane, iznosi feroportin (FPN). Po napustanju ¢elije dolazi do oksidacije u
feri oblik, delovanjem hefestina, nakon Cega se vezuje za transferin (Tf) i prenosi do perifernih
tkiva, gde ga Celije mogu preuzeti posredstvom transferinskog receptora tip 1 (Ganz, 2005).
Nakon unosa u celiju i odvajanja od Tf, transmembranska metaloreduktaza Steap3 redukuje
feri u fero oblik i oslobada ga u citoplazmu (Knutson, 2007). Koli¢ina gvoZda koja se iz hrane
prenosi u cirkulaciju ne zavisi od apsorpcije koju obave enterociti, ve¢ od dostupnosti FPN.
Gvozde koje ne napusti enterocite, brzo se gubi iz organizma zamenom epitela (Creamer, 1967).

Koli¢ina gvozda koja se unosi hranom je manja, od koli¢ine koju obezbeduje recikliranje
hemoglobina iz eritrocita u makrofagima (Finberg, 2011). U fagolizozomima makrofaga
razaraju se fagocitovani eritrociti i njihov hemoglobin, oslobadajuci hem koji se razgraduje HO-
1. Gvozde se iz makrofaga iznosi na slican nacin kao iz enterocita, posredstvom FPN-a. Po
napustanju makrofaga ceruloplazmin oksiduje fero u feri oblik koji se zatim vezuje za Tf (De
Domenico i sar., 2007). Tako, nezavisno od izvora, cirkuliSuce gvozde vezano za Tf predstavlja
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gvozde dostupno za unos u Celije. GvoZde koje se ne iskoristi u ¢elijama skladisti se u feritinu
hepatocita, odakle se po potrebi oslobada (Neumann, 2003).

Kretanje gvozda kroz razlicita tkiva klju¢no je za njegovu homeostazu. U tom procesu centralnu
ulogu ima FPN, jedini transporter koji omogucava ulaz gvozda u cirkulaciju. Ekspresiju FPN-a
reguliSe peptidni hormon hepcidin (Ganz, 2005).

Hepcidin je zbog antimikrobnih svojstava prvobitno nazvan antimikrobni protein jetre 1
(Krausei sar., 2000). Pored jetre, koja je glavno mesto njegove sinteze, proizvodi se i u ¢elijama
imunoloskog sistema (makrofagi, neutrofili) (Sow i sar., 2007; Theurl i sar., 2008). On smanjuje
nivo cirkuliSuceg gvozda inhibirajuci izlaz gvoZda iz enterocita, makrofaga i hepatocita (Ganz i
Nemeth, 2012).

Promena nivoa transkripcije hepcidina, i njegove sinteze, javlja se kao odgovor na inflamatorne
citokine i promenjenu koncentraciju gvozda (Lee i sar., 2005; Nemeth i sar., 2004a). Kada se u
plazmi ili tkivu povecéa koncentracija gvozda, poveca se i sinteza hepcidina. Hepcidin se vezuje
za ekstracelularni deo FPN-a, dovode¢i do njegove internalizacije i razgradnje, smanjujuci na
taj nacin koli¢inu gvozda koja prelazi u plazmu. Suprotno ovome, kada se nivo gvozda u plazmi
ili tkivu smanijji, ili se povecaju potrebe za njim, sinteza hepcidina je smanjena a posledi¢no je
povecan nivo FPN-a i veéa koli¢ina gvozda prelazi u cirkulaciju. Na ovaj nacin hepcidin-FPN
odrzava koncentraciju gvozda u cirkulaciji u uskom fizioloSkom opsegu (Nemeth i sar., 2004b).
Treba napomenuti da se kod mladunaca glodara i beba starih Cetiri do Sest meseci intestinalna
apsorpcija gvozda ne moZe ograniciti hepcidinom, omogucavajuéi tako maksimalan unos iz
majcinog mleka u periodu kada su povecane potrebe za gvozdem (Darshan i sar., 2011).

Metabolizam gvozda tokom inflamacije: Infektivna i neinfektivna inflamatorna stanja
povezana su sa znaajnim promenama u metabolizmu gvozda - dolazi do pada njegove
koncentracije u cirkulaciji, pa se smatra negativnim reaktantom akutne faze (Feldman i sar.,
1981). Na primer, tokom akutne faze erlihioze pasa, nivo gvoZda znacajno opada (Bottari i sar.,
2016). Takode, zabeleZeno je smanjenje koncentracije gvozda kod 60 % pasa sa raznim
inflamatornim oboljenjima (Neumann, 2003). Primeceno je da nivo gvoZda opada u roku od 3-
6 ¢asova nakon dejstva inflamatornih citokina (Northrop-Clewes, 2008).

Uzrok sniZenja nivoa su promene u ¢elijskom metabolizmu i tkivnoj distribuciji, u ¢ijoj se osnovi
nalazi poveéana ekspresija hepcidina (Wessling-Resnick, 2010). IL-6 je jedan od glavnih
regulatora ekspresije hepcidina. Vezivanjem za gp130 receptor na hepatocitima, IL-6 aktivira
JAK (eng. Janus Kinases) koja fosforilise transkripcijski faktor STAT3 (eng. Signal Transducer
and Activator of Transcription 3) koji se vezuje za promotor gena hepcidina i povecava njegovu
ekspresiju (Wrighting i Andrews, 2006). Istrazivanjima na kulturi Celija pokazano je da i IL-1 i
IL-22 pojacavaju ekspresiju hepcidina (Lee i sar., 2005; Smith i sar., 2013).

Interesantno je da TNF-a smanjuje koncentraciju cirkuliSuéeg gvozda mehanizmima
nezavisnim od hepcidina. On deluje na makrofage da pojacaju fagocitozu eritrocita (Kitagawa i
sar., 1996), i na epitelne cCelije bronhija da pojacaju ekspresiju DMT1 (Kabyemela i sar., 2008).
Posledica ovih efekata je povecanje koncentracije gvozda u Celijama, a smanjenje u cirkulaciji.
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Tokom infekcije, postoji kompeticija za gvozdem izmedu domacina i mikroorganizama, pri
cemu je mnogima gvozde neophodno za preZivljavanje i proliferaciju. Generalno, visoka
koli¢ina gvoZzda u organizmu stimuliSe razvoj infekcije, a smanjenjem koli¢ine gvoZda,
patogenima se ograni¢ava dostupnost ovog znacajnog faktora rasta, ¢ime se obezbeduje
relativna rezistencija na infekciju. Ovaj nacin borbe sa infektivnim agensima nazvan je
ynutritivni imunitet” (Soares i Weiss, 2015).

2.3.3. Hemostaza i reakcija akutne faze

Inflamacija i hemostaza su medusobno povezani procesi sa ciljem odbrane organizma i obnove
homeostaze. [ako je hemostatski sistem vazan za pravilno funkcionisanje organizma, u slucaju
jake i nedovoljno kontrolisane aktivnosti on moZe doprineti pogorsanju opSteg stanja. Teska
inflamacija dovodi do poremecaja hemostaze koja se ispoljava u razli¢itom stepenu. Moze se
ispoljiti u vidu tromboembolije, ozbiljnog poremecaja hemostaze usled masovnog stvaranja
tromba i taloZenja fibrina u mikrocirkulaciji. NajteZi oblik predstavlja diseminovana
intravaskularna koagulacija, u okviru koje dolazi do pojave raSirene mikrovaskularne
tromboze, trombocitopenije, potroSnje fibrina i drugih koagulacionih odnosno
antikoagulacionih faktora, te obimne aktivacije fibrinolitickih procesa i posledi¢nih
nekontrolisanih krvarenja (Levi i sar., 2010; Semeraro i sar., 2010).

Mehanizam odgovoran za promenjen hemostatski odgovor tokom inflamacije posredovan je
prekomernim i nekontrolisanim delovanjem inflamatornih medijatora, narocito
proinflamatornih citokina, od kojih su najvazniji TNF-q, IL-1 i IL-6 (Leviivan der Poll, 2005). U
takvim situacijama izmenjena je sinteza proteina ukljucenih u hemostazu. Ovi proteini joS se
nazivaju hemostatski APP, a najvazniji medu njima cija se Koncentracija povecava su:
fibrinogen, faktor koagulacije VIII, protein S, PAI-1 (eng. Plasminogen Activator Inhibitor), C4b
vezuju¢i protein, urokinaza, al antitripsin, a2 makroglobulin, Fon Vilebrandov faktor, C1
inhibitor esteraze, C reaktivni protein i trombopoetin. Poteini ¢ija se koncentracija smanjuje su:
faktor XII, antitrombin, histidinom bogat glikoprotein, trombomodulin i EPCR (eng. Endothelial
Protein C Receptor). Promena hemostaze nastaje na svim nivoima ukljucuju¢i vaskularne
endotelne ¢elije (EC), trombocite, tkivni faktor (TF), fiziolos$ke antikoagulacione puteve i
fibrinoliznu aktivnost (Aird, 2003).

Prokoagulansi krvi: Pod fizioloskim uslovima EC imaju veoma vaZznu ulogu u odrzavanju
balansa hemostaze. U EC se stvaraju brojni molekuli koji kao stimulatori ili inhibitori ué¢estvuju
u inflamaciji, koagulaciji i fibrinolizi. Tokom inflamacije, proinflamatorni citokini (TNF-a, IL-1 i
IL-6), narusavaju funkciju EC, pa se pojacano izluéuju prokoagulante i antifibrinoliti¢ke
supstance, a smanjeno antikoagulantne. Pored toga, EC na svojoj povrsini mogu da ispolje TF i
adhezivne molekule. Adhezivni molekuli imaju vaZnu ulogu u interakciji neutrofila i trombocita
sa endotelom, tako da stimuliSu inflamaciju i koagulaciju (Levi i sar., 2002).

Pored aktivacije, i stvaranje trombocita moZe biti poveano posredstvom molekula

sekretovanih iz EC, a aktivacija novonastalih trombocita se postiZe pri niZim koncentracijama

trombina (Burstein, 1997). Osim posredstvom EC, trombociti se mogu aktivirati i direktno

proinflamatornim citokinima, nakon cega se adheriraju za zidove krvnih sudova formirajuci

primarni ugrusak (Zimmerman i sar., 2002). Aktivirani trombociti sekretuju IL-1, vezivanjem
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za EC stimuli$u izlu¢ivanje IL-6, a interakcijom sa neutrofilima aktiviraju ih i dodatno uéestvuju
u inflamaciji (Gawaz i sar., 2000).

Tkivni faktor je transmembranski protein koji vezuje VII faktor koagulacije i prevodi ga u
aktivni oblik VIla. Kompleks TF-VIIa inicira koagulaciju i ucestvuje u formiranju ugruska. TF
glavni je pokreta¢ normalne i patoloSke koagulacije. U fizioloskim uslovima je eksprimiran
samo na Celijama izvan cirkulacije, kao Sto je adventicijalni sloj krvnih sudova, gde ima vaznu
ulogu u hemostazi ogranicavanjem krvarenja nakon povrede (Schouten i sar., 2008). Tokom
naruSenog integriteta krvnih sudova ili nakon dejstva citokina TNF-a i IL-1, TF se eksprimira
na EC i ¢elijama krvi, najvie monocitima i makrofagima. Njegovom ekspresijom pokreée se
kaskada koagulacije, putem koje nastaje trombin ¢ija je glavna funkcija pretvaranje fibrinogena
u fibrin i posledi¢no formiranje krvnog ugruska. Pored uloge u koagulaciji, trombin ima i
proinflamatornu aktivnost. Aktivira leukocite i EC sa posledi¢nim poveéanjem proizvodnje
medijatora inflamacije, adhezije leukocita i hemotakse (Margetic, 2012).

Antikoagulansi krvi: U regulaciji hemostaze vaznu ulogu imaju tri proteina, ¢ija je glavna
funkcija sprecavanje koagulacije u fizioloskim uslovima: antitrombin III (AT), protein C (PC) i
inhibitor tkivnog faktora (eng. Tissue Factor Pathway Inhibitor - TFPI). Tokom inflamacije
aktivnost sva tri se smanjuje.

Antitrombin III je glavni inhibitor trombina, faktora koagulacije Xa, [Xa i kompleksa TF-VIIa.
Poseduje i antiinflamatornu aktivnost. Vezuju¢i trombin smanjuje adheziju, migraciju i
aktivaciju leukocita, odnosno uti¢e na funkcionalnu aktivnost EC i trombocita (Ostrovsky i sar.,
1997). Tokom inflamacije nivo AT se smanjuje usled povecane potrosnje i aktivirane
koagulacije, a delom i zbog povectane razgradnje proteolitickim enzimima oslobodenim iz
aktiviranih neutrofila. In vitro je pokazano da se koncentracija AT smanjuje i nakon dejstva IL-
6. Pored toga, proinflamatorni citokini smanjuju sintezu glikozaminoglikana (koji promovisu
antikoagulacijsku aktivnost AT) posledi¢no smanjujuéi funkciju AT (Bourin i Lindahl, 1993;
Niessen i sar., 1997).

Protein C sa kofaktorom proteinom S, inaktivira faktor Va i VIIla. Deluje i antiinflamatorno
inhibicijom proizvodnje TNF-a, IL-1 i IL-6 u makrofagima (Okajima, 2001), odnosno
sprecavanjem hemotakse i adhezije leukocita na endotel (Bernard i sar., 2001). Kao i u slucaju
AT-a, tokom inflamacije, funkcija PC je oslabljena zbog smanjene sinteze, povecane potrosnje i
degradacije (Leviivan der Poll, 2010).

TFPI sprec¢ava koagulaciju inhibiranjem serin proteaze. Sekretuju ga EC, a za endotel je vezan
preko glikozaminoglikana (Broze, 1995). Kao Sto je pomenuto, proinflamatorni citokini
smanjuju sintezu glikozaminoglikana, Sto moZe uticati na funkciju TFPI. Medutim, relativno
malo se zna o uticaju inflamacije na funkciju TFPI (Levi i van der Poll, 2010).

Fibrinoliticki sistem sastavni je deo regulacije hemostaze. U razgradnji krvnog uguska glavnu
ulogu ima plazmin koji nastaje aktivacijom plazminogena. Jedan od glavnih mehanizama
inhibicije fibrinolize tokom inflamacije je povecana proizvodnja inhibitora aktivatora
plazminogena-1 (PAI-1) u EC, pod dejstvom TNF-a i IL-1 (van der Poll i sar., 2001). Molekuli

26



Pregled literature

PAI-1 se nalaze i u alfa granulama trombocita iz kojih se oslobadaju nakon njihove aktivacije,
Sto dodatno doprinosi inhibiciji fibrinolize (Levi i van der Poll, 2010).

2.4. Sepsa

Sepsa je jedan od najranije prepoznatih sindroma u medicini. Razumevanje patofizioloskih
mehanizama sepse kao i njena definicija godinama su se transformisali i prilagodavali klini¢kim
zapazanjima i otkri¢ima patogeneze ovog sindroma. ReC ,sepsa” potiCe od grcke reci ,onyig“
koja oznacava raspadanje ili truljenje organske materije u prisustvu bakterija. Islamski filozof
Ibn Sina, 1000 godina pre nove ere, opisao je sepsu kao truljenje tkiva i krvi sa poviSenom
temperaturom. Homer ju je pominjao u pesmama od pre oko 2700 godina (Majno, 1991). U
svojim radovima sepsu su pominjali i Hipokrat i Galen. Ucenje starih Grka nastavili su Rimljani
koji su smatrali da je sepsa rezultat dejstva nevidljivih organizama. Teorija o ovim Stetnim
organizmima Cinila je temelje pocetka javnog zdravstva Rima (Funk i sar., 2009). Mnogo
kasnije, sa otkricem mikroorganizama, sepsa je smatrana sistemskom infekcijom, koja je
opisivana kao trovanje krvi, i pretpostavljalo se da je ona rezultat invazije mikroorganizama
koji se Sire krvotokom. Medutim, uvodenje antibiotika u terapiju nije u potpunosti sprecavalo
razvoj sepse-mnogi pacijenti umirali su uprkos uspesnoj eliminaciji patogena. Tako se doslo do
zakljuc¢ka da mikroorganizmi nisu jedini faktor vazan za patogenezu sepse. Kasnije je pokazano
da su i faktori vezani za domacina vazni za razvoj sepse (Cerra, 1985). Tokom 20. veka brojna
istrazivanja pokazala su vaZznost imunoloskog sistema domacina u ispoljavanju sepse. Medutim,
zbog raznolikosti oboljenja, bilo je potesko¢a u njenom dijagnostikovanju, lecenju i
proucavanju.

Dijagnoza sepse dugo je bila zasnovana na dokazivanju bakterijemije. Sa boljim razumevanjem
njene patogeneze, definicija je izmenjena 1992. godine te je sepsa povezana sa sistemskom
inflamacijom. Tada je definisan i sindrom sistemskog inflamatornog odgovara, za koji se koristi
engleska skracenica SIRS (eng. Systemic Inflammatory Response Syndrome). SIRS zapravo
obuhvata sva stanja kod kojih oStecenje tkiva nastaje zbog preteranog inflamatornog odgovara,
bez obzira na etioloski agens koji je doveo do primarnog oStecenja. Dakle, sepsa je deo Sireg
sindroma nazvanog SIRS. Sepsa je specificno izazvana mikroorganizmima i/ili njihovim
toksinima. Podgrupe sepse su: teSka sepsa, septicni Sok i MODS (eng. Multiple Organ
Dysfunction Syndrome) (Bone i sar., 1992). Lista dijagnostickih kriterijuma na osnovu kojih je
definisana sepsa proSirena je 2001. godine (Levy i sar., 2003). Podela teZine inflamatornih
procesa na SIRS, sepsu, teSku sepsu, septi¢ni Sok, kao i MODS, opste je prihvacena i u
veterinarskoj medicini.

Kriterijumi za definisanje SIRS-a sluze i za definisanje sepse. Da bi se kod pasa postavila
dijagnoza SIRS, potrebno je da budu ispunjena najmanje dva od sledecih uslova (DeClue, 2017):

e telesna teperaturaiznad 39,2 °C iliispod 37,2 °C;

e tahikardija (viSe od 140 otkucaja srca u minutu);

e tahipneja (frekvencija veca od 40 u minutu);

e ukupan broj leukocita veé¢i od 19,5-10°/L ili manji od 5-10°/L ili procenat mladih
neutrofila veci od 5.
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Sepsa se dijagnostikuje ako se uz infekciju javi SIRS, teSka sepsa ako se tokom sepse uodi i
disfunkcija organa, hipotenzija ili hipoperfuzija, a septi¢ni Sok ako nastala hipotenzija ne
reaguje na terapiju. Dalje pogorsSanje, sa izmenjenom funkcijom dva ili viSe organa, dovodi do
nastanka MODS-a (Martin, 2012).

Ovakva definicija sepse mogla je biti primenjena na velikom broju pacijenata sa
nekomplikovanim infekcijama za koje se, sa klinickog gledista, ¢inilo neodgovaraju¢im smatrati
ih septicnim. Nova definicija, iz 2016. godine, posmatra sepsu kao Zivotno ugroZavajucu
disfunkciju organa, uzrokovanu neadekvatnim odgovorom domacina na infekciju. Karakterise
je disfunkcija tkiva koja nisu direktno povezana sa infektivnim procesom. Ovakva definicija
sepse Cini termin teska sepsa suviSnim, pa je on iskljucen iz dalje primene. Termin septi¢ni Sok
i dalje je u upotrebi i definisan je kao sepsa sa poremecajem u cirkulaciji i celijskom
metabolizmu takve teZine da mogu znacajno doprineti smrtnom ishodu (Singer i sar., 2016).

2.4.1. Promene u koncentraciji proteina akutne faze tokom sepse

Patofizioloski mehanizmi u razvoju sepse su sloZeni i ukljucuju sve mehanizme nastanka APR,
a samim tim i promene u koncentracijama APP. Odredivanje koncentracije SAA pomaze kod
ranog dijagnostikovanja sepse, kao i u prognozi oboljenja (Raju i sar., 2016; Yahia i sar., 2019;
Yuisar. 2018; Yuani sar., 2013). Drugi pozitivan APP, ceruloplazmin, korelira sa biohemijskim
parametrima koji pokazuju oStecenje organa tokom sepse (Chiarla i sar., 2008). Albumin, kao
negativan APP, pokazuje znacajniji pad ukoliko je sepsa teZa, odnosno ukoliko dode do razvoja
septitnog Soka (Garnet i sar., 2016). Takode, pokazana je i povezanost njegovog pada sa
povecanjem rizika od letalnog ishoda (Takegawa i sar., 2019; Yin i sar., 2018). Aktivnost PON1
nizZa je kod septi¢nih pacijenata, odrazava tezinu oboljenja i pokazuje rizik od smrtnog ishoda
(Bojic i Kotur-Stevuljevic, 2014; Draganov i sar., 2010). Pored APP, i koncentracija gvoZda
pokazuje povezanost sa sepsom, buduc¢i da dolazi do njegovog smanjenja (Missano Florido i
sar., 2012).

2.4.2. Sepsa kod babezioze pasa

Babezioza pasa moZe se Klasifikovati kao komplikovana i nekomplikovana, a komplikovana se
moze manifestovati kao SIRS i MODS (Lobetti, 1998). Promena broja leukocita karakteristika je
SIRS-a i zabeleZena je kod pasa sa babeziozom koji Cesto imaju leukopeniju, limfopeniju i
neutropeniju sa pojavom mladih neutrofila. lako veoma retko, opisani su i slucajevi sa
leukocitozom. Sepsa, odnosno SIRS kao posledica infekcije babezijama se jo$ karakteriSe i
promenom koncentracije citokina i APP. Istrazivanja na teritoriji Zagreba, Republika Hrvatska,
pokazala su da je 68 % pasa sa babeziozom ispunilo kriterijume za SIRS, a 10 % kriterijume
MODS (Matijatko i sar., 2010).

2.5. Klima i klimatske promene

Pod klimom se podrazumevaju prosetne vremenske prilike u odredenoj oblasti tokom duZzeg
perioda. Prema uputstvu Svetske meteoroloske organizacije, za izraCunavanje proseCnih
vrednosti koristi se period od 30 godina. Opis klime ukljucuje informacije o temperaturi,
vlaznosti vazduha, vazduSnom pritisku, padavinama, obla¢nosti i vetrovima. Primera radi,
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klima Beograda u Kepen-Gajgerovoj klasifikaciji spada u umereno kontinentalnu vlaznu sa
vru¢im letom (Kottek i sar. 2006). Za period 1981-2010, srednja godiSnja temperatura
Beograda je 12,5 °C, prosecna relativna vlaznost vazduha 68 %, prosecna koli¢ina padavina
690,9 mm i prosecno je 33 dana u godini sa snegom (RHMZS, 2021a). Vetar u Beogradu najcesce
duva iz pravca jugoistoka, a potom iz pravca severozapada. Najhladniji mesec u godini je januar
sa prosecnom temperaturom od 1,4 °C, a najtopliji jul sa 23,0 °C (RHMZS, 2021a).

Geografska Sirina, kao pokazatelj ukupne energije koja sa Sunca stiZze do posmatrane lokacije,
jedan je od najznacajnijih faktora koji uticu na klimu. Energija sa Sunca zagreva povrsinu
Zemlje, a atmosfera se zagreva od kolicine toplote koju prima od tla. Procesi koji se odvijaju u
atmosferi zavise od temperaturskog gradijenta, te su tako klima, kao i njene promene, pod
dominantnim uticajem temperature vazduha. Karakteristike komponenti klimatskog sistema -
atmosfere, hidrosfere, kriosfere, zemljinog tla i biosfere - takode bitno uticu na klimu. Procesi
koji se u njima odvijaju, kao i medusobne interakcije izmedu komponenata, kontinualno se
menjaju, te se stoga i klima stalno menja.

Neki od faktora koji doprinose promeni klime su posledice prirodnih dogadaja na koje ¢ovek
nema uticaj. Na primer, erupcije vulkana ili udari meteora u proslosti doprineli su klimatskim
promenama tako $to su brzo i drasti¢no promenili uslove na Zemlji. Promene na Suncu i
promene u Zemljinoj orbiti takode dovode do promene klime. Medutim, posmatrano u kra¢em
vremenskom periodu, tokom proslog veka doslo je do ubrzane promene klime. Obimna i
detaljna naucna istrazivanja pokazala su da je za to glavni uzrok ljudska aktivnost kojom je
oslobodena velika koli¢ina gasova staklene baste (CO2, CH4 i N20) u atmosferu (IPCC, 2014).
Povecana koncentracija ovih gasova dovodi do efekta staklene basSte, ¢ime se naruSava
energetska ravnoteZa: deo energije koju bi Zemlja trebalo da emituje u svemir, zadrzava se u
atmosferi Sto dovodi do globalnog zagrevanja (Saklani i Khurana, 2019).

[strazivanja pokazuju da je od preindustrijskog perioda do perioda 2007-2016. godine
prosecna temperatura na globalnom nivou porasla za (0,87-0,92) °C, dok je na nivou Evrope
porasla za 1,6 °C. Procenjuje se da ¢e na globalnom nivou temperatura u periodu 2046-2065.
godine biti visa za (1,4-1,8) "C u odnosu na period 1986-2005. godine, dok ¢e 2081-2100.
godine biti viSa za (2,0-4,4) °C od temperature tokom 1986-2005. godine. Srbija beleZi porast
temperature koji se posebno intenzivirao osamdesetih godina proslog veka. Povecanje
temperature u kombinaciji sa periodima suse i ekstremnim padavinama za posledicu ima cesce
i intenzivnije toplotne talase, poplave, Sumske poZare, poremecaj u proizvodnji hrane i opSteg
zdravlja. Predvida se da ¢e globalno zagrevanje u Srbiji do 2100. godine, dovesti do povecanja
prosecne temperature od 2,5 °C do 5 °C, koje ¢e u centralnim i juznim delovima biti izraZenije
(Vukovici sar., 2018).

Posledice globalnog zagrevanja su vidljive — dolazi do topljenja lednika, podizanja nivoa mora i
promene rasprostranjenosti biljnog i Zivotinjskog sveta. Istrazivanja u Evropi i Severnoj
Americi otkrila su promene u fenoloskim dogadajima. Primeceno je da se izleganje ptica,
dolazak ptica selica, pojava leptira, mrest vodozemaca i cvetanje biljaka javljaju ranije. Neki
podaci ukazuju na kasniji poCetak jesenjih fenoloskih dogadaja (Walther i sar., 2002).
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Promena temperature i vlaznosti vazduha dovodi do promene geografske rasprostranjenosti
vrsta. Svaka promena temperature od 1 °C, pomera ekolosku zonu za priblizno 160 km. Stoga,
ako se tokom sledeceg veka temperatura poveca za 4 °C, moguce je da ¢e vrste na severnoj
hemisferi morati da se pomere severno za pribliZno 500 km (ili u predele koji se nalaze na 500
m vecoj nadmorskoj visini), u potrazi za pogodnim klimatskim uslovima. Sposobnost vrste da
odgovori na klimatske promene u velikoj meri zavisi od njihove sposobnosti da prate promenu
klime kolonizacijom novih teritorija ili promenom sezone aktivnosti (Thuiller, 2007).

Poslednjih decenija D. reticulatus prosSirio je granice geografske rasprostranjenosti, a kao jedan
od uzroka navode se klimatske promene, sa dominantnom ulogom promene temperature
(Estrada-Pefia i sar., 2012). Rasprostranjenost D. reticulatus bila je relativno nepromenljiva sve
do 1980-tih. Medutim, od 1990-tih, D. reticulatus se pojavljuje u oblastima u kojima ranije nije
zabeleZeno njegovo prisustvo. U tom periodu pronaden je na novim lokacijama u Poljskoj
(Karbowiak, 2014), a novija istrazZivanja pokazuju nastavak Sirenja duZ rec¢nih tokova
(Mierzejewska i sar., 2016). Na teritoriji Nemacke 2003. godine zabeleZeno je 26 novih lokacija
pojave D. reticulatus na kojima ga nije bilo 1976. godine. U drugom istrazivanju zabeleZeno je
jos 12 takvih lokacija (Dautel i sar., 2006). U Slovackoj je pomerio granice rasprostranjenosti
200 km severno (Bullova i sar., 2009), a u Ceskoj se prosirenje rasprostranjenosti beleZi duz
re¢nih slivova (Siroky i sar., 2011). Pedesetih godina u Madarskoj pronaden je na samo dve
lokacije, dok se danas pronalazi Sirom cele zemlje (Karbowiak, 2014).
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3. CILJEVIIZADACI

Babezioza pasa na podrucju grada Beograda prisutna je tokom cele godine, ali ne postoje jasno
definisani podaci o njenoj ucestalosti u pojedinim sezonama. Zbog toga je prvi cilj ove doktorske
disertacije da utvrdi broj slucajeva babezioze pasa sa klinickom slikom akutnog oboljenja u
razli¢itim sezonama tokom godine, kao i da ispita povezanost ucestalosti pojave babezioze i
meteoroloSkih parametara.

Takode, aktivnost krpelja koji prenose Babesia spp. razlikuje se izmedju sezona. Osim toga,
zabeleZeno je da se teZina inflamatornog odgovora razlikuje izmedu pojedinih pasa (Matijatko
i sar., 2009). Stoga je drugi cilj ove doktorske disertacije da kod pasa obolelih od akutne
babezioze izazvane infekcijom B. canis, ispita teZinu odgovora akutne faze pasa na osnovu
koncentracije APP i reaktanata akutne faze tokom razli¢itih sezona, kao i da pokaze da li su
promene hematoloskih i biohemijskih parametara koje se javljaju povezane sa intenzitetom
inflamacije.

Da bi se ostvario prvi cilj, prikupljene su informacije o broju slucajeva babezioze kod pasa i
postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Formiranje jedinstvene baze dijagnostikovanih slucajeva akutne babezioze pasa tokom
Cetiri godine (2013-2016) u dve veterinarske ustanove na teritoriji Beograda.

2. Prikupljanje meteoroloskih parametara u Beogradu za period 2012-2016. godine.

3. Statisticka obrada podataka.

Da bi se ostvario drugi cilj, prilikom pregleda pasa kod kojih se sumnja na akutnu infekciju
protozoom B. canis, postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Registrovanje klinickih znakova bolesti kod pasa kod kojih se sumnja da imaju akutnu
babeziozu.

2. Pregled krvnih razmaza svetlosnom mikroskopijom i evidentiranje prisustva velikih
babezija.

3. Registrovanje rezultata rutinskih hematoloskih i biohemijskih analiza.

4. KorisSc¢enje viska pune krvi za molekularnu detekciju vrste babezije koja se sprovodi u
komercijalnoj laboratoriji.

5. Upotreba viska seruma za odredivanje proteina akutne faze, proteinskih frakcija
elektroforezom na agaroznom gelu i ispitivanje prisustva IgG antitela protiv B. canis u
serumu ispitivanih pasa uz pomo¢ komercijalnih seroloskih testova.

6. Statisticka obrada podataka.
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4. MATERIJAL I METODE

Ispitivanje je radeno na teritoriji Beograda (44°49’ N; 20°28’ E), glavnog i najveceg grada
Republike Srbije. Sa populacijom od oko 1,7 miliona, u njemu zivi pribliZno cetvrtina
stanovnistva Republike Srbije (RZS, 2021). Prosecna nadmorska visina Beograda je 116 m;
nalazi se jednim delom u Panonskoj niziji, drugim na Balkanskom poluostrvu. Kroz Beograd
proticu dve velike reke, Sava i Dunav. Na osnovu podataka Republickog Hidrometeoroloskog
zavoda Srbije za period 1981-2010. godine, prosecna godiSnja temperatura iznosi 12,5 °C.
Najhladniji mesec je januar sa prosecnom temperaturom od 1,4 °C, a najtopliji jul sa prosecnom
temperaturom od 23 °C. ProseCna godiSnja relativna vlaznost vazduha iznosi 68 %, prosecne
godiSnje padavine 690,9 mm (RHMZS, 2021a). Godi$nji prosek je 58 mraznih dana, 39 sa
sneZnim pokrivacem i 36 tropskih dana.

4.1. Psi

4.1.1. Evidencija o dijagnostikovanoj babeziozi

Podaci o dijagnostikovanim klinickim slucajevima babezioze pasa prikupljeni su za period od
Cetiri godine, od 1.1.2013. do 31.12.2016. Prikupljanje je obavljeno uvidom u evidencione
kartone dve veterinarske ustanove: Veterinarska stanica Petrovac, koja se nalazi u urbanom
gradskom naselju Borca, opstina Palilula, grad Beograd, i Klinika za male Zivotinje pri Katedri
za bolesti kopitara, mesojeda, Zivine i divljaci Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu, opstina Savski venac, Beograd. Podaci su inicijalno zabeleZeni kao broj
dijagnostikovanih sluc¢ajeva na dnevnom nivou, a u Kkasnijoj analizi grupisani su na nedeljni
nivo.

4.1.2. Uzorci krvi pasa ukljucenih u laboratorijsko ispitivanje

U istrazivanje su ukljuceni podaci vezani za 66 pasa obolelih od babezioze u periodu od oktobra
2017. do maja 2019. godine (zbog malog broja slucajeva napravljen je prekid u periodu jun-
septembar), odnosno viSak krvi preostao posle dijagnostike. Svi psi su bili pacijenti
Veterinarske stanice Petrovac u Beogradu.

Na osnovu sezona odredenih u prethodnom poglavlju, rezultati ispitivanja pune krvi i seruma
pasa prirodno inficiranih B. canis od jeseni 2017. do prole¢a 2019. godine, podeljeni su u tri
grupe, koje su medusobno poredene.

Kriterijumi za postavljanje dijagnoze bili su slede¢i: 1) akutna pojava klinickih znakova
karakteristicnih za babeziozu (blede ili ikteri¢ne sluznice, poviSena temperatura, letargija,
anoreksija tokom 24-48 h); 2) prisustvo razvojnih oblika velikih babezija u eritrocitima na
krvnom razmazu obojenom Romanowsky tehnikom (BioDiff, BioGnost, Zagreb, Hrvatska)
(Slika 1); 3) hematoloske promene Kkarakteristicne za pse obolele od babezioze
(trombocitopenija, leukopenija i/ili anemija); i 4) pozitivan odgovor na tretman imidokarb-
dipropionatom (6,6 mg/kg telesne mase). U istraZzivanje nisu ukljuceni psi kod kojih je
dijagnostikovano ili je postojala sumnja na postojanje pridruZenog oboljenja (neoplazija,
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alergija ili endokrinopatija), kao ni oni sa pozitivnim Knott testom ili vidljivim ozledama.
Vlasnici svih pasa uklju¢enih u ovo istraZivanje dali su pisanu saglasnost da se rezultati
ispitivanja krvi i seruma mogu Koristiti za naucno istraZivanje. EtiCka komisija Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu odobrila je ovo istraZivanje, a dozvola za ogled
(broj 323-07-03455) dobijena je od Ministarstva poljoprivrede i zaStite Zivotne sredine
Republike Srbije.

Slika 1: Prisustvo velikih babezija u eritrocitima pasa na krvnom razmazu obojenom Romanowsky
tehnikom (imerzioni objektiv, uveli¢anje 100 x).

Uzorkovanje Krvi: Od pasa kod kojih je postavljena sumnja na babeziozu, uzeta je krv radi
dalje analize i postavljanje dijagnoze. Krv je dobijena asepticnom punkcijom Vena cephalica i
prikupljena je u dve vakuum epruvete (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA), jednu sa
etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom i jednu bez aditiva. Za
pravljenje krvnog razmaza i hematoloske analize krv je prikupljena u epruvetu sa EDTA. Visak
krvi iz epruvete sa EDTA iskoris¢en je da se metodama molekularne dijagnostike potvrdi
identitet uocene intraeritocitne protozoe B. canis. Plazma koja je dobijena centrifugovanjem
krvi sa EDTA posluzila je za odredivanje koncentracije fibrinogena. Sve analize osim
molekularne dijagnostike, uradene su u roku od dva sata po uzimanju krvi. Puna krv za
molekularnu dijagnostiku zaledena je na -20 °C i transportovana u komercijalnu veterinarsku
laboratoriju (IDEXX Laboratories, Inc.). Za rutinske biohemijske analize krv je prikupljena u
epruvetu bez aditiva, ostavljana je na sobnoj temperaturi da koagulise tokom 30 minuta, a zatim
centrifugovana 15 minuta na 1500 g da bi se izdvojio serum. Po zavrSenim biohemijskim
analizama viSak seruma zaleden je na -20 °C, kako bi posluZio za dodatna ispitivanja. U nekim
sluc¢ajevima, krvi i seruma nije bilo dovoljno da se sprovedu sve analize, pa je u predstavljanju
rezultata, na svakom grafikonu, slovom ,n“ oznacen broj analiziranih uzoraka.
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Formiranje grupa za ispitivanje: Prvi kriterijum za formiranje grupa je zasnovan na
delu/periodu godine kada je klini¢ka babezioza dijagnostikovana. S obzirom na to da ucestalost
slucajeva babezioze pasa fluktuira tokom godine (Janji¢ i sar., 2019), formirane su tri sezone:
januar-februar (Jan-Feb), februar-maj (Feb-Maj) i oktobar-decembar (Okt-Dec). Osam pasa
je dijagnostikovano u sezoni Jan-Feb, 45 tokom Feb-Maj sezone i 13 u Okt-Dec sezoni.

Drugi kriterijum je bilo prisustvo SIRS-a, koje je potvrdeno ukoliko su bila ispunjena najmanje
dva od sledec¢ih kriterijuma: 1) telesna teperatura iznad 39,2 °C ili ispod 37,2 °C; 2) tahikardija
(viSe od 140 otkucaja srca u minutu); 3) tahipneja (frekvencija veca od 40 u minutu); 4) ukupan
broj leukocita ve¢i od 19,5-10°/L ili manji od 5-10°/L ili procenat mladih neutrofila veci od 5
(DeClue, 2017). Za 54 psa (29 muzjaka i 25 Zenki, 41 rasnih i 13 meSanaca, starosti 2 do 132
meseca) bilo je dovoljno podataka za potvrdivanje ili iskljuc¢ivanje SIRS-a, pa je grupu sa SIRS-
om cinilo 32 psa, dok je u grupi bez SIRS-a bilo 22 psa.

Treci kriterijum za grupisanje je bilo prisustvo IgG antitela protiv B. canis. Psi sa prisustvom IgG
antitela protiv B. canis Cinili su grupu seroreaktivnih pasa, dok su psi bez prisustva antitela
protiv B. canis ¢inili grupu seronegativnih. Testirano je 48 pasa.

IzvrSena su joS dva grupisanja, na osnovu pola (36 muZjaka i 28 Zenki, za dva psa nije zabeleZen
pol) i rase (48 rasnih i 18 meSanaca).

4.2. Meteoroloski podaci

Meteoroloski parametri za Beograd prikupljeni su za period 2012-2016. godine. Vrednosti
srednje dnevne temperature, relativne vlaznosti vazduha, atmosferskog pritiska, koli¢ine
padavina i oblac¢nosti preuzete su od Republickog Hidrometeoroloskog zavoda Srbije (RHMZS,
2021b). Iz prikupljenih dnevnih vrednosti izracunate su srednje nedeljne vrednosti svih
navedenih meteoroloskih parametara koje su potom Kkorelirane sa nedeljnim brojem slucajeva
babezioze.

4.3. Hematoloske analize

Hematoloske analize su uradene na automatskom hematoloskom analizatoru Abacus Junior Vet
(Diatron, Be¢, Austrija). Dobijene su vrednosti o broju leukocita, eritrocita i trombocita,
vrednosti hematokrita, koncentracije hemoglobina, prose¢ne zapremine eritrocita i prosecne
koncentracije hemoglobina po litri eritrocita. Leukocitarna formula je odredivana pregledom
krvnog razmaza obojenog Romanovski tipom bojenja. U ukupnom broju od 100 leukocita,
odredena je procentualna zastupljenost neutrofilnih granulocita, mladih neutrofilnih
granulocita, monocita, limfocita i eozinofilnih granulocita. Referentni intervali hematoloskih
parametara su preuzeti od klinicke laboratorije Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u
Beogradu. Psi su smatrani anemicnim ako je hematokrit bio manji od 37 % (Quigley i sar,
2001). Takode, analizom krvnog razmaza obojenog Romanovski tipom bojenja odredena je i
parazitemija, kao procenat eritrocita zaraZenih babezijama zabeleZen pregledom 2000
eritrocita (Beleti¢ i sar., 2021).
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4.4. Biohemijske analize

Biohemijske analize suuradene na biohemijskom analizatoru Technicon RA-XT (Bayer, Dablin,
Irska). Analizirano je 17 parametara: ukupni proteini, albumin, kreatinin, urea, neorganski
fosfat, glukoza, holesterol, trigliceridi, ukupni bilirubin, gvoZde, alanin aminotransferaza,
aspartat aminotransferaza, gama-glutamil transferaza, alkalna fosfataza, a-amilaza, lipaza i
kreatinin kinaza. Koncentracija globulina je izracunata kao razlika koncentracije ukupnih
proteina i albumina. Referentni intervali su preuzeti od klinicke laboratorije Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

4.5. Elektroforeza proteina

Elektroforeza je radena na 1 % agaroznom gelu, u SAS-MX horizontalnoj kadi za elektroforezu
(Helena Laboratories, Beaumont, Texas) sa barbituratnim puferom (pH = 8,6), tokom 45 min
na 80 V. Nakon toga gel je suSen 20 min na 60 °C, obojen sa 0,1 % Comassie brilliant blue bojom,
i viSak boje uklonjen vodenim rastvorom sa 10 % siréetne kiseline i 30 % metanola. Skeniranje
gelovaradeno je Epson V800 skenerom, a denzitometrijska analiza upotrebom TotalLab TL120
programa. Na ovaj nacin odredena je koncentracija a, i y globulina.

4.6. Odredivanje koncentracije proteina akutne faze i indeksa reaktanata akutne
faze

4.6.1. Proteini akutne faze

Koncentracija Serum amiloida A odredena je komercijalnim ELISA testom (Tridelta
Development Ltd). Test je raden prema uputstvu proizvodaca. Absorbanca uzoraka u
mikrotitracionoj ploci ocitana je na ELISA ¢itacu (EIx800, Biotek) na 450 nm.

Koncentracija ceruloplazmina odredena je spektrofotometrijski na aparatu Cecil-e 2021 2000
series (Cecil Instrumentation Services Limited, Velika Britanija). Metoda se zasniva na merenju
oksidativne aktivnosti ceruloplazmina upotrebom p-fenilendiamina kao supstrata (Ceron i
Martinez-Subiela, 2004).

Aktivnost paraoksonaze 1 odredena je spektrofotometrijski na Cecil ce 2021 2000 series (Cecil
Instrumentation Services Limited, Velika Britanija). Metodu su opisali Dantoine i sar. (1998) i
zasniva se na upotrebi 4-nitrofenil acetata kao supstrata za hidrolizu.

Koncentracija fibrinogena odredivana je metodom =zagrevanja uz precipitaciju. Dve
mikrohematokritske cevcice ispunjene su sveze uzetom krvi sa EDTA antikoagulansom nakon
Cega su centrifugovane. Jedna je prelomljena neposredno iznad granice eritrocita i plazme,
plazma je istisnuta na prizmu refraktometra i procitana je vrednost koncentracije plazma
proteina (P1). Druga cevdica je inkubirana tokom 3 minuta na 56 °C u vodenom kupatilu. U
ovom procesu fibrinogen se precipitovao u vidu belog prstena iznad sloja eritrocita. Nakon
inkubacije cevcica je ponovo centrifugovana, pa je prelomljena neposredno iznad granice
plazme i fibrinogena. Plazma je istisnuta na prizmu refraktometra i ponovo je izmerena
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koncentracija proteina (P2). Koncentracija fibrinogena izra¢unata je oduzimanjem P2 od P1
(Schalm, 1980).

4.6.2. Indeksi reaktanata akutne faze

Indeksi reaktanata akutne faze (IRAF) izracunati su prema preporuci Gruys i sar. (2006):

brz pozitivni RAF) - (spor pozitivni RAF
raF = Przp ) (sporp )

(brz negativni RAF) - (spor negativni RAF)
gde je RAF reaktant akutne faze.

U cilju izrainavanja IRAF svi pozitivni i negtaivni APP kao i gvoZde, svrstani su reaktante
akutne faze (RAF). Izracunata su dva IRAF, koriste¢i SAA i CER kao brz odnosno spor pozitivni
reaktant akutne faze (Gabay i Kushner, 1999; Cray i sar., 2009), gvoZzde kao brz negativni
reaktant akutne faze (Spottiswoode i sar., 2014) i albumin i PON1 kao spori negativni reaktanti
akutne faze (Gabay i Kushner, 1999; Tvarijonaviciute i sar., 2012).

4.7. Seroloske analize

Serumi pasa ispitani su na prisustvo IgG antitela protiv B. canis. Testiranje je radeno
komercijalnim MegaFLUO® BABESIA canis (MEGACOR Diagnostik GmbH, Horbranz, Austrija)
testom, prema uputstvu proizvodaca. Test se zasniva na principu ,sendvi¢“ ELISA-e.

4.8. Molekularna dijagnostika

U cilju odredivanja vrste i kvantifikacije uzro¢nika babezioze, primenjena je tehnika real-time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Kao ,target” izabran je hsp70 gen B. canis. Ovo ispitivanje
uradeno je u komercijalnoj veterinarskoj referentnoj laboratoriji - IDEXX Reference Lab, West
Sacramento, California, USA. Koli¢ina B. canis u perifernoj krvi je obrnuto proporcionalna
,Crossing point value“ dobijenoj u RT-PCR analizi.

4.9, Statisticka analiza

Povezanost meteoroloskih parametara i broja dijagnostikovanih slucajeva ispitana je preko
Spirmanovog koeficijenta korelacije. U ovu analizu uvedeno je vremensko kasnjenje dato kao
broj nedelja, ¢ime se korelacioni parovi pomeraju. Kada je vremensko kasnjenje jednako nuli,
korelacijski parovi se sastoje od vrednosti zabeleZenih u istoj nedelji. Kada je vremensko
kasnjenje jedna nedelja, broj zabeleZenih slucajeva korelira sa meteoroloskim parametrima
zabeleZenim nedelju dana ranije, itd. Vremensko kasnjenje je u opsegu od nula do 52 nedelje,
odnosno pokriva period od godinu dana.

Postojanje razlike u vrednostima laboratorijskih rezultata izmedu pasa obolelih od babezioze
u tri razliCite sezone ispitana je Kruskal-Wallis testom, uz post-hoc analizu po Conover-u.
Mann-Whitney U test je koriS¢en za ispitivanje statistiCke znacajnosti pomenutih razlika
izmedu pasa sa i bez SIRS-a, pasa seronegativnih i seroreaktivnih prema B. canis, muZjaka i
Zenki odnosno rasnih pasa i meSanaca. Razlika u distribuciji kategorickih varijabli ispitana je

hi-kvadrat testom, a povezanost starosti pasa sa promenama pojedinih parametara ispitana je
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Spirmanovom korelacionom analizom. Univarijantna i multivarijantna logisticka regresija
koriS¢ena je za identifikovanje parametara koji su nezavisno povezani sa odredenom grupom
pasa. Za statisticke analize koriS¢enjen je softver MedCalc® verzija 16.2.1.
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5. REZULTATI

Rezultati prvog dela studije, u kome je ispitivana povezanost pojave oboljenja i meteoroloskih
parametara, dobijeni su retrospektivnom analizom 872 slucajeva babezioze pasa, registrovanih
u periodu 2013-2016. godine. U drugi deo studije ukljuceno je 66 pasa obolelih tokom 2017-
2019. godine. Krv ovih pasa koriS¢ena je za laboratorijske analize.

5.1. Veza pojave akutne babezioze pasa sa meteoroloskim parametrima

5.1.1. Sezonalnost pojave babezioze pasa

Tokom Ccetiri godine (2013-2016) u dve veterinarske ustanove na teritoriji Beograda
zabeleZena su 872 slucaja babezioze pasa. Na grafikonu 1 je za svaku nedelju tokom godine dat
prosecan cetvorogodiSnji (2013-2016) broj slucajeva. Na grafikonu 1 vide se dva godisnja
maksimuma, od kojih je zimsko-proleéni (izmedu 1.1 18. nedelje) izraZeniji od jesenjeg (izmedu
41.147.nedelje). Izmedu njih su dva perioda sa manjim broja slucajeva, jedan dugi tokom letnje
sezone i jedan kratki krajem jeseni.

Prosecan broj
dijagnostikovanih slucajeva

Broj nedelje

Grafikon 1. Prosecan broj dijagnostikovanih slucajeva nedeljno, tokom 2013-2016. godine.

U toku navedene cetiri godine, bilo je 38 nedelja bez zabeleZenih slucajeva babezioze, 39
nedelja sa jednim slu¢ajem, 59 nedelja sa dva do Cetiri slucaja, 56 nedelja sa pet do 11 slucaja i
16 nedelja sa 12 do 28 slucajeva. Na osnovu nedeljnog broja slucajeva, godina je podeljena na
Cetiri sezone: Jan-Feb, Feb-Maj, Jun-Sep i Okt-Dec (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Broj nedelja sa odredenim brojem dijagnostikovanih slu¢ajeva rasporeden po sezonama.
Brojevi u gornjem delu grafikona predstavljaju procenat ukupnog broja slu¢ajeva u pojedinim
sezonama. Legenda sa desne strane: Boja stubi¢a odgovara broju sluc¢ajeva u jednoj nedelji.

Od sredine februara do kraja maja (godiSnji period od 17 nedelja), zabeleZeno je 61,7 %
(538/872) slucajevai to je period u kome se nalazi svih 16 nedelja sa 12 i viSe slucajeva. Ovaj
deo godine oznacen je kao sezona Feb-Maj ili produZeni prole¢ni period. Od pocetka juna do
kraja septembra nije bilo nedelja u kojima je zabeleZeno viSe od Cetiri slucaja. Taj godisSnji
period od 17 nedelja nazvan je sezona Jun-Sep, tokom Kkoje je zabeleZeno 8,4 % (73/872)
slucajeva. Od pocetka oktobra do kraja decembra ucestale su nedelje sa 2-4 i 5-11 slucajeva.
Tada je dijagnostikovano 19,5 % (170/872) slucajeva; sezona je nazvana Okt-Dec i obuhvata
13 nedelja. Jan-Feb sezona koja obuhvata pet nedelja sa 10,4 % (91/872) dijagnostikovanih
slucajeva (Grafikon 2), odvojena je od decembra u kome je zabeleZen jedan od dva minimuma
ucCestalosti pojave oboljenja, dok je od druge polovine februara odvojena zbog pojave nedeljnog
broja slucajeva od 12 i viSe, na osnovu kojih je formirana sezona Feb-Maj.

5.1.2. Kratkorocna veza pojave babezioze i meteoroloskih parametara

Prosecni period inkubacije posle uboda krpelja i infekcije Babesia spp. je dve nedelje. Na
aktivnost krpelja uticu vremenski uslovi pa je s obzirom na to, ispitana povezanost
meteoroloskih parametara i broja slucajeva babezioze pasa sa vremenskim kasnjenjem od dve
nedelje (drugim recima, broj slucajeva babezioze pasa je koreliran sa meteoroloSkim
parametrima zabeleZenim dve nedelje ranije). Od meteoroloskih parametara su uzeti u obzir:
temperatura (TG), relativna vlaznost vazduha (HU), atmosferski pritisak (PP), obla¢nost (CC) i
koli¢ina padavina (RR). Dobijeni rezultati su razvrstani na osnovu sezona i broja slucajeva
babezioze tokom svake nedelje (Tabela 1), Sto omogucava ispitivanje povezanosti promene
meteoroloskih parametara i promene broja dijagnostikovanih slucajeva.

[z tabele 1 vidi se da u sezoni Feb-Maj, kada ima najviSe dijagnostikovanih slucajeva, pojava
babezioze (prelazak sa 0 na 1 slucaj nedeljno) odgovara povecanju temperature sa 9,2 °C na
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16,2 °C. Medutim, dalji porast broja slucajeva babezioze u ovom periodu pracen je padom
temperature, tako da je u nedeljama sa 12 i viSe slucajeva prosecna nedeljna temperatura bila
9,2 °C. Ni ostali meteoroloski parametri u ovoj sezoni nisu pokazali pravilnost promena koje bi
pratile promenu broja slucajeva babezioze. Sa druge strane, tokom sezone Jun-Sep, kada se
babezioza samo sporadi¢no dijagnostikuje, porast broja slucajeva prate pad temperature,
povecanje relativne vlaZnosti i pad atmosferskog pritiska (Tabela 1).

Tabela 1. Vrednosti meteoroloskih parametara zabelezene dve nedelje pre dijagnostikovanja
babezioze. Podaci su podeljeni u grupe na osnovu sezona i broja sluc¢ajeva nedeljno. Skraéenice: TG -
srednja nedeljna temperatura; HU - srednja nedeljna vlaznost vazduha; CC - srednja nedeljna obla¢nost;
RR - srednja nedeljna koli¢ina padavina; PP - srednji nedeljni vazdusni pritisak.

Broj
di]'a]gnostikovanih Sezona Broj' TG I:U PP RR cc
sluéajeva nedeljno nedelja (°C) (%) (mbar) (mm) (okta)
0 Jan-Feb 2 -23 78 1016,3 09 4,7
Feb-Maj 2 9,2 72 1003,4 2,2 5,8
Jun-Sep 26 23,6 62 1005,4 3,0 34
Okt-Dec 8 7,0 77 10156 1,0 4,7
1 Jan-Feb 2 6,4 75 1000,0 1,5 5,5
Feb-Maj 2 16,2 67 10050 6,8 4,2
Jun-Sep 23 22,9 62 1004,0 1,7 3,2
Okt-Dec 12 8,6 80 1007,7 2,6 5,2
2-4 Jan-Feb 6 1,7 79 1008,3 1,6 5,2
Feb-Maj 17 14,1 68 1000,0 39 4.8
Jun-Sep 19 21,3 64 999,3 2,3 3,6
Okt-Dec 17 9,5 77 1010,1 1,7 4,4
5-11 Jan-Feb 10 6,4 77 1002,7 1,2 4,9
Feb-Maj 31 10,2 69 1000,6 2,4 5,0
Okt-Dec 15 13,6 74 1005,0 1,4 3,7
12-28 Feb-Maj 16 9,2 67 1008,8 0,8 4,3

Kako se temperatura i relativna vlazZnost smatraju glavnim faktorima koji uti¢u na aktivnost
krpelja, ispitana je zavisnost pojave oboljenja od kombinacije ova dva faktora (Grafikon 3).
Tokom sezona Feb-Maj i Okt-Dec, dva perioda sa najve¢im brojem zabeleZenih slucajeva, opseg
temperatura i relativne vlaznosti vazduha je slican, ali sa neSto niZim temperaturama i ve¢om
relativnom vlazno$¢u vazduha u Okt-Dec nego u Feb-Maj. U nedeljama sa najveéim brojem
slucajeva (12-28), temperatura se kretala u opsegu (3-16) °C, arelativna vlaznost vazduha (53-
87) % (Grafikon 3). Tokom ovog perioda prose¢na temperatura bila je 9,2 °C, relativna vlaznost
vazduha 67 % sa prose¢nim padavinama od 0,8 mm (Tabela 1).

U sezoni Jan-Feb 5-11 i jedan slucaj nedeljno beleZeni su u nedeljama kojima odgovara ista
prosecna temperatura (6,4 °C).
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Grafikon 3. Broj dijagnostikovanih slu¢ajeva u zavisnosti od temperature i relativne vlaznosti vazduha
zabelezZenih dve nedelje pre pojave klinicke babezioze. Svaka sezona je pokazana zasebnim grafikonom.
Boja simbola predstavlja broj sluc¢ajeva nedeljno. Isprekidana linija predstavlja opseg ,povoljnih*
temperatura i relativne vlaznosti vazduha u svakoj sezoni.

U sezoni Jun-Sep sa najmanje slucajeva, vecina slucajeva je dijagnostikovana pri temperaturi
od 15 °Cdo 25 °Ci relativnoj vlaznosti vazduha od 55 % do 77 %. Medutim, zabeleZeno je 0,7 %
(6/872) slucajeva pri temperaturi iznad 26 °C i relativnom vlaznoséu vazduha od 43 % do 55
% (Grafikon 3).

5.1.3. Dugorocna veza pojave babezioze i meteoroloskih parametara

S obzirom na to da su krpelji vektori koji prenose protozoe roda Babesia spp., brojnost krpelja
i njihova aktivnost jedan su od vaznih faktora ucestalosti nastanka oboljenja. Meteoroloski
uslovi imaju veliki uticaj na sve razvojne faze krpelja, tokom cele godine, pa je shodno tome, za
svaku sezonu posebno, korelacionom analizom ispitana veza broja dijagnostikovanih slucajeva
babezioze i meteoroloskih parametara sa vremenskim kasnjenjem od 0 do 52 nedelje (godinu
dana). Na ovaj nacin, ,pogledom u proslost” ispitan je uticaj vremenskih uslova na populaciju
krpelja, a posledi¢no i na pojavu babezioze (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Spirmanov koeficijent korelacije broja dijagnostikovanih slucajeva nedeljno i
meteoroloskih parametara, sa vremenskim kasnjenjem prikazanim kao broj nedelja. Prikazane su samo
one vrednosti gde je apsolutna vrednost koeficijenta korelacije ve¢a od 0,35. Skracenice: TG - srednja
nedeljna temperatura; HU - srednja nedeljna vlaznost vazduha; CC - srednja nedeljna oblacnost; RR -
srednja nedeljna koli¢ina padavina; PP - srednji nedeljni vazdusni pritisak.

Tokom sezone Jan-Feb bez vremenskog kasnjenja, povecanje broja slucajeva je u korelaciji sa
smanjenjem temperature (ps = -0,46). Za sezonu Jan-Feb je takode pokazano da sto je oblacnost

veca u periodu od jednog do tri meseca pre pojave babezioze to je broj slucajeva bolesti veci
(Grafikon 4).

Za sezonu Feb-Maj je pokazano da Sto je temperatura niZa u periodu do Cetiri nedelje pre pojave
oboljenja to je broj slucajeva babezioze visi (psod -0,35 do -0,39). Takode je pokazano da Sto je
temperatura visa, a vlaznost niza u periodu od Cetiri do osam meseci pre navedene sezone (Sto
odgovara jesenjem i zimskom periodu) broj slucajeva babezioze je visi (temperatura p;= 0,36-
0,58; relativna vlaznost p;0d -0,37 do -47). Na kraju, u istoj sezoni je broj sluc¢ajeva babezioze
bio visi $to su temperature bile niZe u prethodnoj godini, a u periodu od 40. do 50. nedelje
ranije (kasno prolece i rano leto), i Sto je relativna vlaznost bila viSa u 44. i 45. nedelji (Grafikon
4).
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Rezultati za sezonu Jun-Sep pokazuju da je vazdusni pritisak u negativnoj korelaciji sa brojem
slucajeva 17 do 20 nedelja pre (ps od -0,36 do -0,39), 32 do 34 nedelje pre (ps od 0,42 do -0,46)
i41 do 46 nedelja pre (ps od -0,36 do 0,42) nastanka oboljenja.

Za sezonu Okt-Dec pokazano je da je broj slucajeva babezioze u pozitivnoj korelaciji sa
temperaturom u nedelji pojave oboljenja (ps= 0,43) kao i u periodu tokom prethodne jeseni i
zime, odnoso od 37. do 42. nedelje ranije (ps= 0,38 - 0,40). Osim toga, broj slu¢ajeva u toj sezoni
je bio manji Sto je temperatura bila niZza 14 do 19 nedelja ranije, Sto odgovara kraju letnjeg
perioda (Grafikon 4).

5.2. Laboratorijske analize

5.2.1. Hematoloski i biohemijski parametri kod SIRS pozitivnih pasa i pasa bez SIRS-a

U nasoj studiji su analizirane vrednosti klini¢kih i laboratorijskih parametara 54 psa na osnovu
kojih je potvrden ili iskljucen SIRS. Medutim, nije bilo dovoljno krvi i seruma za sve testove. Iz
tog razloga pojedini parametri su ispitivani na manjem broju pasa, Sto na grafikonima ukazuje
broj ,n“

Medu ispitivanim psima, njih 32 (59 %) je ispunjavalo kriterijume da budu svrstani u grupu
nazvanu ,SIRS, dok 22 (41 %) nije ispunjavalo SIRS kriterijume i svrstani su u grupu nazvanu
»bez SIRS-a“. U SIRS grupi, svi su imali poviSenu temperaturu, leukopeniju njih 26 (81 %),
povecanje broja mladih neutrofila njih 12 (38 %), a leukocitozu jedan pas (3 %). MuZjaka je bilo
viSe (P = 0,028) u SIRS grupi (69 %) nego u grupi bez SIRS-a (31 %). Razlike u starosti pasa
izmedu SIRS grupe [12 (2-123) meseci] i grupe bez SIRS-a [15 (5-132) meseci] nije bilo (P =
0,411).

SIRS grupa imala je manje leukocita, neutrofila, monocita i limfocita (Grafikon 5). Postoji razlika
i u pojavi leukopenije (P < 0,001) izmedu SIRS grupe (kod kojih je ucestalost leukopenije 91 %)
i onih bez SIRS-a (14 %), neutropenije (P < 0,001) (SIRS psi 50 %, psi bez SIRS-a 0,04 %),
monocitopenije P < 0,001 (SIRS psi 42 %, psi bez SIRS-a 4 %) i limfopenije P = 0,028 (SIRS psi
69 %, psi bez SIRS-a 36 %).
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Grafikon 5: Broj (a) leukocita (WBC), (b) neutrofila (NEUT), (c) mladih neutrofila (Mladi NEUT), (d)
monocita (MON) i (e) limfocita (LYM). Mann-Whitney U test, P < 0,05 smatra se znacajnim. ,Box”
predstavlja vrednosti od donjeg do gornjeg kvartila. Srednja linija u,box”-u predstavlja medijanu. Linija
je produZena od najmanje do najvece vrednosti. Krugovi predstavljaju ekstremne vrednosti. Tackaste
linije predstavljaju granice referentnih intervala klinicke laboratorije Fakulteta veterinarske medicine,

Univerziteta u Beogradu.
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Suprotno rezultatima dobijenim za belu krvnu sliku, u crvenoj krvnoj slici nije bilo razlika
povezanih sa SIRS-om (Grafikon 6). Broj trombocita se takode nije razlikovao izmedu pasa sa i
bez SIRS-a. TeSka trombocitopenija bila je ucestala u obe grupe (SIRS psi 88 %, psi bez SIRS-a
84 %), a samo jedan pas imao je broj trombocita unutar referentnih intervala i nalazio se u grupi
bez SIRS-a.
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Grafikon 6: (a) broj eritrocita (RBC), (b) koncentracije hemoglobina (HGB), (c) vrednosti hematokrita
(HCT), (d) prosectna zapremina eritrocita (MCV) i (e) prosecna koncentracija hemoglobina po litri
eritrocita (MCHC). Mann-Whitney U test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na
grafikonu 5.
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Kada se analiziraju biohemijski parametari, uocava se da su samo koncentracija gvozda i
ukupnog bilirubina pokazali postojanje razlike vezano za prisustvo SIRS-a (Grafikon 73, b). Oba
parametra su imala ve¢u koncentraciju kod pasa bez SIRS-a, a samo je pet pasa iz SIRS grupe i
jedan iz grupe bez SIRS-a imao koncentraciju gvoZzda ispod referentnih intervala. Vrednosti
pozitivnih APP (SAA i CER) bile su daleko iznad (Grafikon 7c,d), dok su vrednosti PON1 bile
ispod referentnog intervala (Grafikon 7e) kod svih izuzev tri psa (dva sa SIRS-om i jednog bez
SIRS-a) . Medutim, razlike za APP kao i koli¢inu DNK parazita u cirkulaciji (Grafikon 7f), vezane
za SIRS nije bilo. Dodatno, statisticki znacajna korelacija (ps = -0,697 sa 95% intervalom
pouzdanosti od -0,819 do -0,516; P < 0,001) potvrdila je slaganje rezultata parazitemije
odredene mikroskopski i RT-PCR metodom (Beleti¢ i sar., 2021). 1z ovog razloga, prilikom
ispitivanja razlike u parazitemiji izmedu seropozitivnih i seronegativnih pasa, odnosno izmedu
sezona prikazivani su samo rezultati RT-PCR metode. Izmedu ove dve grupe bilo je razlike u
prisustvu IgG antitela protiv B. canis (P = 0,041). U SIRS grupi bilo je 44 % seroreaktivnih pasa,
dok je u grupi bez SIRS-a bilo 70 %.
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Grafikon 7: Koncentracija (a) gvozda (Gvozde), (b) ukupnog bilirubina (BIL-U), (c) serum amiloida A
(SAA) i (d) ceruloplazmina (CER), (e) aktivnost paraoksonaze 1 (PON1) i (f) nivo parazitemije izrazen
kao ,crossing point value“ u RT-PCR analizi za B. canis. Mann-Whitney U test, P < 0,05 smatra se

znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.
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Izmedu pasa sa i bez prisutnog SIRS-a nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima IRAF
(Grafikon 8).
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Grafikon 8: Indeksi reaktanata akutne faze (IRAF): (a) (SAA-CER)/(ALB-Fe) i (b) (SAA-CER)/(Fe-PON1).
Gde su: SAA - serum amiloid A, CER - ceruloplazmin, ALB - albumin, Fe - gvoZde, i PON1 - paraoksonaza
1. Mann-Whitney U test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.

Vrednosti drugih biohemijskih parametara i APP nisu se razlikovale izmedu ove dve grupe pasa
(Tabela 2).

Tabela 2. Rezultati biohemijskih parametara i proteina akutne faze (medijana, prvi i tre¢i kvartil).

Parametar (jedinica) SIRS Bez SIRS-a R.eferentm pb
intervala
Ukupni proteini (g/L) 58,3 (41,3; 124,1) 62,5 (41,5;92,1) (54; 75) 0,279
Albumin (g/L) 30,4 (17,0; 41,6) 32,2 (20,0; 46,6) (13; 31) 0,343
Globulini (g/L) 27 (20,3; 48,8) 28,3 (20,9; 45,5) (16; 36) 0,378
Odnos albumin/globulini 1,18 (0,51; 1,77) 1,16 (0,52; 1,87) (0,8; 2,0) 0,772
Kreatinin Jaffé (umol/L) 92 (46; 205) 99 (24; 184) (54; 150) 0,449
Urea (mmol/L) 5,55 (0; 24,59) 5,40 (2,63; 32,48) (2,9; 10) 0,455
Neorganski fosfat (mmol/L) 1,61 (0,70; 2,77) 1,57 (0,65; 3,43) (0,81;1,90) 0,973
Glukoza (mmol/L) 5,48 (1,72; 7,98) 5,55 (2,76; 9,56) (4,2; 6,6) 0,798
Holesterol (mmol/L) 4,7 (2,8;7,4) 52 (3,1; 8,6) (3,5;7,5) 0,592
Trigliceridi (mmol/L) 0,82 (0,04; 1,46) 0,72 (0,37; 4,32) (0,30; 1,50) 0,947
Alanin aminotransferaza (U/L) 26 (11;130) 31 (0; 198) (10; 109) 0,806
Aspartat aminotransferaza (U/L) 43 (3; 135) 29 (9; 158) (13; 60) 0,181
Alkalna fosfataza (U/L) 239 (86; 999) 267 (140; 1413) (11;114) 0,321
Gama glutamil transferaza (U/L) 5(0; 15) 6 (0; 13) (1;12) 0,331
Kreatin kinaza (U/L) 102 (25; 266) 85 (5; 218) (50; 400) 0,057
Amilaza (U/L) 921 (406; 2283) 1120 (288; 6555) (219;1215) 0,403
Lipaza (U/L) 32,5(12,4; 262,8) 49,6 (12,7; 1091) (25;250) 0,136
Fibrinogen (g/L) 6 (4; 10) 6(1;10) (1,3; 4,8) 0,840

a Referentni interval klinicke laboratorije Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu.
b Nivo statisticki znacajne razlike (P < 0,05 smatra se znacajnim) izmedu grupa septicnih i nesepti¢nih
pasa (Mann-Whitney U test).
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5.2.2. Hematoloski i biohemijski parametri kod B. canis seronegativnih i seropozitivnih
pasa

Daljom analizom rezultata, parametri ¢ije su se vrednosti razlikovale izmedu pasa sa i bez SIRS-
a, ispitani su i kod seroreaktivnih i seronegativnih pasa. Seroreaktivni psi imali su ve¢i broj
limfocita i monocita (Grafikon 9¢, d). lako se kolicina DNK parazita izmedu septi¢nih i
nesepti¢nih nije razlikovala (Grafikon 7f), bila je manja kod seropozitivnih u poredenju sa
seronegativnim psima (Grafikon 10).
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Grafikon 9: Broj (a) leukocita (WBC), (b) neutrofila (NEUT), (c) limfocita (LYM), (d) monocita (MON),
koncentracije (e) ukupnog bilirubina (BIL-U) i (f) gvozda (Gvozde). Mann-Whitney U test, P < 0,05
smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.
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Grafikon 10: Nivo parazitemije izraZen kao ,crossing point value“ u RT-PCR analizi za B. canis. Mann-
Whitney U test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.

5.2.3. Promene laboratorijskih parametara vezane za sezone

Psi kod kojih je u periodu 2017-2019. godine dijagnostikovana akutna babezioza uzrokovana
infekcijom B. canis, podeljeni su u sezone, definisane na osnovu rezultata prvog dela studije, te
su poredeni rezultati ispitivanja pune krvi i seruma. Neophodno je napomenuti da tokom 2017-
2019. godine nije bilo pasa obolelih tokom sezone jun-septembar.
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Analizom parametara bele krvne slike nije uocena njihova povezanost sa sezonom oboljenja
(Grafikon 11). Medutim, primeceno je da je viSe od polovine svih ispitivanih pasa imalo
leukopeniju (56 %) dok je 86 % bilo eozinopeni¢no. Procenat zastupljenosti leukopenije i
eozinopenije se nije razlikovao izmedu grupa.
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Grafikon 11: Broj (a) leukocita (WBC), (b) neutrofila (NEUT), (c) eozinofila (EO), (d) monocita (MON) i
(e) limfocita (LYM). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu
5.

52



Rezultati

[spitivanjem crvene krvne slike uoceno je prisustvo anemije u sve tri grupe. Naime, anemiju je
imalo 63 % pasa u sezoni Jan-Feb, 78 % pasa u sezoni Feb-Maj i 92 % pasa u sezoni Okt-Dec.
Njena pojava nije bila uslovljena sezonom u kojoj se javilo oboljenje. Psi oboleli u sezoni Okt-
Dec su imali manju prose¢nu koncentraciju hemoglobina po litri eritrocita (Grafikon 12e) od
pasa obolelih u druge dve sezone.
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Grafikon 12: (a) broj eritrocita (RBC), (b) koncentracije hemoglobina (HGB), (c) vrednosti hematokrita
(HCT), (d) prosectna zapremina eritrocita (MCV) i (e) prosecna koncentracija hemoglobina po litri
eritrocita (MCHC). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora
predstavlja P < 0,05. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.
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Rezultati

0Od 56 pasa, samo kod jednog u sezoni Jan-Feb, broj trombocita bio je u okviru referentnih
intervala svi ostali su bili tromocitopenicni (Tabela 3).

Tabela 3. Medijana, minimalan i maksimalan broj trombocita kod pasa obolelih od babezioze u sezoni
Jan-Feb, Feb-Maj, Okt-Dec.

PLT (P = 0,254)

Sezona Medijana (minimum-maksimum)
Jan-Feb (n =10) 0 (0; 237)
Feb-Maj (n = 33) 0(0;137)
Okt-Dec (n =13) 2(0;118)
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Rezultati

U sezoni Feb-Maj koncentracija albumina kod obolelih pasa bila je manja u odnosu na druge
dve sezone (Grafikon 13b). Kod vecine pasa koncentracija albumina u sezoni Feb-Maj bila je u
okviru, dok je u druge dve sezone bila ve¢a od referentnog intervala. Za razliku od albumina,
koncentracija ukupnih proteina se razlikovala samo izmedu Jan-Feb i Feb-Maj sezone
(Grafikon 13a). Kod vecine pasa proteini su bili u okviru referentnog intervala dok je manji broj
pasa u sezoni Jan-Feb imao vrednosti ukupnih proteina iznad, a u sezoni Feb-Maj ispod
referentnog intervala.
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Grafikon 13: Koncentracija (a) ukupnih proteina (Proteini), (b) albumina (Albumin), (c) ukupnih
globulina (Globulini), (d) a-globulina (a-Globulini), (e) B-globulina (f-Globulini) i (f) y- globulina (y-
Globulini). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora predstavlja P <
0,05. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.

55



Rezultati

Odnos albumin/globulini nije se razlikovao izmedu sezona i sa malim brojem izuzetaka u sezoni
Feb-Maj, bio je u okviru referentnih intervala (Grafikon 14).
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Grafikon 14: Odnos albumin/globulini (Albumin/Globulini). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se
znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.

Koncentracija kreatinina je bila niZza u sezoni Feb-Maj od koncentracije u druge dve sezone
(Grafikon 15a).
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Grafikon 15: Koncentracija (a) kreatinina, odredena Jaffé metodom (Kreatinin (Jaffé)), (b) uree (Urea)
i (c) neorganskog fosfata (Neorganski fosfat). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica
iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.

56



Rezultati

Koncentracije glukoze, holesterola i triglicerida nisu se razlikovale izmedu sezona i sa malim
brojem izuzetaka bile su u okviru referentnih intervala (Grafikon 16).
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Grafikon 16: Koncentracija (a) glukoze (Glukoza), (b) holesterola (Holesterol) i (c) triglicerida
(Trigliceridi). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.
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Rezultati

Koncentracija gvoZda bila je manja u sezoni Feb-Maj u odnosu na druge dve (Grafikon 17b).
Polovina pasa u sezoni Feb-Maj imala je koncentraciju gvozda u okviru referentnih intervala,
dok je kod polovine preostalih iz ove sezone bila iznad i isto toliko ispod referentnog intervala.
Dva psa iz sezone Jan-Feb i jedan iz Okt-Dec imali su koncentraciju gvozda u okviru, a svi ostali
su imali ve¢u koncentraciju od referentnih intervala.
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Grafikon 17: Koncentracija (a) ukupnog bilirubina (BIL-U) i (b) gvozda (Gvozde). Kruskal-Wallis test,
P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake i simboli kao na

grafikonu 5.

Aktivnost kreatinin kinaze nije se razlikovala izmedu sezona i sa malim brojem izuzetaka bila
je u okviru referentnih intervala (Grafikon 18).
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Grafikon 18: Aktivnost kreatinin kinaze (CK). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se zna¢ajnim. Oznake
i simboli kao na grafikonu 5.

58



Rezultati

Aktivnost enzma jetre se razlikova medu sezonama, pa su tako ALT i ALP bili veci u sezoni Jan-
Feb od druge dve (Grafikon 19a,d). Medutim, dok su vrednosti za ALP vece od referentnih, za
ALT su u referentnom intervalu. Aktivnost amilaze je bila visoka u sezonama Jan-Feb i Feb-Maj
i razlikovala se od sezona Okt-Dec u kojoj je bila u okviru referentnih intervala (Grafikon 19e).
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Grafikon 19: Aktivnost (a) alanin aminotransferaze (ALT), (b) aspartat aminotransferaze (AST), (c)
gama glutamil transferaze (GGT), (d) alkalne fosfataze (ALP), (e) amilaze (Amilaza) i (f) lipaze (Lipaza).
Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake
i simboli kao na grafikonu 5.
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Rezultati

Ispitivanjem APP kod pasa obolelih od babezioze, pokazano je da je koncentracija pozitivnih
APP (SAA, CER i fibrinogen) bila iznad referentnog intervala, dok je negativnhog APP,
paraoksonaze 1, bila sniZena (Grafikon 20). Psi oboleli u sezoni Feb-Maj su imali vecu
koncentraciju SAA od obolelih u sezoni Jan-Feb (Grafikon 20a). Koncentracija se jos razlikovala
za fibrinogen, i bila je ve¢a u sezoni Okt-Dec u poredenju sa sezonom Feb-Maj (Grafikon 20c).
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Grafikon 20: Koncentracija (a) serum amiloida A (SAA), (b) ceruloplazmina (CER) i (c) fibrinogena
(Fibrinogen) i (d) aktivnost paraoksonaze 1 (PON1). Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim.
Zvezdica iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake i simboli kao na grafikonu 5.
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Rezultati

Radi dobijanja preciznijeg pokazatelja odgovora organizma na oStecenje tkiva, kombinovanjem
viSe markera inflamacije izraCunati su indeksi reaktanata akutne faze. Oba indeksa pokazuju
vecu vrednost u sezoni Feb-Maj od druge dve sezone (Grafikon 21).
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Grafikon 21: Indeksi reaktanata akutne faze (a) (SAA-CER)/(ALB-Fe) i (b) (SAA-CER)/(Fe-:PON1). Gde
su: SAA - serum amiloid A, CER - ceruloplazmin, ALB - albumin, Fe - gvozde, i PON1 - paraoksonaza 1.
Kruskal-Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake
i simboli kao na grafikonu 5.

U cirkulaciji pasa obolelih u sezoni Feb-Maj bila je detektovana manja koli¢ina DNK B. canis u
poredenju sa druge dve sezone (Grafikon 22).
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Grafikon 22: Nivo parazitemije izraZen kao ,crossing point value“ u RT-PCR analizi za B. canis. Kruskal-
Wallis test, P < 0,05 smatra se znacajnim. Zvezdica iznad konektora predstavlja P < 0,05. Oznake i simboli
kao na grafikonu 5.
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Rezultati

SIRS je bio potvrdena kod 59 % pasa, a razlike u njenoj zastupljenosti po sezonama nije bilo

(Grafikon 23).
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Grafikon 23: Broj pasa sa i bez SIRS-a. Hi-kvadrat test, P < 0,05 smatra se znacajnim.

Na prisustvo IgG antitela protiv B. canis ispitano je 48 pasa, od kojih je 68 % bilo seropozitivno.

Nije bilo razlike u njihovoj zastupljenosti po sezonama (Grafikon 24).
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Grafikon 24: Broj pasa sa i bez IgG antitela protiv B. canis. Hi-kvadrat test, P < 0,05 smatra se

znacajnim.
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Rezultati

5.2.4. Logisticka regresiona analiza laboratorijskih promena vezane za sezone

Logisticka regresiona analiza primenjena je na parametre koji su se razlikovali u sezoni Feb-
Maj u odnosu na druge dve sezone. Cilj analize bila je procena jaCine povezanosti sa promenama
njihovih nivoa u odnosu na grani¢ne vrednosti, koje su definisane kao medijana svih dobijenih
vrednosti.

Rezultati za pojedinacne parametre prikazani su u Tabeli 4. Univarijantna tehnika je pokazala
da je za svaki od njih verovatnoca njihovog sniZenja ispod grani¢nih vrednosti visestruko
povecana u sezoni Feb-Maj. Ovaj efekat sniZenja je bio najizraZeniji za koncentraciju gvozda,
kada je verovatnoca za snizenje bila pribliZzno 25 puta ve¢a nego u drugim sezonama. O znacaju
ove povezanosti dodatno govori Cinjenica da je i za koli¢inu DNK parazita, parameter kod koga
je efekat bio najmanje izraZen, verovatnoca za pojavu manje vrednosti od granicne, bila
pribliZno Cetiri puta. Dodatna analiza multivarijantnom tehnikom pokazala je da su sniZenje
koncentracije gvoZzda i albumina nezavisno povezani sa sezonom Feb-Maj, dok za koli¢inu
parazita i koncentraciju kreatinina to nije bio slucaj.

Tabela 4. Logisticka regresiona analiza pojedina¢nih parametara koji se razlikuju u sezoni Feb-Maj u
odnosu na ostale sezone.

Parametar OR (95 % IP) P
Univarijantna analiza

Koli¢ina parazita < 3,9 cr. p. v. 3,79 (1,16; 12,30) 0,020

Albumin <31 g/L 17,00 (3,93; 73,58) < 0,001

Kreatinin <94 pmol/L 5,73 (1,64; 19,94) 0,006

Gvozde <37 pmol/L 24,75 (4,66; 131,48) <0,001
Multivarijantna analiza

Koli¢ina parazita < 3,9 cr. p. v. 1,69 (0,21; 13,67) 0,622

Albumin < 31 g/L 22,85 (1,80; 290,46) 0,016

Kreatinin < 94 umol/L 3,14 (0,41; 24,15) 0,272

Gvozde <37 umol/L 50,69 (4,03; 637,24) 0,002

OR - 0dds ratio; IP - interval pouzdanosti

Univarijantna tehnika takode je pokazala analogne efekte i za indekse reaktanata akutne faze:
verovatnoca povisenja njihovih vrednosti je visestruko povecana u sezoni Feb-Maj (Tabela 5).
Povecanje je bilo izraZenije nego kod pojedinacnih parametara tj. pribliZzni opseg u kome se
kretalo je 25-60 puta. Medutim, s obzirom na to da su izracunati kombinovanjem razli¢itih
parametara, na njih nije bilo moguce pouzdano primeniti multivarijantnu tehniku.

Tabela 5. Logisticka regresiona analiza za indekse reaktanata akutne faze i sezonu Feb-Maj.

Parametar OR (95 % IP) P
(SAA-Cer)/(Alb-Fe) 25,14 (4,60;137,40) <0,001
(SAA-Cer)/(Fe-PON1) 58,67 (6,42; 536,30) <0,001

OR - Odds ratio; IP - interval pouzdanosti; SAA - serum amiloid A; Cer - ceruloplazmin; Alb - albumin;
Fe - gvozde; PON1- paraoksonaza 1
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Rezultati

5.2.5. Korelacije hematoloskih i biohemijskih parametara sa koli¢inom DNK B. canis,
sezonom i staroS¢u pasa

Parametri koji su bili u znacajnoj korelaciji sa kolicinom DNK parazita prikazani su u Tabeli 6.
Korelacija sa aktivnoS¢u AST, odnosom koncentracija albumina i globulina, kao i
koncentracijom holesterola, gvozda i fosfata bila je pozitivna. Kada su u pitanju starost, ukupan
broj leukocita, broj limfocita i aktivnost GGT uocena je negativna korelacija.

Tabela 6. Parametri u znacajnoj korelaciji sa koli¢inom DNK kod pasa prirodno inficiranih protozoom
B. canis.

Parametar ps (95 % IP) P
Starost -0,43 (-0,62; -0,21) < 0,001
WBC (109/L) -0,28 (-0,50; -0,02) 0,038
LYM (109/L) -0,41 (-0,62;-0,13) 0,005
AST (U/L) 0,51 (0,27;0,69) < 0,001
GGT (U/L) -0,31 (-0,54; -0,03) 0,033
Albumin/Globulini 0,29 (0,01; 0,53) 0,045
Holesterol (mmol/L) 0,55 (0,32; 0,72) <0,001
Gvozde (umol/L) 0,34 (0,06; 0,57) 0,018
Fosfati (mmol/L) 0,53 (0,29; 0,71) < 0,001

ps — Spirmanov koeficijent korelacije; I[P - interval pouzdanosti; WBC - leukociti; AST - aspartat
aminotransferaza; GGT - gama glutamil transferaza; LYM - limfociti

Tabela 7 sadrzi parametre koji su bili u znacajnoj korelaciji sa sezonama, tj. kod kojih je prisutno
sniZenje tokom godine.

Tabela 7. Hematoloski i biohemijski parametri u znacajnoj korelaciji sa sezonama kod pasa prirodno
inficiranih protozoom B. canis.

Parametar ps (95 % IP) P

ALT (U/L) -0,28 (-0,52; -0,01) 0,042
AMY (U/L) -0,34 (-0,57; -0,06) 0,017
ALP (U/L) -0,47 (-0,66; -0,22) 0,001
MCHC (g/L) -0,33 (-0,55; -0,07) 0,015

ps — Spirmanov koeficijent korelacije; IP - interval pouzdanosti; AMY - amilaza; ALP - alkalna fosfataza;
ALT - alanin aminotransferaza; MCHC - prosec¢na koncentracija hemoglobina po litri eritrocita

U tabeli 8 su prikazane korelacije izmedu starosti pasa obolelih od babezioze i razlicitih
hematoloskih i biohemijskih parametara. Broj eritrocita, leukocita, nivo hemoglobina i
vrednost hematokrita, koncentracija kreatinina, ukupnih proteina i globulina, kao i aktivnost
amilaze i lipaze pokazivali su vece vrednosti kod starijih pasa. Obrnuta veza dobijena je za
koncentraciju glukoze, fosfata, holesterola kao i odnos koncentracija albumina i globulina.
Ostali hematoloski i biohemijski parametri nisu pokazivali znacajnu korelaciju sa staroSc¢u pasa.
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Tabela 8. Korelacija hematoloSkih i biohemijskih parametara sa staro$¢u pasa kod pasa prirodno
inficiranih protozoom B. canis.

Parametar ps (95 % IP) P
RBC (1012/L) 0,53 (0,29; 0,70) < 0,001
HGB (g/L) 0,55 (0,31; 0,72) < 0,001
HCT (%) 0,53 (0,29; 0,71) < 0,001
WBC (109/L) 0,30 (0,04; 0,52) 0,025
Glukoza (mmol/L) -0,38 (-0,60; -0,11) 0,007
Kreatinin (umol/L) 0,34 (0,06; 0,57) 0,018
Fosfati (mmol/L) -0,47 (-0,66; -0,21) <0,001
Ukupni protein (g/L) 0,32 (0,04; 0,55) 0,025
Globulini (g/L) 0,54 (0,30; 0,71) < 0,001
Albumin/Globulini -0,45 (-0,65; -0,20) 0,001
Holesterol (mmol/L) -0,47 (-0,66; -0,21) <0,001
Amilaza (U/L) 0,36 (0,08; 0,59) 0,014
Lipaza (U/L) 0,41 (0,13; 0,62) 0,005

ps — Spirmanov koeficijent korelacije; IP - interval pouzdanosti; RBC - eritrociti; HGB - koncentracija
hemoglobina; HCT - hematokrit; WBC - leukociti

5.2.6. Promene hematoloskih i biohemijskih parametara vezanih za pol i rasu pasa
inficiranih protozoom B. canis

Promene pojedinih hematoloskih i biohemijskih parametara kod pasa inficiranih protozoom B.
canis su bile povezane sa njihovim polom i rasom. MuzZjaci su imali niZe vrednosti MCV i broj
neutrofila u odnosu na Zenke, dok je odnos bio obrnut za MCHC i aktivnost ALP (Tabela 9).
LogistiCkom regresionom analizom (Tabela 10) testirana je ja¢ina povezanosti izmedu muskog
pola i promena vrednosti pomenutih parametara u odnosu na grani¢ne vrednosti, definisane
kao medijana svih vrednosti u studiji. Univarijantnom tehnikom pokazano je da je povezanost
znacajna za MCV, gde je verovatnoca pojave niZih vrednosti prose¢no Sest puta veca kod
muzjaka, i ALP, za koju je uocCeno da je verovatnoca pojave poviSene koncentracije u proseku
Cetiri puta veca. Multivarijantna tehnika je pokazala da je samo povecanje aktivnosti alkalne
fosfataze nezavisno povezano sa muskim polom.

Tabela 9. Parametri Cije se vrednosti statisticki znacajno razlikuju izmedu muzjaka i Zenki kod pasa
prirodno inficiranih protozoom B. canis. Vrednosti su izraZene kao medijana sa interkvartilnim
rasponom.

Parametar Muzjaci Zenke P
MCV (fL) 62 (59; 65) 67 (63; 68) < 0,001
MCHC (g/L) 386 (377; 409) 374 (350; 387) 0,010
Neutrofili (109/L) 3,2(2,4;4/4) 4,4 (3,3; 6,5) 0,035
ALP (U/L) 317 (233; 376) 220 (182; 270) 0,037

MCV - prosecna zapremina eritrocita; MCHC - prosecna koncentracija hemoglobina po litri eritrocita;
ALP - alkalna fosfataza
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Tabela 10. Logisticka regresiona analiza parametara koji se razlikuju izmedu muzjaka i Zenki kod pasa
prirodno inficiranih protozoom B. canis.

Parametar OR (95 % IP) P
Univarijantna analiza
MCV < 64 fL 6,00 (1,77;20,37) 0,002
MCHC > 382 g/L 2,91 (0,93;9,14) 0,062
Neutrofili <3,8-109/L 3,00 (0,84; 10,73) 0,085
ALP > 252 U/L 4,00 (1,11; 14,43) 0,029
Multivarijantna analiza
MCV < 64 fL 4,52 (1,15;17,78) 0,031
MCHC > 382 g/L / /
Neutrofili <3,8:109/L / /
ALP > 252 U/L 3,55(0,91; 13,94) 0,069

OR - 0dds ratio; IP - interval pouzdanosti; MCV - prose¢na zapremina eritrocita; MCHC - prosecna
koncentracija hemoglobina po litri eritrocita; ALP - alkalna fosfataza

Rasni psi su u poredenju sa meSancima imali veéi broj mladih neutrofila, odnosno niZu
koncentraciju glukoze i aktivnost GGT (Tabela 11). Logisticka regresiona analiza (Tabela 12)
pokazala je da je kod rasnih pasa skoro sedam puta povecana verovatnoca prisustva mladih
neutrofila u broju ve¢em od grani¢nih vrednosti, definisan kao medijana svih vrednosti u
studiji.

Tabela 11. Parametri Cije se vrednosti statisticki znacajno razlikuju izmedu rasnih pasa i meSanaca
prirodno inficiranih protozoom B. canis. Vrednosti su izraZene kao medijana sa interkvartilnim

rasponom.
Parametar Rasni Mesanci P
Mladi neutrofili (109/L) 0,09 (0,00; 0,19) 0,00 (0,00; 0,00) 0,004
Glukoza (mmol/L) 5,5 (4,8; 6,0) 6,2 (5,4; 7,4) 0,025
GGT (U/L) 4,5 (1,0; 7,0) 7,0 (5,5; 9,0) 0,046

GGT - gama glutamil transferaza

Tabela 12. Logisti¢ka regresiona analiza parametara koji se razlikuju izmedu rasnih pasa i mesanaca
prirodno inficiranih protozoom B. canis.

Univarijantna analiza

Parametar OR (95 % IP) P

Mladi neutrofili > 0,06-109/L 6,87 (1,32; 35,77) 0,009
Glukoza > 5,5 mmol/L 3,67 (0,86; 15,62) 0,063
GGT>5U/L 3,70 (0,83; 16,67) 0,085

OR - Odds ratio; IP - interval pouzdanosti; GGT - gama glutamil transferaza
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6. DISKUSIJA
6.1. Veza pojave akutne babezioze sa meteoroloskim parametrima

6.1.1. Sezonalnost babezioze pasa

Nedeljni broj dijagnostikovanih slucajeva babezioze pasa na teritoriji Beograda ukazuje na
sezonalnost njene pojave u kojoj se izdvajaju dva godiSnja maksimuma, veéi u zimsko-
prole¢nom periodu i manji tokom jeseni. Ovakav nalaz u skladu je sa aktivnos¢u D. reticulatus
(Foéldvari i sar., 2016). Cak i pojava babezioze tokom zimskih meseci moZe se dovesti u vezu sa
ponasanjem D. reticulatus, koji tokom toplijih dana u ovom periodu mogu relativno brzo postati
aktivni (Foldvari i sar., 2016).

Sezonalnost babezioze sa dva godiSnja maksimuma, zimsko-prole¢nim i jesenjim, zabeleZena je
i u drugim delovima Evrope, kao $to su severni delovi Francuske, isto¢ni delovi Austrije, delovi
Madarske u blizini granice sa Austrijom, isto¢nim i centralnim delovima Poljske, u Hrvatskoj
(Leschnik i sar., 2008; Matijatko i sar., 2012; René-Martellet i sar., 2013; Welc-Faleciak i sar.,
2009). Ovi regioni, kao i Srbija, imaju Cetiri godisSnja doba. Medutim, u Austriji i Poljskoj pojava
babezioze pasa ucestalija je u jesen (Leschnik i sar., 2008; Welc-Faleciak i sar., 2009) Sto bi se
moglo povezati sa hladnijim letima i duzim preZivljavanjem krpelja koji nastavljaju svoju
aktivnost u jesenjoj sezoni. U drugim oblastima Evrope sa toplijom klimom i blaZzom zimom, kao
Sto su pojedini delovi Francuske, slucajevi se beleZe tokom cele godine izuzev toplih letnjih
perioda (René-Martellet i sar., 2013).

6.1.2. Kratkorocna veza pojave babezioze pasa i meteoroloskih parametara

Visoke temperature ogranicavaju aktivnost krpelja pa je i broj dijagnostikovanih slucajeva u
najtoplijem delu godine najmanji. Medutim, ¢ak i pri temperaturama iznad 26 °C, zabeleZeno je
0,7 % slucajeva babezioze. Ipak, najveci broj dijagnostikovanih slucajeva u najtoplijoj sezoni
Jun-Sep odgovara temperaturama (15-25) °C. U ovoj sezoni, porast broja sluc¢ajeva prate pad
temperature, povecanje relativne vlaznosti i pad atmosferskog pritiska. Ovde je interesantno
napomenuti da je u Madarskoj sredinom leta, na psima, zabeleZeno prisustvo larvi i nimfi vrsta
roda Dermacentor (Hornok i sar., 2013) zbog ¢ega se moZe postaviti pitanje njihove uloge u
prenosu B. canis.

Niske temperature takode ogranicavaju aktivnost krpelja, pa je u najhladnijem mesecu,
decembru, zabeleZen mali broj slucajeva, dok je sa porastom temperature koji je usledio u
januaru, doslo i do porasta broja sluc¢ajeva. Tokom cCetiri ispitane godine, zabeleZeno je Sest
slucajeva kojima odgovara temperatura od -4 °C do 0 °C, dok se u literaturi kao grani¢ne donje
temperature na kojima je zabeleZena aktivnost D. reticulatus pominju 2,5 °C (Buczek i sar.,
2014),1°C (Nosek, 1972),i-0,1 °C (Hubalek i sar., 2004).

Jedno od mogucih objasSnjenja za pojavu babezioze na niskim temperaturama je Sto srednje
nedeljne temperature ne daju potpunu informaciju o dnevnim varijacijama temperature.
Naime, D. reticulatus moze postati aktivan relativno brzo tokom toplih zimskih dana (Féldvari
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i sar, 2016), a moZda i tokom nekoliko sati ukoliko su maksimalne dnevne temperature
dovoljno visoke. Drugo moguce objasnjenje je da sa hladnim danima dolazi do aktiviranja
oboljenja kod asimptomatskih nosioca B. canis. Asimptomatska infekcija pasa uzrocnikom B.
canis, zabeleZena je u viSe slucajeva (Bajer i sar., 2013; Beck i sar., 2009; Kovacevic¢ Filipovi¢ i
sar., 2018; Welc-Faleciak i sar., 2009), a pojedini autori smatraju da slabljenje imunoloSkog
sistema moZe dovesti do aktiviranja oboljenja (Bajer i sar., 2013; Bourdoiseau, 2006). U skladu
sa tim, hladno vreme bi moglo biti uzrok stresa i narusavanja imuniteta.

U sezoni Feb-Maj, nedeljama sa najve¢im brojem slucajeva i nedeljama sa jednim sluc¢ajem
nedeljno odgovara ista temperatura. Medutim, treba napomenuti da je u ovoj sezoni bilo samo
dve nedelje u kojima je zabeleZen po jedan slucaj, Sto je broj nedovoljan za donoSenje zakljucka.
Porast broja slucajeva u sezoni Okt-Dec prati i povecanje temperature.

Ako se ,povoljnim“ meteoroloSkim parametrima za aktivnost krpelja mogu smatrati oni koji
odgovaraju nedeljama sa dijagnostikovanih 5-11 slucajeva babezioze, onda u svakoj sezoni,
izuzev Jun-Sep, postoji specificna kombinacija povoljnih parametara. Tako i u najhladnijoj
sezoni Jan-Feb postoji kombinacija pri kojoj su krpelji aktivni: temperatura izmedu -4 °C i 6,5
°C pri relativnoj vlaznosti od priblizno (68-87) %. Dalje, meteoroloski parametri povezani sa
nedeljnim brojem slucajeva od 12 i viSe mogli bi se smatrati ,optimalnim“. U tom slucaju
vlaZnosti (53-87) %. Prosefna temperatura u nedeljama sa ,optimalnim“ uslovima iznosila je
9,2 °C, a prosecna relativna vlaznost 67 %. Ove vrednosti su vrlo bliske temperaturi od 10 °C i
relativnoj vlaznosti od 73 % pri kojima je u aprilu tokom 1998-2000. godine na teritoriji Srbije
zabeleZena najveca aktivnost D. reticulatus (Milutinovi¢ i Radulovic, 2002). Dijagnostikovanje
velikog broja slucajeva babezioze ne samo u aprilu, nego i u februaru i martu 2013-2016.
godine, moZe se objasniti klimatskim promenama koje su dovele do relativno visokih
temperatura tokom kasne zime, Sto posledi¢no moze uticati i na povecanje aktivnosti krpelja u
ovim mesecima.

MoZe se postaviti pitanje da li je za povecanu aktivnost krpelja dovoljna samo optimalna
temperatura. Na primer, u juznom delu Italije najveca aktivnost D. reticulatus zabeleZena je u
mesecu aprilu pri relativnoj vlaznosti vazduha (45-60) %, koja se ne smatra povoljnom. Autori
su ovu Cinjenicu objasnili relativnom vlaznos¢u vazduha tokom meseca marta koja je bila vec¢a
od 70 %, Sto je povoljno uticalo na hidriranost krpelja i omogucdilo njihovu maksimalnu
aktivnost u aprilu (Olivieri i sar., 2017). ProduZeno povoljno dejstvo relativne vlaznosti na
aktivnost krpelja moZe biti objasnjenje i za veliki broj sluc¢ajeva u pojedinim nedeljama u sezoni
Feb-Maj u kojima je vlaznost bila ispod 60 %.

Postoji nekoliko ogranicavaju¢ih faktora u tumacenju rezultata ove doktorske disertacije
dobijenih retrospektivnom analizom. Jedan od njih je sam dijagnosticki postupak koji se
sastojao od pregleda krvnog razmaza i potvrde prisustva velikih babezija u eritrocitima, bez
odredivanja vrste. Od babezija u Srbiji, B. canis je najrasprostranjenija (Davitkov i sar., 2015)
ali je zabeleZeno i prisustvo B. vogeli (Gabrielli i sar., 2015) ciji je vektor Ripicephalus
sanguineus, krpelj aktivan tokom toplih sezona (Dantas-Torres, 2010). Stoga se neki od naSih
zabeleZenih slucajeva, narocito oni iz letnje sezone, mogu pripisati infekciji pasa B. vogeli. JoS

jedno ogranicenje u tumacenju rezultata je nedostatak informacija o aktivnosti domacina,
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odnosno ponaSanju vlasnika pasa, Sto u znacajnoj meri moZe uticati na dijagnostikovan broj
slucajeva babezioze.

6.1.3. Dugorocna veza pojave babezioze pasa i meteoroloskih parametara

Na pojavu babezioze pasa utice brojnost inficiranih vektora, a posredno i uslovi stanista tokom
razvoja vektora. Meteoroloski parametri u velikoj meri odreduju uslove staniSta u kom se
odvija razvoj krpelja. Stoga je korelacionom analizom meteoroloskih parametara i broja
slucajeva babezioze, ispitan dugoroc¢ni uticaj meteoroloskih parametara na pojavu babezioze i
indirektno na populaciju krpelja. Medutim, potrebno je naglasiti da su meteoroloski parametri
samo jedan od faktora koji utice na populaciju krpelja.

U rezultatima korelacione analize dati su samo koeficijenti korelacije koji se pojavljuju u
grupama i tako ukazuju na konzistentnu povezanost meteoroloSkih parametara sa brojem
dijagnostikovanih sluCajeva babezioze, a sporadi¢ni slucajevi korelacije su iskljuceni.
[spitivanjem je utvrdeno da u sezoni Jan-Feb, koja je najhladnija sezona, do povecanja broja
slucajeva dolazi sa istovremenim padom temperature, odnosno da su nedelje u kojima se
povecava broj slucajeva hladnije od prethodne. Jedno od mogucih, ve¢ pomenutih objasnjenja,
je da pad vec¢ niske temperature dovodi i do pada imuniteta pasa asimptomatskih nosioca
uzroc¢nikaido aktiviranja oboljenja. Povecanje obla¢nosti od jednog do tri meseca pre dijagnoze
bolesti u Jan-Feb sezoni, Ssto odgovara periodu kasne jeseni, doprinosi porastu broja slucajeva
babezioze. Povecanje oblacnosti moZe se povezati sa duzinom fotoperioda koji je jedan od
glavnih stimulusa za pocetak dijapauze (Belozerov i sar., 2002). Pocetak dijapauze u kasnu
jesen omogucava vetem broju krpelja da preZive hladne zimske dane (decembar je bio
najhladniji mesec), koji bi sa prolaskom nepovoljnih uslova mogli da se aktiviraju.

Koeficijenti Kkorelacije za sezonu Feb-Maj pokazuju da u prve Ccetiri nedelje pre
dijagnostikovanja babezioze jedini uticaj ima temperatura. Njeno smanjenje tokom ove Cetiri
nedelje povezano je sa povecanjem broja slucajeva. Ona ima uticaj i pri vremenskom kasnjenju
od cetiri do osam meseci, Sto odgovara periodu jeseni i zime, kada je u pozitivnoj korelaciji sa
brojem slucajeva, dok za isti period relativna vlaznost pokazuje negativnu korelaciju. Ovo
ukazuje na to da su topliji i manje vlazni uslovi u tom periodu povoljniji za preZivljavanje
krpelja. Nasuprot ovome, temperatura pokazuje negativnu korelaciju tokom kasnog proleca i
ranog leta (vremensko kasnjenje od 40 do 50 nedelja) . To je period polaganja jaja, razvoja larvi
i nimfi (Foldvari i sar., 2016), a njihovom veéem preZivljavanju mogle bi doprineti nize
temperature, kao i povecana vlaznost vazduha (vremensko kasnjenje 44 i 45 nedelja).

O rezultatima sezone Jun-Sep nije diskutovano, jer je tada dijagnostikovan mali broj slucajeva.
Naime, u visSe od 70 % nedelja, nije zabeleZen nijedan ili je zabeleZen samo po jedan slucaj
babezioze.

U sezoni Okt-Dec uocava se negativna korelacija temperature tokom leta (vremensko kasnjenje
14 do 19 nedelja), sugerisuci da hladniji letnji dani omogucavaju prezivljavanje nimfi koje se
tada hrane. Porast temperature i smanjenje vlazZnosti tokom prethodne jeseni i zime
(vremensko kasnjenje od 37 do 42 nedelja) omogucava veci broj prezimelih inficiranih krpelja
koji se potom razmnoZavaju i doprinose brojnijoj populaciji inficiranih krpelja.
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6.2. Klinicko-patoloske promene i karakteristike inflamatornog odgovora vezane
za prisustvo SIRS-a

U ovom ispitivanju, oko 60 % pasa je zadovoljavalo dva kriterijuma po kojima se moglo
definisati prisustvo SIRS-a nakon infekcije B. canis. Ti rezultati su vrlo slicni rezultatima u
regionu. Tako je u Zagrebu zabeleZeno da je oko 70 % pasa obolelih od babezioze imalo sepsu,
odnosno zadovoljavalo kriterijume SIRS-a (Matijatko i sar., 2010). Medutim, svih 32 SIRS psau
ovom istrazivanju ispunjavali su samo dva SIRS kriterijuma, dok je u istraZivanju koje su
sproveli Matijatko i sar. (2010), 67 % pasa ispunjavalo dva, 29 % tri, a 4 % Ccetiri SIRS
kriterijuma. Rezultati ove doktorske disertacije takode pokazuju da ¢e muZjaci sa babeziozom
verovatno razviti SIRS, Sto nije slucaj sa Zenkama. Ovo se moZe objasniti supresivnim
delovanjem muskih polnih hormona na imunoloski odgovor, dok Zenski polni hormoni
pokazuju zaStitno dejstvo (Angele i sar., 2014). Medutim, potrebno je biti oprezan pri
tumacenju ovih rezultata, jer druga istraZivanja (Goddard i sar., 2016; Matijatko i sar., 2009)
nisu utvrdila vezu izmedu pojave SIRS-a i pola pasa.

SIRS se dalje moZze komplikovati i dovesti do septicnog Soka ili otkazivanja funkcije brojnih
organa, Sto povecava opasnost od smrtnog ishoda. Da ne bi doSlo do toga, bitno je rano
prepoznati SIRS i odmah poceti sa adekvatnom terapijom. Jedan od parametara na osnovu koga
se dijagnostikuje SIRS i na osnovu koga su formirane grupe u ovom istraZivanju je broj
leukocita, koji kod SIRS pozitivnih pasa moZe biti povecan ili smanjen u odnosu na referentni
interval. Medutim, kod SIRS pozitivnih pasa obolelih od babezioze leukopenija je zabeleZena
kod 91 % pasa dok je kod pasa bez SIRS-a zabeleZena u 14 % slucajeva Sto opravdava nacinjenu
podelu. Ucestalija limfopenija kod SIRS pasa moZe nastati zbog povecane apoptoze ili
preraspodele limfocita (Rautenbach i sar.,, 2017). Kao posledica moZe se javiti slabljenje
imunoloskog sistema. Neutropenija je Cest nalaz kod pasa inficiranih B. canis (Davitkov i sar.,
2015; Milanovic¢ i sar., 2017; Milanovi¢ i sar., 2019), dok je kod SIRS pasa ¢eS¢a nego kod pasa
bez SIRS-a. Nepostojanje razlike u broju mladih neutrofila izmedu pasa sa i bez SIRS-a moZe
ukazati na balans izmedu sazrevanja neutrofila i njihove moguce razgradnje u slezini (Mathé i
sar., 2006). Psi u ovom istrazivanju, bez obzira da li su bili oznaceni kao SIRS pozitivni ili psi
bez SIRS-a, imali su mali broj mladih neutrofila. Taj broj je ¢ak bio manji nego kod onih pasa
koji su bili prirodno inficirani B. rossi (Goddard i sar., 2016). Interesantno je naglasiti da je
smrtnost pasa inficiranih B. rossi znacajno visa u odnosu na pse inficirane B. canis (Goddard i
sar., 2016), a da je uginuce kao ishod bolesti, bilo povezano sa povecanjem broja mladih
neutrofila (Leisewitz i sar., 2019a). Ova razlika se moZe objasniti vecom virulencijom B. rossi
(Bohm i sar., 2006), a takode je potrebno naglasiti da se ni kod jednog psa u ovom istrazivanju
nije razvio Sok niti je doslo do uginuca, sto implicira da je nalaz manjeg broja mladih neutrofila
prognosticki povoljan znak. Broj monocita bio je znacajno smanjen (ispod 0,2-10°/L) kod
priblizno polovine SIRS pozitivnih pasa, dok je kod pasa bez SIRS-a to bio redak slucaj. Medu
brojnim klini¢kim i laboratorijskim parametrima, u istrazivanju sprovedenom na vise od 2000
ljudi koji su imali sepsu, monocitopenija je bila jedini nezavisni prediktor mortaliteta. U istom
istraZivanju, broj monocita ispod 0,25-107/L bio je povezan sa ve¢im mortalitetom, stopom
bakterijemije i otkazivanjem funkcija organa (Chung i sar., 2019). Medutim, treba ponovo
naglasiti da su se svi psi Ciji su rezultati analizirani u ovoj studiji, posle terapije, uspesno
oporavili, tako da se znacaj utvrdene monocitopenije ne moZe u potpunosti objasniti.
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Svi navedeni rezultati, kao rezultati studije u kojoj su analizirani hematoloSki parametri
asimpotmatskih pasa prirodno inficiranih B. canis (Milanovi¢ i sar., 2020), ukazuju da se
napredovanje klinickog oblika babezioze moZe pratiti promenom broja razli¢itih vrsta
leukocita. Tako na primer, kod asimptomatskih slucajeva babezioze, broj ukupnih leukocita i
limfocita u okviru je referentnih intervala dok je broj neutrofila na gornjoj granici referentnih
intervala (Milanovic¢ i sar., 2020). Sli¢ni su nalazi i kod klinicki zdravih pasa izloZenih krpeljski
prenosivim patogenima (Janji¢ i sar., 2020). Vecina pasa bez SIRS-a u ovom istraZivanju ima
ukupan broj leukocita kao i broj pojedinac¢nih vrsta leukocita u okviru referentnih intervala,
dok se medu SIRS psima nalazi znacajan broj neutropenicnih i limfopeni¢nih. Osim toga, pad
broja monocita moZe se smatrati nezavisnim prediktorom razvoja SIRS-a.

Obe grupe pasa, odnosno i psi sa i bez SIRS-a, imali su blagu, normocitno, normohromnu
anemiju. Ovaj tip anemije indirektno ukazuje na neregenerativni odgovor kosStane srzi, Sto je
verovatno posledica brzog toka bolesti. Utvrdeno je da se 15 dana posle terapije babezioze pasa
imidazol-dipropionatom (6 mg/kg) broj eritrocita vra¢a u okvire fizioloSkih vrednosti, a broj
retikulocita pokazuje da je postojao regenerativni odgovor kostane srzi (neobjavljeni rezultati).
Takode postoji mogucénost da je u periodu akutne faze bolesti usled infekcije B. canis, analogno
psima inficiranim B. rossi eritropoeza suprimirana (Goddard i sar., 2016).

Vecina pasa u obe ispitivane grupe imala je teSku trombocitopeniju, nezavisno od promena u
broju leukocita, odnosno nezavisno od SIRS-a. Jo$ uvek nije jasno opisano koji mehanizam
dovodi do pada u broju trombocita. Nepoznato je dali se radi o smanjenom stvaranju, povecanoj
razgradnji, povecanoj potrosnji ili sekvestraciji u malim krvnim sudovima.

Kod vecine pasa, koncentracija gvozda u cirkulaciji bila je u okviru referentnih intervala ili je
bila blago povecana. Gvozde je element neophodan za rast ve¢ine mikroorganizama, u koje
spadai B. canis. Njegovo povecanje u cirkulaciji se moZe objasniti izlaskom iz eritrocita sa ciljem
smanjenja njegove dostupnosti protozoama, odnosno B. canis (Ross, 2017). Ovaj mehanizam je
opisan kod infekcija unutracelijskim patogenima (Ross, 2017). Koncentracija gvoZda manja je
kod SIRS pasa, Sto moZe biti posledica povecane koncentracije hepcidina, APP koji se sintetiSe
u jetri tokom zapaljenske reakcije. Porast koncentracije hepcidina je pokazan kod malarije
(Spottiswoode i sar., 2014).

Kod SIRS pasa u ovoj studiji, koncentracija bilirubina bila je nesto niza u odnosu na pse bez
SIRS-a. Blaga hiperbilirubinemija koja je prisutna kod pojedinih pasa inficiranih B. canis nije
neuobicajena (Davitkov i sar., 2015; Milanovi¢ i sar., 2017). Takode, kod teskih komplikacija
babezioze, kada je dijagnostikovan septi¢ni Sok, vrednosti bilirubina bile su viSestruko
povecane (Matijatko i sar., 2009). Tako, nije moguce objasniti zasto je kod pasa u ovoj studiji
koncentracija bilirubina bila visa kod pasa sa manje izrazenim laboratorijskim parametrima
oboljenja, nego kod onih koji su po tim parametrima imali teZi oblik inflamacije.

[ako su koncentracije brzog pozitivnog APP (SAA) i sporog pozitivnog APP (CER) bile povecane
kod svih pasa, one nisu ukazivale na veci stepen zapaljenja kod SIRS pasa. Sli¢no, razlika u
koncentraciji C-reaktivnog proteina, nije bila diskriminatorna za lakSe i teZe oblike babezioze
pasa (Kules i sar., 2016). Ni aktivnost negativnhog APP (PON1), antioksidativnog enzima, nije
bila razlicita izmedu SIRS pasa i pasa bez SIRS-a iako je u obe grupe bila manja od referentnih
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intervala. Dobijene aktivnosti PON1 u ovom istraZivanju odgovaraju izmerenoj aktivnosti PON1
kod pasa sa asimptomatskom babeziozom (Milanovi¢ i sar., 2020). KuleS i sar. (2016) pokazali
su da je aktivnost PON1 kod pasa obolelih od babezioze niZa u poredenju sa zdravim psima, ali
se na osnovu tog smanjenja nije mogla razlikovati teZina klinicke slike babezioze. Interesantno
je objasnjenje da PON1 ucestvuje u antioksidativnoj zastiti organizma, ali da se prilikom
neutralizacije slobodnih kiseonikovih radikala i on sam inaktivira, te se svakako moZe smatrati
da svi klinicki tokovi babezioze izazivaju oksidativni stres.

Odsustvo razlike u nivou parazitemije izmedu pasa sa i bez SIRS-a, u skladu je sa rezultatima
pasa eksperimentalno inficiranih B. canis, koji su pokazali da, doza“ parazita kojom su inficirani
psi odreduje vreme pocetka zapaljenskog odgovora, ali ne i njegov intenzitet (Schetters i sar.,
2009). Sa druge strane, navedena studija je izvedena na tri psa, tako da se neki od rezultata
moraju uzeti sa rezervom. Osim toga, pokazano je da se B. canis nalazi u eritrocitima koji su u
sastavu fibrinskog ugruska formiranog u kapilarima (Schetters, 2019), ostavljaju¢i mogu¢nost
da odredena koli¢ina parazita, verovatno veca kod SIRS pasa, ostane skrivena. Kod pasa
prirodno inficiranih B. canis koji su razvili septicki Sok, zabeleZena je veca parazitemija od
parazitemije u ovom istrazivanju, ali njen nivo nije bio povezan sa ishodom oboljenja (svi psi
su uginuli) ili brojem organa koji su oSteeni (Matijatko i sar., 2009). Nasuprot tome,
istrazivanja babezioze uzrokovane infekcijom pasa B. rossi, pokazuju da su teZe klinicke
manifestacije oboljenja i loSija prognoza praceni ve¢im opterecenjem parazitima (Bohm i sar.,
2006; Leisewitz i sar., 2019b).

Medu psima bez SIRS-a bilo je viSe seroreaktivnih, Sto ukazuje na zastitni efekat antitela protiv
B. canis (Schetters, 2005). Takode, prisustvo antitela moZe biti glavni faktor koji utice na nivo
parazitemije, jer je kod seronegativnih pasa parazitemija bila ve¢a. Odsustvo ovakve razlike
izmedu SIRS pasa i pasa bez SIRS-a naglasava vaZnost faktora povezanih sa domac¢inom tokom
razvoja SIRS-a. Manji broj monocita kod seronegativnih pasa inficiranih B. canis mogao bi biti
od velike vaZnosti. MoZe se pretpostaviti da je broj makrofaga slezine koji u€estvuju u klirensu
B. canis bar delimi¢no povezan sa brojem monocita u cirkulaciji (Chung i sar., 2019), pa bi zbog
smanjenog broja monocita bio smanjen i klirens B. canis. Ovome u prilog ide veca parazitemija
kod seronegativnih pasa kod kojih je i nivo monocita manji.

Nedostatak anamnestic¢kih podataka o periodu pojave klinickih znakova babezioze pre odlaska
veterinaru predstavlja ogranic¢enje ovog istraZivanja. Takode, eventualne prethodne infekcije
B. canis, supklinicka oboljenja koja mogu biti prisutna uz babeziozu, kao i individualne
specificnosti imunoloskog sistema mogli bi uticati na dobijene rezultate.

6.3. Procena teZine zapaljenske reakacije kod pasa prirodno inficiranih B. canis u
razli¢itim sezonama

Pojava akutne babezioze pasa pokazuje sezonalnost u svom pojavljivanju, pa je u ovom
poglavlju prodiskutovana povezanost promene laboratorijskih parametara koji mogu ukazati
na naruSenu homeostazu uzrokovanu babeziozom i nivoa parazitemije sa sezonom oboljenja.

Rezultati pokazuju da je broj parazita u venskoj cirkulaciji pasa obolelih u sezoni Feb-Maj manji
od onog kod obolelih u druge dve sezone. Nasuprot tome, u ovoj sezoni najveca je aktivnost
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vektora (Milutinovi¢ i Radulovic, 2002), pa se moZe ocekivati da ¢e se tada nac¢i najveci broj
inficiranih krpelja na psima, a posledicno i inficiranje pasa najve¢im brojem parazita. Inficiranje
veCim brojem parazita dovodi do brZeg razvoja oboljenja, koje ne mora biti veleg inteziteta
(Schetters i sar., 2009). Na osnovu ovoga moZe se zakljuciti da je period inkubacije u sezoni
Feb-Maj kraci, zbog ¢ega bi od infekcije do odlaska veterinaru u ovoj sezoni prosao kraci
vremenski period od onog u druge dve sezone. U druge dve sezone inicijalni broj parazita bio
je manyji, ali bi se moglo pretpostaviti da su zbog duzeg perioda inkubacije, paraziti imali viSe
ciklusa umnoZavanja. Ovo moZe biti jedno od objasnjenja zbog cega je broj parazita veci u
ispitivanoj krvi pasa inficiranih u sezonama Jan-Feb i Okt-Dec od pasa inficiranih u sezoni Feb-
Maj.

Aktivnost D. reticulatus najveca je u prolece, manja tokom jeseni, a najmanja zimi, dok leti u
oblastima sa umereno kontinentalnom klimom gotovo da nema aktivnih vektora (Martinod i
Gilot, 1991; Olivieri i sar., 2017). Zbog toga se moZe ocekivati da ¢e se psi u sezoni Jan-Feb
inficirati najmanjom dozom parazita, koja bi uslovila najduZi period inkubacije. Ovo bi znacilo
duzu izloZenost patogenu zbog cega bi se mozda mogle ocekivati promene na hepatocitima i
Zucnim kanali¢ima ovih pasa, te i povecanje aktivnosti ALT i ALP u sezoni Jan-Feb.

Koncentracija SAA najveca je u sezoni Feb-Maj, a najniZa u Jan-Feb sezoni. Ve¢a koncentracija
SAA ukazuje na vedéi stepen zapaljenja (Dabrowski i sar., 2013), pa se moze zakljuciti da je
zapaljenje najintenzivnije u sezoni Feb-Maj. SAA je brz, ,glavni“ APP ¢iji poluzivot iznosi 90
minuta (Tape i Kisilevsky, 1990), Sto znaci da je za odrZavanje koncentacije potrebna njegova
konstantna sinteza. Moguce je pretpostaviti da se pri duzZoj inkubaciji odnos izmedu sinteze i
razgradnje SAA menja tako da se njegova ukupna koncentracija smanjuje, Sto je i vidljivo u
sezoni Jan-Feb.

Rezultati koncentracije fibrinogena pokazuju razliku izmedu sezone Feb-Maj, kada je ona
najmanja, i sezone Okt-Dec, kada je najveca. Jedno od mogucih objasnjenja je brz pocletak
oboljenja u sezoni Feb-Maj. Kako je fibrinogen ,umeren®, spor APP koji najve¢u koncentraciju
dostiZe cetvrtog dana nakon primene stimulusa (Colley i sar., 1983), u sezoni Feb-Maj njegova
koncentracija tek je u fazi rasta, dok je u sezoni Okt-Dec dostigla vrhunac. Ukoliko se
pretpostavi da je u sezoni Jan-Feb najduZi period inkubacije, u trenutku uzimanja krvi za
analizu koncentracija fibrinogena najverovatnije ve¢ pocinje da opada. Razlog tome moze biti
poluZivot fibrinogena od cetiri dana (Kamath i Lip, 2003). Drugo moguce objaSnjenje je
povecana potrosnja fibrinogena u sezoni Feb-Maj. Sve navedene mogucnosti otvaraju dalja
polja istraZivanja koja treba da obezbede sveobuhvatnu sliku o promenama u organizmu koje
nastaju kao posledica infekcije pasa B. canis.

Veca koncentracija ukupnih proteina u sezoni Jan-Feb od sezone Feb-Maj moze se objasniti
»,kompenzatornom hipotenzijom“ u sezoni Feb-Maj, koja dovodi do hemodilucije, a primecena
je tokom eksperimentalne infekcije pasa B. canis, u ranim fazama oboljenja (Schetters i sar.,
2009). Ovo takode ukazuje na kraci period inkubacije u sezoni Feb-Maj.

Koncentracija albumina u cirkulaciji rezultat je sinteze, razgradnje i njegove distribucije u
tkivima. Smatra se da osim dehidracije ne postoji stanje koje se karakterise
hiperalbuminemijom (Levitt i Levitt, 2016). Hiperalbuminemija koja je bila prisutna u
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sezonama Jan-Feb i Okt-Dec, moZe biti posledica dehidracije pasa. U sezoni Feb-Maj,
koncentracija albumina, ali i kreatinina, niZa je nego u druge dve sezone. Zbog toga se moze
smatrati da je u toj sezoni doSlo do hemodilucije koja je povezana sa ranim fazama nastanka
bolesti, odnosno i ovi parametri, analogno manjoj koncentraciji ukupnih proteina,
najverovatnije ukazuju na kracu inkubaciju i akutniji tok bolesti u sezoni Feb-Maj. Osim toga,
regresionom analizom je pokazano da je niska koncentracija albumina nezavisno povezana sa
sezonom Feb-Maj.

Koncentracija kreatinina manja je u sezoni Feb-Maj nego u druge dve sezone. Kao $to je vec¢
navedeno, jedno od mogucih objasnjenja je pad koncentracije u ovoj sezoni zbog hemodilucije
u ranoj fazi oboljenja. S druge strane, zbog eventualne dehidracije u Jan-Feb i Okt-Dec sezoni
koja se vidi kroz hiperalbuminemiju, moguce je pretpostaviti da su neSto vece vrednosti
kreatinina u tim sezonama takode posledica dehidracije pacijenata.

Vrednosti MCHC pasa u svim sezonama, bile su iznad referentnih intervala ukazujuc¢i na
odredeni stepen hemolize koja najverovatnije nastaje tokom samog procesa vadenja Kkrvi.
Naime, ako se pretpostavi da je zbog prisustva intraeritrocitnih parazita i aktivacije sistema
komplementa, osmotska rezistencija eritrocita naruSena, moze se takode smatrati da prilikom
vadenja krvi dolazi do izvesnog stepena hemolize. U sezoni Okt-Dec su vrednosti MCHC
najmanje i razlikovale su se od druge dve sezone. Ista razlika primecena je za aktivnost amilaze.
MoZe se pretpostaviti da veca aktivnost amilaze ukazuje na blazi poremecaj funkcije pankreasa
ili bubrega, a disfunkcija oba organa moze takode doprineti smanjenoj osmotskoj rezistenciji
eritrocita. Cest nalaz u svim sezonama bila je anemija, a najdramati¢nije su bili pogodeni
trombociti. Samo jedan pas imao je broj trombocita u okviru referentnih intervala, dok su svi
ostali bili trombocitopenicni.

Eozinopenija, sa pojavom u 86 % slucajeva, izdvaja se kao najc¢eS¢a promena u beloj krvnoj slici.
Vec je zabeleZena kod pasa inficiranih B. canis (Camacho, 2005) kao i B. rossi (Scheepers i sar.,
2011). Autori su kao mogué¢ uzrok njenom nastanku naveli endogeno oslobadanje
kortikosteroida -stresni leukogram (Scheepers i sar.,, 2011). MoZe se ocekivati da ¢e se stres
javiti kod svih obolelih pasa, nevezano sa sezonom, sto moZe biti objasnjenje za ujednacenu
pojavu eozinopenije u svim sezonama. Limfopenija koja je takode karakteristika stresnog
leukograma javila se kod 57 % pasa, dok je kod ostalih u vecini slu¢ajeva bila blizu donje granice
referentnog intervala. Stresni leukogram karakteriSe se povetanom koncentracijom
cirkuliSu¢ih neutrofila i ukupnih leukocita. Medutim, babezioza pasa dovodi do neutropenije i
leukopenije (Solano-Gallego i sar., 2016). Razlike u njihovoj zastupljenosti po sezonama nije
bilo.

Tokom infekcije, koncentracija gvozda kao negativnog akutno faznog reaktanta trebalo bi da
bude smanjena. Medutim, u sezonama Jan-Feb i Okt-Dec ona je iznad referentnih intervala, dok
je kod vecine pasa u sezoni Feb-Maj u okviru referentnih intervala. Ve¢ je objasnjeno da je
visoka koncentracija gvozda mozZda posledica eksporta ovog elementa van celija, u sklopu
zaStitnog mehanizma od intracelularnih patogena (Ross, 2017). U sezoni Feb-Maj,
koncentracija Fe niZa je nego u druge dve sezone Sto moZe biti posledica veCeg intenziteta
inflamacije u ovoj sezoni. S druge strane, ukoliko je u istoj sezoni period inkubacije kraci, a
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bolest akutnija, moguce je da eksport gvoZzda nije dostigao svoj maksimum. Moguca je i
kombinacija ova dva mehanizma.

Nivo CER je u svim sezonama bio iznad, dok je aktivnost PON1 bila ispod granica referentnog
intervala. To je u saglasnosti sa ¢injenicom da je CER pozitivan, a PON1 negativan APP (Jain i
sar., 2011).Ipak, kada se njihove vrednosti uporede izmedu sezona, one nisu pokazivale razliku.
Medutim, za poredenje stepena zapaljenja ili povrede tkiva, pojedinacni akutno fazni proteini i
reaktanti nekada nisu dovoljno osetljivi. To se moZe objasniti ¢injenicom da se u uslovima
prirodnih infekcija, u opservacionoj studiji preseka, deSava da pojedine Zivotinje budu
pregledane u samom pocetku bolesti, dok druge budu pregledane tek posle nekoliko dana od
pojave klinickih znakova bolesti. Zbog toga se odnos koncentracija brzih i sporih APP i
reaktanata moZe razlikovati kod pojedinih Zivotinja. Da bi se na neki nacin povecala osetljivost
odredivanja stepena inflamacije, grupa istraZivaca sa razli¢itih institucija je predloZzila
koriS¢enje indeksa reaktanata akutne faze (IRAF) koji bi se dobili kombinovanjem brzih i
sporih, pozitivnih i negativnih akutno faznih proteina/reaktanata (Gruys i sar., 2006; Toussaint
i sar,, 1995). Oba IRAF u ovom istraZivanju pokazala su postojanje intenzivnijeg zapaljenskog
odgovora u sezoni Feb-Maj. Logistickom regresijom ova dva IRAF pokazano je da da je
verovatnoca pojave vece vrednosti IRAF u sezoni Feb-Maj bila viSe desetina puta veca (25159
puta) u odnosu na druge dve sezone.

6.4. Promene hematoloskih i biohemijskih parametara kod pasa prirodno
inficiranih B. canis vezane za rasu, pol i starost

[straZivanja na psima obolelim od babezioze pokazuju da je loSija prognoza povezana sa ve¢im
brojem mladih neutrofila (Celliers i sar., 2020) i hipoglikemijom (Jacobson i Lobetti, 2005).
Rezultati ovog istrazivanja koji pokazuju da rasni psi u poredenju sa mesancima imaju veci broj
mladih neutrofila i niZu koncentaciju glukoze i prethodna zapaZanja drugih autora, bude
sumnju da se babezioza kod rasnih pasa razvija u teZzem obliku.

Takode, rezultati ove disertacije ukazuju i na mogu¢ uticaj pola na teZinu bolesti. MoZe se
pretpostaviti da je kod muZjaka veci stepen hemolize usled prisustva parazita B. canis u
eritrocitima, o ¢emu bi svedocile veée vrednosti MCHC u odnosu na Zenke. Takode, vece
vrednosti MCHC, zajedno sa niZim vrednostima MCV kod muzjaka, mogle bi ukazati da je kod
njih, odgovor kostane srzi na hipoksiju koja nastaje kao posledica anemije loSiji nego kod Zenki.
Pored toga, veca aktivnost ALP kod muZjaka moZe ukazati da su i stres odnosno holestaza
(eClinPath, 2021), izraZeniji nego kod Zenki. Kod asimptomatskih sluc¢ajeva broj neutrofila
nalazi se u okviru referentnih intervala (Milanovi¢ i sar., 2020) dok je kod akutne babezioze
smanjen (Zygner i sar., 2007). Ova razlika moZe ukazati na blaZi oblik oboljenja kod Zenki koje
imaju veci broj neutrofila.

Mladi psi fizioloSki imaju niZe vrednosti RBC, HCT i HGB koje pocCinju sa rastom od drugog
meseca i dostiZu maksimalne vrednost izmedu 12 i 24 meseca (Harper i sar., 2003). To bi
delimi¢no moglo objasniti pozitivnu korelaciju ovih parametara sa staros¢u, medutim, ¢ak 40
% pasa bilo je starije od dve godine. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je kod mladih pasa
prisutan veci broj parazita a anemija izraZenija, Sto moze biti posledica veceg obima hemolize.
Kako se broj leukocita kod asimptomatskih pasa obolelih od babezioze priblizava gornjoj
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granici referentnog intervala (Milanovic i sar., 2020), a klinicki slucajevi razvijaju leukopeniju
(Solano-Gallego i sar., 2016), moZe se zakljuciti da se kod mladih pasa, koji imaju manji broj
leukocita, razvija teZi oblik oboljenja. Koncentracija glukoze bila je ve¢a kod mladih pasa za koje
da je glukoza kod mladih Zivotinja visa i da se fizioloski smanjuje do devetog meseca Zivota
(Wolfordd i sar., 1988). Ipak, nalaz je u suprotnosti sa literaturnim podacima koji govore da se
nakon stresa kod starijih pasa oslobodi veéa koli¢ina kortizola i posledi¢no poveca
glukoneogeneza (Reul i sar., 1991). Autori izveStavaju da se koncentracija ukupnih proteina i
globulina povecava sa staroS¢u pasa (Lowseth i sar., 1990), Sto moZe doprineti smanjenju
Alb/Glob koli¢nika kod starijih Zivotinja. Kod mladih pasa niza je aktivnost lipaze, do Cijeg
smanjenja dolazi kod APR (Feingold i sar., 1999).

Rezultati koji se odnose na parametre sa kojima korelira nivo parazitemije mogu ukazati na
znaCajne patofizioloSke interakcije tokom babezioze. Recipro¢na korelacija sa staroscu
obolelog psa mogla bi ukazati da imunoloSki mehanizmi starijih pasa mnogo efikasnije
elimini$u parazite od imunoloskih mehanizama mladih pasa. Povezanost niZeg broja leukocita
odnosno limfocita sa viSim nivoom parazitemije moZe dodatno ilustrovati znacaj celularnih
imunoloskih mehanizama u eliminaciji parazita (Solano-Gallego i sar., 2016). Takode, na znacaj
endotelne disfunkcije u akutnoj babeziozi pasa moZe ukazati pozitivha korelacija nivoa
parazitemije i aktivnosti AST, jednog od pokazatelja poremecaja funkcije endotela (Goncharov
i sar., 2017). Vrlo se interesantnom ¢ini i pozitivnha meduzavisnost parazitemije i nivoa gvozda
u serumu. Naime, budu¢i da gvozde predstavlja intraeritrocitni faktor rasta za B. canis, €ini se
mogucim pretpostaviti da Sto je veca parazitemija to su intenzivniji mehanizmi kojima se
gvoZde transportuje iz eritrocita u plazmu, kako bi se usporilo razmnozavanje B. canis (Beleti¢
i sar.,, 2021). Takode, korelacije koje se ne mogu objasniti trenutno dostupnim literaturnim
izvorima (npr. reciprocna meduzavisnost sa aktivnoséu GGT, odnosno direktna sa
koncentracijom fosfata i holesterola) predstavljaju paznje vrednu osnovu za dalje studije o
metablickim interakcijama parazita i domacina tokom akutne babezioze pasa.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti sledece:

1. Naosnovu broja sluajeva akutne babezioze kod pasa na teritoriji grada Beograda moze
se izvesti podela kalendarske godine na cCetiri sezone: januar-februar (prva polovina),
februar (druga polovina)-maj, jun-septembar i oktobar-decembar. Najveci broj
slucajeva se javlja tokom kasne zime i proleca i tokom jeseni, te se moze zakljuciti da je
distribucija pojave ovog oboljenja bimodalna.

2. Kombinacija temperature i relativne vlaznosti koja odgovara pojavi babezioze u
pojedinim sezonama je sledeca: januar-februar kombinacija temperature izmedu -4 °C i
6,5 “Cirelativne vlaznosti (68-87) %; februar-maj, temperatura (3-16) °C pri relativnoj
vlaZnosti (53-87) %; jun-septembar, temperatura (15-25) °C pri relativnoj vlaznosti
(55-77) %; oktobar-decembar, temperatura (2-18) °C pri relativnoj vlaznosti (62-90)
%.

3. Na pojavu oboljenja u sezoni sa najve¢im brojem slucajeva, februar-maj, temperatura i
relativna vlaznost vazduha u godini koja je prethodila pojavi oboljenja, pokazuju
dugoroc¢ni uticaj. Smanjenje temperature tokom cCetiri nedelje pre nastanka oboljenja
znacajno korelira sa povecanjem broja slucajeva. Povecanje temperature i smanjenje
relativne vlaznosti vazduha tokom prethodne zime i jeseni (16-30. nedelja pre nastanka
oboljenja), povezano je sa pojavom veceg broja slucajeva. Smanjenje temperature
krajem proleca i pocetkom leta prethodne godine (40-50. nedelja pre nastanka
oboljenja) kao i povecanje relativne vlaZnosti vazduha (44. i 45. nedelja pre oboljenja)
takode korelira sa povecanjem broja slucajeva.

4. Klinicki slucajevi infekcije pasa B. canis ispitani su u sezonama januar-februar, februar-
maj i oktobar-decembar. Odnos broja pasa sa i bez SIRS-a, kao i odnos seroreaktivnih i
seronegativnih pasa nije se razlikovao izmedu sezona. Parazitemija je bila najniza u
sezoni februar-maj.

5. ViSe vrednosti indeksa reaktanata akutne faze ukuzuju na jaci inflamatorni odgovor u
sezoni februar-maj u odnosu na druge dve sezone.

6. Promene u koncentracijama albumina i kreatinina ukazuju da ukoliko se akutna
infekcija B. canis javlja u sezoni februar-maj, patogenezu karakteriSe hemodilucija, dok
druge dve sezone karakteriSe dehidracija.

7. Kombinacija visokih vrednosti indeksa reaktanata akutne faze i hemodilucije u sezoni
februar-maj ukazuje da se bolest razvija brZe u odnosu na druge dve sezone.
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