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KARAKTERISTIKE PROMENA, DISTRIBUCIJA ANTIGENA I EKSPRESIJA
PROINFLAMATORNIH CITOKINA UMOZGU LISICA PRIRODNO
INFICIRANIH VIRUSOM BESNILA

REZIME

U ovoj disertaciji ispitani su uzorci mozga 10 odraslih ridih lisica (Vulpes
vulpes), oba pola, prirodno inficiranih virusom besnila. Za dokazivanje prisustva virusa
besnila u ispitivanom materijalu koriS¢ene su metode direktne imunofluorescencije i
RT-PCR. Patohistoloska i imunohistohemijska analiza izvrSena je na uzorcima kore
velikog mozga, hipokampusa, malog mozga i produzene moZzdine, koji su fiksirani u
puferizovanom 10% formalinu, obradeni u automatskom tkivnom procesoru i uklapani
u parafin. Parafinski isecci debljine 4-5um bojeni su hematoksilin-eozinom. Ispitivanje
prisustva virusnog antigena i proinflamatornih citokina izvrSeno je streptavidin-biotin
(LSAB) metodom, uz upotrebu antitela za virusni antigen, interleukin 1B (IL1-B) i
tumor nekroti¢ni faktor oo (TNF-a). U proceni distribucije virusnog antigena po regijama
mozga koriS¢ena je semikvantitativna analiza. Morfometrijskom analizom utvrden je
broj inficiranih nervnih c¢elija, a ovi podaci su obradeni koriS¢enjem deskriptivnih
statistickih parametara, ANOVA 1 Tukey testa.

Prisustvo virusa besnila dokazano je kod svih 10 ispitivanih mozgova metodom
direktne imunofluorescencije i RT-PCR.

PatohistoloSkim pregledom ustanovljene su promene u tipu akutnog negnojnog
encefalitisa, pre svega umnoZavanje glija ¢elija 1 perivaskularni infiltrati limfocita i
makrofaga. Pored toga, uoCene su i distroficne promene na neuronima, satelitoza,
neuronofagija, endotelioza i leptomeningitis. Negrijeva tela su bila prisutna u
piramidalnim neuronima kore velikog mozga 1 hipokampusa u 30% slucajeva.

Ekspresija virusnog antigena je dokazana u perikarionu neurona, kao 1 u
njihovim aksonskim i dendritskim produZecima. Njegova distribucija je bila veoma
Siroka, a najintenzivnija ekspresija zabeleZena je u hipokampusu i produzenoj mozdini.

Ekspresija IL1-B i TNF-o utvrdena je u zonama sa zapaljenskim promenama, i
to u mikroglija ¢elijama, makrofagima i1 limfocitima perivaskularnih nakupina i meke

mozdanice.



Uocena je direktna pozitivna zavisnost izmedu intenziteta ekspresije citokina i
stepena zapaljenskih promena.
Zavisnost izmedu distribucije virusnog antigena i proinflamatornih citokina nije

uocena.

Kljuéne reci: lisica, besnilo, prirodna infekcija, patomorfoloske promene, distribucija,

citokini.
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LESION FEATURES, ANTIGEN DISTRIBUTION AND
PROINFLAMMATORY CYTOKINES EXPRESSION IN THE BRAIN OF
FOXES NATURALLY INFECTED WITH RABIES VIRUS

SUMMARY

In this dissertation, brain samples of 10 adult red foxes (Vulpes vulpes), of both
sexes, naturally infected with rabies, were examined. Direct immunofluorescence and
RT-PCR method were used to prove the presence of rabies virus in the examined
material. Histopathologic and immunohistochemical analysis were performed on
samples of the cerebral cortex, the hippocampus, the cerebellum and the medulla, which
were fixed in buffered 10% formalin, processed in an automatic tissue processor, and
embedded into the paraffin. Four to five um thick paraffin sections were stained with
hematoxylin-eosin. Investigation of the presence of viral antigen and pro-inflammatory
cytokines was performed with streptavidin-biotin (LSAB) method, with the use of an
antibody to a viral antigen, interleukin 1p (IL1-), and tumor necrosis factor o (TNF-a).
In assessing the distribution of viral antigen by regions of the brain semiquantitative
analysis was used. The number of infected neurons was determined by morphometric
analysis, and these data were analyzed using descriptive statistical parameters, ANOVA
and Tukey test.

The presence of rabies virus was confirmed in all of 10 examined brains by
direct immunofluorescence and RT-PCR.

Histopathological examination revealed lesions characteristic for acute
nonsuppurative encephalitis, primarily multiplication of glial cells and perivascular
infiltrates of lymphocytes and macrophages. In addition, dystrophic changes in neurons,
satellitosis, neuronophagia, endotheliosis and leptomeningitis were observed. Negri
bodies were present in pyramidal neurons of the cerebral cortex and hippocampus in
30% of cases.

The expression of viral antigen has been demonstrated in neuronal perikaryon,
axons and dendrites. Its distribution was very broad, and the most intense expression

was observed in the hippocampus and medulla oblongata.



Expression of IL1- and TNF-o was found in areas with inflammatory lesions,
in microglial cells, macrophages and in the lymphocytes of perivascular infiltrates and
leptomeninges.

Direct positive correlation between the intensity of cytokine expression and the
degree of inflammatory changes was established.

The correlation between the distribution of the viral antigen and pro-

inflammatory cytokines was not observed.

Key words: fox, rabies, natural infection, pathomorphological lesions, distribution,

cytokines.
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1. Uvod

Besnilo je akutna infektivna bolest koja se karakteriSe dugom inkubacijom,
simptomima oboljenja centralnog nervnog sistema, kratkim tokom 1 letalnim
zavrsetkom. lako se smatra za jednu od najduze poznatih bolesti, a verovatno za najduze

poznatu zoonozu, i danas predstavlja ozbiljnu pretnju po zdravlje ljudi i Zivotinja.

Uzrocnik bolesti je virus koji pripada familiji Rhabdoviridae, rodu Lyssavirus.
Ima karakteristican oblik puS¢anog metka i jednolanCanu RNK spiralu. Relativno je
neotporan u spoljasnjoj sredini, oSteCuju ga autoliticki procesi, a osetljiv je i na

uobicajena dezinfekciona sredstva.

Bolest je rasprostranjena na svim kontinentima, izuzimaju¢i Antarktik. Glavni
rezervoari besnila su divlje Zivotinje, u Evropi lisica, a u Americi rakun i tvor, u
poslednje vreme i pojedine vrste slepih miSeva. Bolest se gotovo iskljucivo prenosi
ujedom obolele zivotinje, vrlo retki su slucajevi inficiranja ljudi kontaktom povredene
koZe i predmeta kontaminiranog pljuvackom besne Zivotinje. ZabeleZeni su i slucajevi
aerogene infekcije kod speleologa, gde su izvor infekcije bili slepi miSevi. Dokazano je

da se, pored pljuvacke, virus iz obolelog organizma izlucuje i mokracom.

Virus besnila je izrazito neurotropan, sa mesta prodora se preko nervnih
zavrSetaka, kasnije nerava, prenosi do centralnog nervnog sistema, gde se umnoZava u
citoplazmi nervnih celija. Nakon toga, dolazi do centrifugalnog Sirenja virusa po
organima koji ne moraju pripadati nervnom sistemu (pljuvacne Zlezde, kornea).
Inkubacioni period je dug, od 10 dana do nekoliko godina, kod Zivotinja u proseku
iznosi 2 do 8 nedelja. U klinic¢koj slici dominiraju simptomi akutnog encefalitisa. Kod

vecine Zivotinja bolest ima karakteristiCan tok, sa prodromalnim, ekscitacionim 1



paralitickim stadijumom. Bolest obi¢no traje do 7 dana, vrlo retko duZe, 1 zavrSava se

uginu¢em.

Dijagnoza se postavlja pregledom uzoraka mozga metodom direktne
imunofluorescencije i bioloskim ogledom na belim miSevima, kao i patohistoloskim
pregledom. U poslednje vreme koriste se i imunohistohemijske i molekularne metode

(RT-PCR).

Mehanizmi patogeneze kojima virus besnila kod ljudi i Zivotinja izaziva
encefalitis sa tako visokom smrtnos¢u i1 dalje nisu potpuno objasnjeni. Novija saznanja
govore da virus besnila ne uniStava neurone tako Sto izaziva njihova strukturna
oStecenja, ve¢ dovodi do funkcionalnih alteracija. Smatra se da su u neuropatogenezu
besnila ukljuceni i imunski mehanizmi domacina, stvaranjem citokina (interleukin 13,
tumor nekroti¢ni faktor o) koji mogu imati ulogu u replikaciji i Sirenju virusa.
Istovremeno, postoje pretpostavke da citokini pospeSujuci inflamaciju mogu ograniciti
neuroinvazivnost virusa besnila. Ipak, ostaje da se ove pretpostavke potvrde budu¢im

istrazivanjima.

Novija istraZivanja distribucije virusa i uloge citokina u patogenezi besnila se
mahom odnose na besnilo kod ljudi i1 laboratorijskih Zivotinja. To je 1 bio jedan od
glavnih razloga zbog koga smo se opredelili da naSe istrazivanje izvr§Simo u uslovima
prirodne infekcije, i to kod lisice, vrste koja jo§ uvek predstavlja jedan od glavnih

rezervoara i vektora bolesti.



2. Pregled literature

2.1. Istorijat

Besnilo se smatra jednom od najranije poznatih bolesti, prema nekim izvorima u
Indiji i Kini je postojala jos pre pet hiljada godina (Cvetni¢, 1989). Najstariji pisani
dokumenti u kojima se pominje termin *’besan pas’’ su nastali u Mesopotamiji, 2.300
godine pre nove ere. U njima se utvrduje odgovornost vlasnika takvih Zivotinja za smrt
ljudi koja je nastala ujedom besnih pasa. Demokrit (500 god pre nove ere) je prvi
pomenuo takozvano *’seme bolesti’’, a ovu pretpostavku je razvio Aristotel 400 godina
pre nove ere (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989; Wilkinson, 2002). On je prvi detaljno
opisao simptome bolesti kod pasa, ali i njeno prenoSenje: ’’Besnilo izludi Zivotinju, i
svaka Zivotinja izuzev coveka ce se razboleti ako je ujede besan pas; bolest je fatalna za
besnog psa i za Zivotinju koju on ujede, izuzev coveka’’. Celsus, rimski lekar (100
godina pre nove ere), se bavio besnilom kod ljudi, naroCito profilaksom i terapijom.
Smatrao je da nakon ujeda treba izvrSiti kauterizaciju rane, i da je treba drzati
otvorenom, kako bi se otrov izbacio napolje. Nakon razboljevanja, obelelom su davane
male Sanse za oporavak, a terapija se sastojala iz iznenadnog ubacivanja obolelog u
bazen sa hladnom vodom, odnosno vru¢im uljem (Wilkinson, 2002). Plinije Stariji (23-
79. god) je iznenadni nastanak bolesti kod pasa pripisivao ekstremnim vruéinama, Zedi,
seksualnoj frustraciji i drugim oblicima stresa. Umesto kauterizacije rane, on je
preporu¢io mazanje rane mascu i pepelom spaljene glave psa, ali i preventivnu meru
uklanjanja *’crvi¢a’’ iz jezika Stenadi, koja su na taj naCin dozivotno zasticena od
bolesti. Stotinu godina kasnije, Galen je doSao do zakljucka da su psi jedini prirodni

domacini bolesti, i da jedna kap pljuvacke besnog psa moZze izazvati hidrofobiju kod
3



ljudi (Wilkinson, 2002; Neville, 2004). U periodu nakon Galena, bilo je veoma malo
saznanja o prirodi besnila, sve do Sesnaestog veka, kada je Dirolamo Frakastoro 1546.
godine objavio prvu knjigu o zaraznim bolestima u kojoj iznosi pretpostavku da je
uzro¢nik besnila Zivi agens. On je zaklju¢io da se bolest ne moze preneti na ¢oveka
obi¢nim kontaktom i ’’na daljinu’’, ve¢ samo ujedom besnog psa. Sem toga, u svojoj
knjizi je jasno opisao simptome besnila, kao i1 period inkubacije (Cvetni¢, 1989;

Wilkinson, 2002; Neville, 2004).

Pisanih tragova o epizootijama besnila u ovom periodu ima veoma malo,
uglavnom se svode na opisivanje pojedinacnih slucajeva bolesti kod pasa, lisica,
vukova, goveda i Coveka. To je neke autore navelo na zakljucak, koji ipak treba uzeti sa
dozom rezerve, da su epizootije bile veoma retke, sve do Srednjeg veka (Wilkinson,

2002).

Prvi pisani podaci o kretanju bolesti u Evropi poticu iz 1271. godine, kada je
zabeleZena pojava epizootije kod Copora vukova u Frankoniji, koji su napadali krda
goveda i ljude (Wilkinson, 2002). Velike epizootije zabeleZene su u Belgiji i Spaniji
1500. godine, i oko 1600. u Belgiji, Francuskoj, Austro-Ugarskoj i Turskoj (Cvetnic,
1989; Neville 2004). U narednim decenijama besnilom su zaraZene gotovo sve evropske

drzave.

Prvi izvestaji o pojavi besnila u Novom svetu poticu iz Meksika 1709. godine,
Barbadosa 1741, Virdzinije 1753. i severnih drzava SAD i Kanade 1762. godine. U
JuZnoj Americi besnilo je prvi put registrovano 1803. godine u Peruu i 1835. u Cileu,
gde se pretpostavlja da su se ljudi zarazili jeduc¢i meso vola uginulog od besnila (Bell 1

Moore, 1971; Cvetni¢, 1989).

U Aziji se 1810. kao glavni prenosilac besnila navodi vuk, a u Persiji 1 u celoj
Rusiji pas. Iz Afrike, pretezno iz juznih delova kontinenta, prvi izvestaji o besnilu

poticu iz dvadesetih godina devetnaestog veka.

Nedovoljno poznavanje uzroka besnila odrazilo se i na razliCite pokusaje leCenja
koji su se primenjivali sve do devetnaestog veka. Preporucivani su razni lekovi
mineralnog i biljnog porekla, za spoljaSnju i unutrasnju upotrebu, pri ¢emu su od
pomodi bili i dijeta, klistir, magija, isterivanje davola i slicno. U Srednjem veku lovci su

4



za leCenje besnila koristili takozvani klju¢ Svetog Huberta, gvozdeni klju¢ duZine
desetak centimetara, iSaran razliCitim simbolima, kojim su spaljivane ugrizne rane.

Leceni bolesnici su obeleZeni i Zigosani na Celu (Cvetni¢, 1989).

Pocetkom devetnaestog veka zabelezeni su prvi pokusaji eksperimentalnog
proucavanja besnila. Zaraznost pljuvacke kod psa je potvrdio Cinke 1804. godine, kada
je premazujuci sveZu ranu na telu psa i kunic¢a pljuvatkom besnog psa izazvao besnilo.
Gruner i1 Salm su to potvrdili 1813, Bernt je 1822. godine isto dokazao za biljojede, a
Magendi za coveka. Galtier je 1879. godine eksperimentalno zarazio kunice
ubrizgavanjem virulentne pljuvacke i mozdanog tkiva i ukazao na nerve kao puteve
prenosSenja bolesti do centralnog nervnog sistema. Doduse, njegova pretpostavka da se
uzro¢nik besnila prenosi nervnim putem dobila je nau¢nu potvrdu tek kada su Di Vestea
1 Zagari 1887. godine dokazali se nastajanje bolesti moZe spreCiti presecanjem ili
kauterizovanjem nerava inficirane regije (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989; de Mattos i

sar., 2001).

Dok je poznavanje distribucije virusa bilo ograni¢eno samo na pljuvacku besnih
Zivotinja, vrlo se malo moglo eksperimentalno raditi na proucavanju besnila, jer se virus
nije redovno nalazio u pljuvacki oglednih Zivotinja, ili ga je imalo u veoma malim
koli¢inama. Sem toga, virus se u pljuvacki nije dugo odrZzavao. Zbog toga je veliki
napredak u izucavanju bolesti postignut kada je Paster 1881. godine, zajedno sa svojim
saradnicima Samberlanom, Ruom i Tilijeom, dokazao da su svi delovi centralnog
nervnog sistema besnih Zivotinja redovno virulentni i da se uzro¢nik u njima moze
najlakSe dokazati intracerebralnom inokulacijom laboratorijskim Zivotinjama.
Uzastopnim viSekratnim intracerebralnim prenoSenjem uli¢nog virusa, sa kuni¢a na
kunica, Paster 1 Ru su dobili virus stalno kratke inkubacije od pet do Sest dana i nazvali
ga virus fixé. Virusom tako kratke inkubacije bilo je omoguéeno preciznije izvodenje
ogleda i rad na proizvodnji prvih vakcina i ispitivanju imuniteta protiv besnila
(Ercegovac, 1987). Nakon Pasterovih ispitivanja, Remlinger i Rifat-Bej su 1903. godine
uspeli da uzroc¢nika besnila profiltruju i tako dokaZu da spada u viruse, a Galovej 1
Elford su 1936. ustanovili da veli¢ina virusa besnila iznosi 100-150 nm i da spada u

vece viruse (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989; de Mattos i sar., 2001).



Na polju dijagnostike besnila, veoma veliki doprinos je dao Babes, koji je 1887.
godine u ganglijskim Celijama centralnog nervnog sistema obolelih Zivotinja opisao
citoplazmatske eozinofilne inkluzije. Medutim, njih je tek 1903. godine Negri detaljno
opisao i nedvosmisleno utvrdio njihovu vezu sa virusom besnila, pa po njemu i nose
ime Negrijeva telaSca. Ova ispitivanja nastavili su Nelis 1 Van Gehuhten, a Selers i
Felou su 1927. pojednostavili njihovo dokazivanje. Goldvaser i Kisling su 1958. godine
dokazali prisustvo virusa besnila u ispitivanom materijalu metodom fluorescentnih
antitela, koja je nedugo potom uvedena u prakti¢nu dijagnostiku (Ercegovac, 1987;

Cvetni¢, 1989; de Mattos i sar., 2001).

Veliki napredak postignut je kultivisanjem virusa besnila na kulturi ¢elija, §to je
omogucilo bolje poznavanje njegovih morfoloskih i biohemijski karakteristika. Vebster
1 Clou su 1936. godine uspeli da prvi put umnoZe virus besnila na kulturi tkiva mozga
miSjih embriona, a Peragalo 1939. na kokoS$ijim embrionima. Kasnije je Viktor 1964.
godine kultivisao virus na diploidnim c¢elijama humanog tkiva (Ercegovac, 1987).
Zahvaljujuci kulturi tkiva 1 elektronskom mikroskopu, Almeida i saradnici su 1962.
ustanovili da virus besnila ima oblik metka, dok su Lepin 1 Soter 1946. godine utvrdili
da se unutrasSnja struktura Negrijevih telaSaca boji toluidin plavim kao i ribonukleinska
kiselina, koja je oivi¢ena proteinskim omotacem. Lepin i Atanasiu su ga 1963. godine

svrstali u grupu rabdovirusa (Ercegovac, 1987; de Mattos i sar., 2001).

Prvu eksperimentalnu imunizaciju Zivotinje protiv besnila izveo je 1879. godine
Galtije, profesor Veterinarskog fakulteta u Lionu, inokulacijom virulentne pljuvacke i
mozdanog tkiva u jugularnu venu ovaca i koza. Postoje nepotpuni podaci da je na
kuni¢ima ispitivao i mogucnosti profilakticke i terapijske imunizacije atenuiranim
materijalom. Veliki potencijal njegovih ispitivanja par godina kasnije je prepoznao
francuski hemicar Luj Paster, koji je sa svojim saradnicima Ruom, Nokarom,
Samberlanom i Tilijeom subkutano inokulisao pse i kuniée suspenzijom ki¢mene
mozdine kunica koji su uginuli nakon intracerebralne inokulacije virusa fixé. Smatra se
sa je Paster 1884. godine izvrSio prvu uspeSnu imunizaciju pasa, a 1885. godine prvu
imunizaciju ljudi protiv besnila. DevetogodiSnjeg decaka Jozefa Majstera doveli su u
Pasterovu ambulantu sa teSkim ugriznim ranama koje mu je naneo besan pas. Posle

konsultacija sa vode¢im lekarima toga vremena o etickim aspektima svoga postupka,
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odlucio je da na njemu po prvi put sprovede postekspozicionu imunizaciju, koja je na
srecu bila uspeSna. Simptomi bolesti se kod decCaka nisu pojavili, a na taj nacin su
postavljeni prvi principi postekspozicione profilakse besnila (Ercegovac, 1987;

Wilkinson, 2002).

Vest o uspesnoj imunizaciji je odjeknula Sirom Evrope i sveta, a veliki uspesi
Pastera u izu€avanju besnila i preteca opasnost po ljude i Zivotinje nametnuli su potrebu
za osnivanjem ustanove za buduc¢a proucavanja bolesti. Francuska vlada je u Parizu 14.
novembra 1888. godine otvorila prvu takvu ustanovu koja je u Cast velikog nauc¢nika
nazvana Pasterov institut. Nedugo potom, sestrinski instituti u kojima se razvijala
proizvodnja vakcine protv besnila otvoreni su i u Lilu, Nansiju, Sajgonu, Tunisu,
AlZiru, odnosno Sirom Evrope i sveta. U Srbiji je prvi Pasterov zavod osnovan u NiSu
1903. godine, a 1921. godine i u Novom Sadu (Cvetni¢, 1989; Wilkinson, 2002;
Blancou, 2004).

Medutim, Pasterov metod proizvodnje vakcina bio je relativno sloZen, a sama
vakcinacija vezana za institut u kome se vakcina proizvodi, pa je bio nepodesan za
najSiru primenu. Zbog toga se preslo na jednostavnji metod koji se mogao primenjivati i
van proizvodnog centra, a sastojao se u inokulaciji fenolizovane suspenzije virulentne
mozdane supstance kunica. Vidan napredak u tehnologiji dobijanja vakcine ucinjen je
pasazom uli¢nog virusa kroz pilece i pacije embrione, ¢ime su dobijeni atenuirani sojevi
virusa besnila: Flury (Leach i Jonson 1940), Kelev (Komarov i Horenstein 1953) i
Nishigahara (Takamatsu i Oshima 1959), od kojih se neki i danas Kkoriste za

profilakticku vakcinaciju pasa i drugih Zivotinja protiv besnila (Ercegovac, 1987).

2.2 Etiologija

Uzro¢nik besnila je virus koji pripada rodu Lyssavirus (od grékog lyssa, Sto
znaci bes) 1 familiji Rhabdoviridae (od grckog rhabdos, $to znaci Stapi¢). U familiju
Rhabdoviridae svrstano je preko 175 virusa izolovanih iz biljaka i Zivotinja, kojima je
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zajednicki Stapicast oblik i1 jednolan€ana, negativno orjentisana ribonukleinska kiselina.
Najznacajniji virusi ove familije pripadaju rodovima Lyssavirus, Ephemerovirus i
Vesiculovirus (Rose i Whitt, 2001). Familija Rhabdoviridae, zajedno sa virusima iz

familija Paramixoviridae, Filoviridae i Bornaviridae ¢ini red Mononegavirales.

Smatra se da je virus besnila najsrodniji virusu vezikularnog stomatitisa, koji
predstavlja prototip roda Vesiculovirus. Ova dva virusa imaju slicnu morfologiju,
hemijsku stukturu i Zivotni ciklus, a mogu inficirati sisare. Ipak, s obzirom da je virus
besnila u organizmu inficiranog domacina isklju¢ivo neurotropan i uvek izaziva fatalni
encefalomijelitis, on i njemu srodni virusi svrstani su u zasebni rod (Murphy i sar.,

1995).

Rod Lyssavirus trenutno sadrzi sedam genotipova virusa (Bourhy i sar., 1992;
Bourhy 1 sar., 1993; Kissi i sar., 1995). Jedan od njih je virus besnila (genotip 1, serotip
1), dok ostalih Sest predstavljaju specifi¢ne besnilu-srodne viruse koji imaju sposobnost
da izazovu encefalitise sli¢ne besnilu. To su Lagos bat virus (LBV, genotip 2, serotip2),
Mokola virus (MOKV, genotip 3, serotip 3), Duvenhage virus (DUVV, genotip 4,
serotip 4), Evropski bat lyssavirus tip 1 (EBL - 1, genotip 5), Evropski bat lyssavirus tip
2 (EBL - 2, genotip 6), Australijski bat lyssavirus (ABLV, genotip 7). U rod Lyssavirus
spadaju i Kotonkon (KOTYV), Obodhiang (OBOV) i Rochambeau (RBUV), koji su
antigenski veoma udaljeni od ostalih ¢lanova roda i ne izazivaju infekcije slicne besnilu
kod sisara. lako se antigenske karakteristike njihovih strukturnih proteina mogu
znacajno razlikovati, svi lisavirusi imaju zajednicke mnoge bioloske 1 fizicko-hemijske
karakteristike, morfologiju, strukturu i organizaciju genoma i proteinskog omotaca, a

koriste i gotovo istovetne mehanizme ulaska u ¢eliju i umnoZavanja (Wunner, 2002).

2.2.1. Morfologija virusa

Virus besnila se sastoji iz spoljaSnje membrane i unutrasSnjeg
ribonukleoproteinskog jezgra. Tipicna virusna Cestica ima oblik puS¢anog zrna, duZine
130-250 nm (prosec¢no 180 nm), i prec¢nika 60-110 nm (prose¢no 75 nm) (Davies i sar.,
1963; Hummeler i sar., 1967; Sokol, 1975) . Prilikom umnoZavanja in vitro opisane su i
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virusne Cestice Ciji se oblik 1 struktura donekle razlikuju od tipi¢nih, takozvanih B
viriona (B — bottom band, bullet shape), koji su naziv dobile zbog karakteristi¢nog
oblika, odnosno zbog €injenice da se nakon centrifugiranja zadrZavaju na dnu cezijum-
hloridnog sedimentacionog stuba. Takvi virioni imaju kupast oblik, kra¢i su i laksi od B
viriona, te se stoga nalaze na vrhu sedimentacionog stuba (top-band, T virioni).
(Holland, 1987). Njihov genom ima svega tre¢inu ili polovinu duZine standardnog
genoma, neinfektivni su, a njihova uloga u patogenezi bolesti nije u potpunosti
utvrdena, iako se pretpostavlja da uticu na umnoZavanje standardnih B viriona u

inficiranoj ¢eliji (Wunner, 2002).

Membrana virusa je dvoslojna, debljine 7,5 do 10 nm. Izgradena je od molekula
fosfolipida (sfingomijelin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilholin), neutralnih lipida
(trigliceridi 1 holesterol) i1 glikolipida. Na njenoj spoljasnjoj povrSini nalaze se brojne
peplomere, nastavci u obliku klinova duzine 8,3 do 10 nm, koje se sastoje od po tri
molekula virusnog G proteina (Gaudin i sar., 1992). Pod elektronskim mikroskopom
peplomere se vide kao kratki, ka spolja proSireni §iljci, koji na distalnom kraju imaju

tvorevinu nalik dugmetu (Murphy i Harrison, 1979).

Ribonukleoprotein virusa besnila sastoji se iz desno orjentisane helikoidne
strukture, prosecnih dimenzija 165 x 50 nm. DuzZina prosecnog navoja je oko 7,5 nm, a
ispravljenog heliksa 4,2 do 4,6 mm. Cine ga ribonukleinska kiselina i tri proteina: N
protein, nekataliticki P protein i kataliticki L protein (RNK polimeraza). Sva tri proteina
su ukljucena u aktivnost RNK polimeraze (Wunner, 2002). Za razliku od ostalih virusa
iz familije Rhabdoviridae, kod kojih je samo P protein fosforilisan, kod virusa besnila
su fosforilisani i N i P protein. U svakom virionu nalazi se 1325 molekula N, 691
molekul P i 72 molekula L protena. Izmedu ribonukleoproteina i membrane nalazi se
matriks koji se sastoji od oko 1800 molekula virusnog M proteina (de Mattos 1 sar.,

2001).

Genom virusa besnila €ini nesegmentisana, negativno orjentisana jednostruka
ribonukleoproteinska kiselina (RNK), koja nije infektivha i ne moze samostalno
sintetisati proteine. Sastoji se od 11928 do 11932 nukleotida, a na njenom 3’ kraju je
nekodiraju¢a Le (leader) sekvenca koja se sastoji iz 58 nukleotida. Iza nje se nalaze
sekvence pet strukturnih gena (N, P, M, G i L), nakon kojih dolazi nekodiraju¢a T
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(trailer) sekvenca na 5’ kraju lanca. Izmedu gena nalaze se relativno kratke sekvence od
dva do pet nukleotida, izuzev sekvence izmedu G i L gena, koja se sastoji iz 423
nukleotida (Wunner, 2002). Ona je dovoljno duga da bi predstavljala gen, ali ne sadrZi
ORF, pa se pretpostavlja da je u pitanju ostatak gena tj. pseudogen, koji je u toku
evolucije izgubio funkciju (Tordo 1 sar., 1986). Ovaj, takozvani ¥ region u genomu
virusa besnila, istovremeno predstavlja i najdivergentniji deo genoma, odnosno region u

kojem su mutacije najceSc¢e (Sacramento i sar., 1991).

Nukleoprotein (N)

N protein se sastoji iz 450 aminokiselina, ima molekularnu tezinu od oko 57000.
Predstavlja glavni protein nukleoproteinskog jezgra, i smatra se najkonzerviranijim od
svih virusnih proteina, u smislu slicnosti sekvenci aminokiselina kod razli¢itih
genotipova rabdovirusa (Conzelmann i sar., 1990; Bourhy i sar., 1993; Kissi i sar.,
1995). Kod razlic¢itih izolata virusa besnila, sli¢nost izmedu aminokiselinskih sekvenci u
N proteinu je jako velika, 98 — 99% (Wunner i sar., 1988; Conzelmann i sar., 1990), dok
je kod razli¢itih genotipova rabdovirusa oko 92%. Razlog za ovako visok nivo
konzervacije N proteina je i to Sto ima veoma bitnu ulogu u Zivotnom ciklusu virusa,
izmedu ostalog Stiti virusnu RNK od aktivnosti ribonukleaze i reguliSe RNK
transkripciju 1 replikaciju (Wunner, 2002). Istovremeno, neke razlike u sekvencama kod
N proteina dovode do stvaranja jedinstvenih, genotip-specifi¢nih epitopa, koji se koriste
za utvrdivanje genotipa i serotipa virusa na osnovu njihove reakcije sa specificnim anti-
N monoklonskim antitelima (Dietzschold i sar., 1987; Smith, 1989), a pouzdane su i
kod tipizacije virusa na nivou nukleotida, koriS¢enjem reakcije lancane polimeraze

(PCR) (Sacramento i sar., 1991; Bourhy i sar., 1993).

Nascentni N protein se imunocitohemijskim tehnikama moZe dokazati difuzno
rasporeden u citoplazmi inficirane celije. Neposredno nakon formiranja, molekuli N
proteina stvaraju homologne (N-N), i znatno ceS¢e heterologne (N-P) komplekse i
formiraju nascentne virusne nukleokapside. Molekuli N proteina u inficiranoj celiji
mogu biti koncentrisani, takode u vidu N-P kompleksa, u citoplazmatskim inkluzijama

in vitro ili Negrijevim telasScima in vivo (Chenik 1 sar., 1994; Kawai i sar., 1999).
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Tokom formiranja nukleokapsida, ribonukleinska kiselina se vezuje za N-
terminalni deo N proteina, najéeS¢e izmedu 298. i 352. aminokiseline, nakon cega
dolazi do konformacione promene i fosforilacije serina na 389. mestu u
aminokiselinskom lancu (Dietzschold i sar., 1987; Kawai i sar., 1999). Fosforilacija N
proteina u toku formiranja nukleokapsida je svojstvena samo virusu besnila, tj. ne
dogada se kod ostalih virusa iz familije Rhabdovoridae, i prema nekim autorima,
delimi¢no objasnjava sporije razmnoZavanje virusa besnila u odnosu na virus

vezikularnog stomatitisa (Yang i sar., 1999; Wunner, 2002).

Fosforilisani molekul N proteina se blago savija i formira bilobularni oblik, koji
mu omogucava vezivanje za naredni monomer N proteina. Ovi N monomeri su "gusto
pakovani", na svakih 9-11 nukleotida duZ lanca ribonukleinske kiseline, $to je dovoljno
da se RNK zastiti od ribonukleaze (Iseni i sar., 1998). Molekuli P proteina se potom
vezuju za specificna mesta blizu C terminalnog kraja N proteina, okrenuti su ka spolja i
unutra i smatra se da dovode do novih konformacionih promena koje su bitne u
formiranju virusne Cestice (Dietzschold i sar., 1987; Kouznetzoff i sar., 1998; Kawai 1

sar., 1999).

Na N proteinu se nalazi nekoliko specificnih epitopa za B i T celije. Sa
sigurno$¢u se moze rec¢i da se linearni epitopi za B Celije nalaze izmedu 374. i 383,
odnosno izmedu 313. i 337. aminokiseline. Neki linearni epitopi mogu biti prisutni
samo na nezrelim formama N proteina, dok se neki mogu ispoljiti tek nakon njihovog
sazrevanja (Dietzschold 1 sar., 1987; Goto 1 sar., 2000). N protein predstavlja i glavni
antigen za T-helper (pomagace) Celije, koje reaguju i na viruse srodne besnilu (Celis i
sar., 1988; Ertl i sar., 1989). Dokazano je da se izmedu 404. i 418. aminokiseline N
virusnog proteina nalazi imunodominantni epitop koji stimuliSe stvaranje Th celija
specifinih za virus besnila 1 pojacava stvaranje specificnih antitela protiv virusa besnila

(Ertl 1 sar., 1989).

Zanimljivo je da N protein ima sposobnost da, u odsustvu specifi¢nih
antitela, delimi¢no zastiti organizam od periferne infekcije virusom besnila. Sem toga,
utvrdeno je 1 da pojacava imunski odgovor kod Zivotinja nakon vakcinacije

inaktivisanom vakcinom (Tollis i sar., 1991).
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Fosfoprotein (P)

Fosfoprotein virusa besnila se sastoji od 297 aminokiselina, dobro je
konzervisan (preko 97% sli¢nosti) medu lisavirusima genotipa 1, a mozZe se javiti u vise
fosforilisanih formi (Gupta i sar., 2000). Izmedu ostalog, P protein ima ulogu Saperona
za nascentne molekule N proteina, spreava njihovu polimerizaciju i nespecificno
vezivanje za cCelijsku ribonukleinski kiselinu, a u N-P kompleksima omogucava
kapsidaciju virusne RNK. Kao subjedinica RNK-polimeraza kompleksa (P-L), P protein
ima bitnu ulogu u transkripciji 1 replikaciji virusnog genoma, stabilizujuci L protein, i
omogucavajuci vezivanje polimeraza kompleksa na RNK (Chenik i sar., 1994; Wunner,

2002).

Novija istraZzivanja govore da se u toku umnozavanja virusa u ¢eliji nascentni P
protein vezuje za C terminalni kraj RNK-N protein kompleksa. Na samom P proteinu
dokazana su dva mesta za vezivanje sa N proteinom: prvo je na samom C terminalnom
kraju, u duzini od 30 aminokiselina, a drugo na N terminalnom kraju, izmedu 69. i 177.
aminokiseline (Chenik i sar., 1994). Pretpostavlja se da su oba mesta aktivna, ali u
razli¢ito vreme i za razliCitu svrhu. Vezivanje N proteina za N-terminalni kraj P proteina
se deSava odmah nakon njithovog in vivo formiranja, a pretpostavlja se da u toj reakciji
postoji kompeticija sa joS jednim molekulom koji se mozZe vezati za N protein
(endogena RNK). Ovaj model dvostrukog vezivanja oslikava regulatornu ulogu P

proteina i transkripciji i replikaciji virusne ribonukleinske kiseline (Wunner, 2002).

Nakon vezivanja za RNK-N u primarnoj ribonukleoproteinskoj formaciji, P
protein se vezuje za L protein, stvaraju¢i potpuno aktivni RNK-polimeraza kompleks.
Mesto vezivanja L proteina nalazi se u okviru prvih 19 aminokiselina P proteina a
smatra se da u toj reakciji ucestvuju nefosforilisani P oligomeri, iako se ne moZe sa
sigurnos$¢u reci da li se radi o trimerima ili tetramerima (Gigant i sar., 2000; Wunner,

2002).

Novija istrazivanja govore da se na N-terminalnoj polovini P proteina (138-172.
aminokiselina) nalazi mesto za koje se vezuje Dinein LCS8, deo miozin V kompleksa,
koji ima vaznu ulogu u intracelularnom transportu makromolekula (Raux 1 sar., 2000).

Pretpostavlja se da P protein-dinein LC8 kompleks reguliSe transport virusnog

12



ribonukleoproteina kroz mreZzu citoplazmatskih mikrotubula u ¢eliji, ali i izmedu

neurona (Wunner, 2002).

Veliki (L) protein

L virusni protein ima 2127 do 2142 aminokiselina i predstavlja kataliticku
komponentu polimeraza kompleksa, zajedno sa nekatalitickim kofaktorom P.
Odgovoran je za ve¢inu enzimskih aktivnosti u procesu transkripcije 1 replikacije
virusne RNK. Virusna RNK-polimeraza ima jedinstvenu ulogu na pocetku infekcije, jer
inicira primarnu transkripciju genoma RNK nakon ulaska nukleokapsidnog jezgra u
citoplazmu inficirane celije. Enzimske faze transkripcije ukljuCuju 1 inicijaciju i

elongaciju Le+ RNK i iRNK, kao i modifikacije iRNK (Wunner, 2002).

Uporedivanjem sekvenci L proteina razli¢itih virusnih izolata utvrdeno je da
postoje domeni koji su visoko konzervirani, sa gotovo identi¢nim rasporedom
aminokiselina, ali i oni koji su jako wvarijabilni, Sto se objaSnjava njegovom
multifunkcionalno$¢u. Cetiri motiva, oznaeni A-D, koji predstavljaju regione sa
najvecom slicnoS¢u 1 za koje se smatra da su nosioci enzimske aktivnosti, su po
rasporedu i polozaju veoma sli¢ni sa odgovaraju¢im sekvencama svih ostalih virusnih

RNK i DNK polimeraza (Tordo i sar., 1988; Barik i sar., 1990).

Sem toga, na L proteinu utvrdeno je postojanje joS najmanje dva mesta (izmedu
754-778. 1 1332-1351. aminokiseline) za vezivanje i iskoriS¢avanje ATP-a (sli¢no kao
kod celijske kinaze), koji je neophodan u enzimskim reakcijama u kojima ucestvuje L

protein (Barik i sar., 1990; Canter i sar., 1993; Wunner, 2002).

PoSto aktivnost L proteina u potpunosti zavisi od njegove interakcije sa
fosforilisanim P proteinom, postavlja se pitanje da li P protein ucestvuje u nekoj od
njegovih specifi¢nih enzimskih funkcija, ili je on samo regulatorni protein u procesu
transkripcije 1 replikacije RNK. Ovaj kooperativni odnos katalitickog L i nekataliti¢kog
P proteina u polimeraza kompleksu je veoma znacajan i predstavljace bitno pitanje svih

buducih istraZzivanja (Wunner, 2002).
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Matriksni (M) protein

M protein je najmanji protein virusa besnila, sadrzi svega 202 aminokiseline (25
kDa). On formira omota¢ oko ribonukleoproteinskog jezgra virusa, stvarajuci skeletnu
strukturu viriona. Sem toga, on je i multifunkcionalni protein koji deluje u interakciji sa
virusnim proteinima i sa proteinima celijske membrane. Izmedu ostalih, njegove
funkcije su regulacija transkripcije virusne RNK, kondenzacija helikoidnih
nukleokapsidnih jezgara u guste kalemove, vezivanje virusa sa dvoslojnom
membranom, a ima udela i u citopatogenezi inficiranih ¢elija (Ito 1 sar., 1996; Wunner,
2002). Njegov N-terminalni region ima veoma vaznu ulogu u regulaciji transkripcije
virusne RNK, dok se u srediSnjem delu nalazi hidrofobni domen (89-107.
aminokiselina) za koji se pretpostavlja da reaguje sa membranskim lipidima (Tordo i

sar., 1986).

Oko 1200 do 1500 molekula M proteina se vezuje za nascentno
ribonukleoproteinsko jezgro, i kondenzuje ga formiraju¢i gusti kalem, takozvani
ribonukleokapsid — M protein kompleks. M protein daje virionu karakteristiCan oblik
puscanog metka, bez obzira da li se nalazi unutar ribonukleoproteinskog jezgra ili na
njegovoj povrsini. U isto vreme, M protein omogucava vezivanje ove strukture za
membranu inficirane celije 1 inicira pupljenje virusne Ccestice iz Celije domacina
(Mebatsion i sar., 1999; Wunner, 2002). Smatra se da je za mehanizam pupljenja virusa
bitan takozvani PY domen koji se nalazi blizu N-terminalnog kraja M proteina i koji je
bogat prolinom. Inace, veoma slicni domeni nadeni su i u M proteinima Ebola i
Marburg virusa, kao u Gag proteinima humanog sarkoma virusa 1 virusa
imunodeficijencije, koji su takode znacajni za pupljenje virusnih Cestica iz Celija
domacina (Wunner, 2002). PY motiv virusnog M proteina reaguje sa WW motivom
(sadrzi 38-40 aminokiselina od kojih je poloZaj dva triptofana stalan), koji se nalazi na
proteinima koji ulaze u sastav citoskeleta ili su ukljueni u prenos signala i gensku
regulaciju (Sudol, 1996). Zbog toga se smatra da M protein ukljucuje i ¢elijske proteine
u oslobadanje viriona iz inficirane Celije, a da je za ovaj proces, odnosno povecavanje
njegove efikasnosti, bitna i njegova interakcija sa virusnim G proteinom (Mebatsion 1

sar., 1996).
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Glikoprotein (G)

Virusni glikoprotein se sastoji od 505 aminokiselina, od kojih prvih 19 na N
terminalnom kraju predstavljaju signalni peptid. Signalni peptid omogucava transport
nascentnog proteina kroz membrane endoplazmatskog retikuluma, Goldzijevog
kompleksa i plazma membranu, da bi se na kraju u GoldZijevom kompleksu odstranio.
G protein je jedini povrSinski protein virusa besnila. On formira trimere u vidu klinastih
izraStaja sa povrSine virusne membrane, duZine oko 8,2 nm. Svaki od molekula G
proteina je povezan sa virusnom ovojnicom pomocu transmembranskog domena, koji se
sastoji iz 22 aminokiseline (439 - 461) (Gaudin i sar., 1992). Na C terminalnom kraju se
nalazi citoplazmatski domen, koji je okrenut ka unutrasnjoj strani viriona i vezuje se sa
M virusnim proteinom, dok je ektodomen G proteina (aminokiseline 1 — 439) okrenut
ka spolja i1 funkcionalno je najbitniji deo molekula. On je odgovoran za vezivanje virusa
besnila za Celijske receptore, te je veoma znaCajan u patogenezi. Nakon vezivanja za
receptore na ciljnim ¢elijama domacina, virus ulazi u ¢eliju, a G protein na niskom pH
sredine (6,2 — 6,3) trpi odredene konformacione promene, postaje hidrofoban i spaja se
sa hidrofobnom membranom endozoma. Na taj nacin se inaktiviSe, 1 postaje jako

osetljiv na Celijske proteaze (Gaudin i sar., 1995).

Mutacije na virusnom G proteinu imaju veoma bitnu ulogu u patogenezi bolesti.
Amino kiselina arginin 333 u divljem tipu G proteina se smatra odgovornom za
virulencu virusa besnila. Sojevi virusa koji umesto arginina na 333. mestu u
polipeptidnom lancu G proteina imaju glutamin, izoleucin, glicin, metionin ili serin, su
avirulentni ili zatno manje patogeni u odnosu na divlje sojeve virusa (Dietzschold i sar.,
1983; Seif i sar., 1985). Smatra se da je arginin 333 bitan ne samo za neuropatogenost
virusa besnila, ve¢ i za njegovo aksonalno, odnosno transsinapticko Sirenje in vivo
(Yang i Jackson, 1992). Sa druge strane, neka istraZivanja govore u prilog tome da
razlika u patogenezi kod virulentnih i manje virulentnih sojeva virusa besnila nije u
putevima njihovog Sirenja, ve¢ u sposobnosti virulentnih sojeva da inficiraju znatno veci
broj neurona. U takvim okolnostima, patogeni soj virusa moZze koristiti vise razliitih
mesta za ulazak u centralni nervni sistem, dok avirulentni virus nece prepoznati te iste

receptore (Jackson 1991;Wunner, 2002).

15



Glikoprotein je bitan i za imunski odgovor domacina na infekciju, jer indukuje

stvaranje virus neutralizacionih antitela i predstavlja njihovu metu, bas kao i za virus

specificne T limfocite. Na njegovom ektodomenu do danas je lokalizovano osam

antigenskih mesta, koja su obeleZena oznakama I — VI, a i G1. Sem toga, koriS¢enjem

sintetisanih peptida 1 klonova T limfocita, mapirani su epitopi za koje se vezuju helper i

citotoksi¢ne T celije. Ipak, za potpuno razumevanje funkcije G virusnog proteina

neophodno je u potpunosti determinisati njegovu konformaciju, odnosno

trodimenzionalnu strukturu, $to je do sada bilo jako teSko, jer je osetljiv na kristalizaciju

(Celis i sar., 1988; Benmansour i sar., 1991; Wunner, 2002).
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Sema 1. Prikaz strukture virusa besnila (Rupprecht i sar., 2002)
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2.2.2. Intracelularni zivotni ciklus virusa

Zivotni ciklus virusa besnila moze se podeliti u tri faze. Prva, odnosno rana faza
obuhvata vezivanje virusa za receptore na Celiji, njegov ulazak u ¢eliju i oslobadanje
ribonukleoproteina. Druga faza obuhvata transkripciju i replikaciju virusnog genoma, a

treca sklapanje virusne Cestice i njen izlazak iz ¢elije (Wunner, 2002).

Ulazak virusa u ¢eliju

Infekcija pocinje vezivanem virusa za povrSinu cCelije domacina, taCnije
najverovatnije za specificne receptore. Do sada najbolje prouen receptor za virus
besnila je nikotinski acetilholon receptor (AChR), koji se nalazi na neuromuskularnim
sinapsama. U nekoliko studija (Lentz 1 sar., 1982; Burrage i sar., 1985), koriS¢enjem
holinergi¢nih antagonista 1 kompetitivnih peptida koji se vezuju za acetilholinske
receptore, dokazan je njihov znacaj u patogenezi. Medutim, dokazano je da i neke Celije
kod kojih je in vitro, pa Cak i in vivo zabeleZena infekcija nemaju acetilholinske
receptore (Tsiang, 1993; Wunner, 2002). Zbog toga se postavlja pitanje da li virus
besnila koristi jo§ neki tip receptora, ili mozda viSe vrsta receptora ucestvuje
istovremeno u penetraciji virusa. Dalja istraZivanja umnogome oteZava Cinjenica da se
virus besnila in vitro moze umnoZavati u gotovo svim linijama celija, dok je u
organizmu skoro u potpunosti ogranicen na nervne cCelije. Istrazivanjima na kulturi
¢elija, nedavno su otkrivena dva receptora za virus besnila: adhezioni molekul nervnih
¢elija CD56 1 receptor p75SNTR (faktor rasta nervnih celija), ali njihov znacaj nije u
potpunosti dokazan (Thoulouze i sar., 1998; Jackson i Park, 1999).

Nakon vezivanja za receptor, virus ulazi u celiju fuzionisanjem virusnog
omotaca sa ¢elijskom membranom ili formiranjem vezikula ili jama u kojima se nalazi
dva do pet viriona. Nakon toga, virusni G protein, na odgovarajucoj kiselosti sredine
(pH 6,3) omogucava spajanje virusnog omotaca sa membranom endozoma (Whitt i sar.,

1991; Gaudin i sar., 1992; Wunner, 2002).
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Transkripcija

U drugoj fazi Zivotnog ciklusa virusa, transkripcija virusnog RNK genoma
pocinje izbacivanjem ribonukleoproteina iz cCelijskog endozoma. Gusto navijen
nukleokapsid se raspli¢e i formira labavu helikoidnu strukturu. Sam proces transkripcije
se odvija zahvaljuju¢i RNK polimeraza kompleksu i nezavisan je od ¢elije domacina.
Polimeraza kompleks obi¢no inicira transkripciju sa 3’ kraja ribonukleinske kiseline, ili
nastavlja transkripciju na sledecem mestu sinteze iRNK, tamo gde je ostala nakon
sastavljanja virusne Cestice u prethodnoj inficiranoj celiji. Ovaj deo replikacionog
procesa se naziva primarnom transkripcijom, zato Sto se odigrava na roditeljskim
nukleokapsidima i ne zahteva sintezu virusnih proteina. Svaki od pet virusnih gena
stvara iRNK transkript, koji u procesu translacije stvara pet virusnih proteina (Wunner,

2002).

Prvi proizvodi transkripcije virusnog genoma su mali, 55 do 58 nukleotida dugi,
pozitivno orjentisani, leader RNK (Le+) transkripti. Smatra se da su upravo oni
inicijatori transkripcije virusne iRNK, a sam model aktiviranja RNK polimeraze, kao i
zaustavljanja transkripcije i otpocinjanja replikacije nije potpuno jasan. Sem toga, Le+
transkripti imaju ulogu u vezivanju N virusnog proteina za ribonukleinsku kiselinu,

odnosno stvaranju ribonukleoproteinskog kompleksa (Yang i sar., 1999).

Odmah nakon Le+ transkripata, sintetiSu se informacione ribonukleinske
kiseline za pet virusnih gena. U toku sinteze nascentnih iRNK, L virusni protein
poklapa 5 kraj svake iRNK, vezuju¢i za njega 7-metilguanozin. Na kraju svakog
virusnog gena nalazi se sekvenca koju ¢ine nukleotidi AC 1 7-8 U nukleotida. Kada
virusna polimeraza u toku procesa transkripcije dode do ove sekvence, ona pauzira, tj.
’zamuckuje’’, i kopira U nukleotide stvarajuc¢u dugacak niz A nukleotida na transkriptu
(i do 200). Tek tada se iRNK oslobada i kre¢e transkripcija narednog virusnog gena

(Wunner, 2002).

Sve sem jedne iRNK proizvode po jedan protein sa jednog ORF-a. Za ove
informacione kiseline, translacija pocinje prvim inicijalnim AUG kodonom (kodira
metionin), sa 5’ kraja, a zavrSava se UAA ili UGA stop kodonom u blizini 3’ kraja.
Izuzetak je P- iRNK, u kojoj se nalazi nekoliko inicijalnih AUG kodona, tako da se u

procesu translacije moZe stvoriti tri ili Cetiri manjih proteinskih fragmenata. Funkcija
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ovih proteina, od kojih dva manja zavrSe u nukleusu, a dva vec¢a ostanu u citoplazmi
¢elije domacina, nije poznata (Chenik 1 sar., 1995). Glavni ORF-ovi informacionih
RNK kodiraju proteine koji se sastoje od 450 (N), 297 (P), 202(M), 524 (G) i 2142 (L)
aminokiselina. Neke iRNK mogu da sadrze i nekoliko kodona vise ili manje, u

zavisnosti od genotipa virusa.

Replikacija virusa

Nakon primarne transkripcije, replikacija virusne RNK postaje dominantan
dogadaj u kasnoj fazi umnoZavanja virusa besnila. Cim se u citoplazmi pojave slobodni
molekuli N virusnog proteina, koji su stvoreni iz primarnih iRNK transkripta, neki od
njih okruZuju Le+ RNK transkripte, ¢ime spreCavaju kompletiranje njihove
transkripcije, odnosno sprecavaju Le+ RNK da inicira transkripciju pojedinac¢nih
informacionih kiselina. Kao posledica toga, nastaje komplementarna, pozitivno
orjentisana kopija virusne RNK. Iako precizan mehanizam prelaska sa procesa
transkripcije na proces replikacije virusne RNK nije u potpunosti poznat, smatra se da
virusni proteini imaju bitnu ulogu u njemu, i da uticu na polimeraza kompleks, koji od
tada ne prepoznaje pojedinacne gene u virusnom genomu. Dakle, pocCetak replikacije
virusnog genoma je sinteza komplementarne kopije virusne RNK, poznate pod nazivom
antigenom ili replikativna prelazna RNK (Yang i sar., 1999; Wunner, 2002). Ona sluzi
kao mustra za sintezu novostvorene, negativno orjentisane, takozvane progene RNK,
koja je takode okruZena slobodnim molekulima N virusnog proteina u citoplazmi celije
domacina. U toku infekcije ova dva RNK lanca se sintetiSu nesrazmerno. Smatra se da
se u inficiranoj Celiji stvori 50 puta viSe progene virusne RNK nego antigene RNK,

zasta su zasluzne sekvence nukleotida na 3’ kraju progene RNK (Wunner, 2002).

Sinteza virusnih proteina

Virusni proteini se sintetiSu u poliribozomima celije domacina. Virusni G
protein se stvara na ribozomima vezanim za membranu, dok se translacija ostalih
proteina vrS$i na slobodnim ribozomima. Nascentni molekuli G proteina se tokom

translacije ubacuju u lumen endoplazminog retikuluma, gde dolazi do njihove
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modifikacije, glikozilacije, formiranja disulfidnih veza i sklapanja homotrimera. Finalna
obrada ugljenohidratnih bo¢nih lanaca se odvija u GoldZijevom kompleksu, nakon ¢ega

se virusni G trimeri pojavljuju na membrani inficirane ¢elije (Wunner, 2002).

Formiranje virusne Cestice

Kada se u inficiranoj Celiji stvore dovoljne koli¢ine progene RNK i virusnih
proteina, formiraju se virusni nukleokapsidi i po€inje sklapanje virusne Cestice, koje se
odigrava dok god je celija domacin metabolicki kompetentna. Morfogeneza virusa
besnila je povezana sa formiranjem intracitoplazmatske supstance, takozvanog matriksa,
koja se Cesto moZe na¢i u mozdanom tkivu i u kulturama celija. Ova filamentozna
supstanca ¢ini Negrijeva telaSca u neuronima inficiranog mozga, ¢ije stvaranje prethodi
formiranju virusnih cCestica (Wunner, 2002). Sam proces pocinje inkapsidacijom
progene RNK i formiranjem RNK — N kompleksa, ¢ime virusna RNK biva potpuno
zaStiena od celijskih ribonukleaza (Kouznetzoff i sar., 1998; Iseni i sar., 2000). Kako
se nascentni molekuli N i P virusnih proteina nakupljaju u citoplazmi inficirane cCelije,
oni formiraju homologne i heterologne (N — P) komplekse. Molekuli N proteina se u
visokim koncentracijama medusobno spajaju i formiraju velike intracitoplazmatske
inkluzije (Negrijeva telaSca), dok se molekuli P proteina oligomerizuju stvarajuci
trimere ili tetramere za koje se smatra da imaju ulogu u procesu transkripcije. Sa druge
strane, kada su koncentracije slobodnih N i P molekula uravnotezene, formiraju se
heterologni kompleksi, najes¢e u odnosu 2N:1P, slicno kao u samom virusu. Na taj
nacin oni ostaju u obliku koji im omogucava efikasnu inkapsidaciju virusne RNK

(Gigant 1 sar., 2000).

Nacin na koji se L virusni protein dodaje nukleokapsidnom kompleksu nije u
potpunosti poznat, ali se veruje da P protein u RNK — N — P kompleksu ima ulogu

medijatora u tom procesu (Wunner, 2002).

Nakon toga, M virusni protein se vezuje za ribonukleoproteinsko jezgro, pri
¢emu dolazi do kondenzacije RNP kalema, $to je dogadaj koji inicira pupljenje virusa
(Mebatsion i sar., 1996). M protein potom odvodi ribonukleoproteinski kalem do

¢elijske membrane, gde je koncentrisan nascentni virusni G protein, sa kojim se spaja
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formiraju¢i virusnu Cesticu. U zreloj virusnoj Cestici, koja se pupljenjem oslobada sa
povrsine Celije domacina, M protein lezi izmedu dvoslojnog lipidnog omotaca koji je
formiran u interakciji sa membranom ¢elije domacina, i helikoidnog ribonukleoproteina.
Smatra se da on ima vaznu ulogu u morfogenezi virusa besnila (sam proces pupljenja je
znatno manje efikasan u odsustvu ili manjku M molekula) i da je zasluZzan za

karakteristi¢an oblik virusne ¢estice (Wunner, 2002).

U zavrS$noj fazi formiranja virusne Cestice, zreli virioni dobijaju svoju dvoslojnu
lipidnu ovojnicu prilikom pupljenja kroz plazma membranu celije domacina. Pupljenje
zrelih virusnih Cestica kroz plazma membranu je uobicajeno kod ekstraneuralnih tkiva
in vivo, kao i kod mnogih ¢elijskih kultura in vitro. Ponekad, virioni sazrevaju i u
citoplazmi inficiranih ¢elija centralnog nervnog sistema, i to pupljenjem kroz Goldzijev
kompleks ili joS ceSce kroz endoplazmatski retikulum celije domacina. Ukoliko se na
mestu pupljenja virusa u plazma membrani nalaze molekuli G virusnog proteina,

stvorice se infektivni virioni, na €ijoj ¢e se povrSini nalaziti Siljci G trimera.

Medutim, pupljenje se moZe dogoditi i na onim mestima gde u plazma
membrani nema G proteina. U tom slufaju sam proces pupljenja je znatno manje
efikasan, stvaraju se male koli¢ine neinfektivnih virusnih Cestica na ¢ijoj povrSini nema
pomenutih Siljaka. Ukoliko se pupljenje vrsi kroz membrane endoplazmatskog
retikuluma ili Goldzijevog kompleksa, virusne Cestice dospevaju u lumen vezikula, koje
se potom izbacuju iz Celije domacina uobiCajenim sekretornim putevima (Mebatsion i

sar., 1996; Wunner, 2002)

Sirenje virusa

Nakon izlaska iz ¢elije domacina, novostvorena virusna ¢estica se moze Siriti na
susedne Celije, koje su u direktnom kontaktu sa ¢elijom-domacinom, ili na ¢elije koje su
okruZene intersticijalnim prostorom. U prvom slu¢aju, virus besnila se Siri uprkos
prisustvu serum neutralizacionih antitela. Kod indirektnog Sirenja virusa, odnosno
Sirenja virusa na celije okruzene intersticijumom, serum neutralizaciona antitela
blokiraju vezivanje virusa za receptore i time oteZavaju ulazak virusa u prijemc¢ivu

¢eliju (Flamand i sar., 1993; Wunner, 2002). In vivo, virus besnila se moZe §iriti u samoj
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¢eliji, Sto naroCito vazi za Celije perifernih nerava i centralnog nervnog sistema,
intraaksonalnim transportom kroz mrezu mikrotubula. Na ovaj nain virus moZe da
prede velika rastojanja, narocito u bipolarnim neuronima, pre nego $to naide na sinapsu
(Wunner, 2002). Postavljena je i pretpostavka da je mogu¢ intraaksonalni, odnosno
interneuronski transport ogoljenog virusnog nukleokapsida, medutim novija istraZivanja
su dokazala da je za transsinaptiCki transport virusa besnila neophodno prisustvo

melekula G virusnog proteina (Etessami i sar., 2000).
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Sema 2. Prikaz intracelularnog Zivotnog ciklusa virusa besnila (Rupprecht i sar., 2002)
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2.2.3. Otpornost virusa na fizicke i hemijske agense

Virus besnila nije otporan u spoljasnjoj sredini. Optimalna kiselost sredine za
virus besnila je 6,4-7,0. Promenom pH vrednosti prema kiselosti njegova koncentracija
se naglo smanjuje, a pri pH 3,0-3,5 virus se inaktiviSe u roku od pola sata (Ercegovac,

1987).

Prilikom delovanja toplote stabilnost virusa se takode brzo smanjuje. Pri 18°C
nakon 23 dana, a pri 37°C nakon 120 sati ne moZe se viSe dokazati njegova infektivnost.
U jednoprocentnoj suspenziji virulentnog mozga, temperatura od 60 °C uniStava
aktivnost virusa za dva minuta. Temperatura od 80 °C uniStava ga za dva minuta u
svakoj sredini. Hladnoc¢a, naprotiv, povoljno deluje na aktivnost virusa. Delovi mozga
na temperaturi od 4 °C ostaju nedeljama virulentni, ako je spreceno njihovo isuSivanje.
Smrznuti delovi virulentnog mozga zadrZze mesecima svoju prvobitnu virulenciju. Na

-70 °C virus moZe ostati aktivan i nekoliko godina.

Trulezni 1 autoliticki procesi lagano slabe aktivnost virusa besnila, narocito na
niZzim temperaturama. Na 10 °C virus u mozgu ostaje aktivan i nakon 72 dana, a u

mozgu ekshumiranih leSeva dokazan je i nekoliko nedelja nakon uginuca.

Sunceva svetlost inaktivira virus za dva sata, a ultravioletni zraci za pet minuta.
Inaktiviraju¢e deluje i ultrazvuk, kao i elektronski i gama zraci. Virus je u tecnoj
pljuvacki aktivan i nakon 24 ¢asa, dok u sasuSenoj gubi virulenciju nakon 14 ¢asova

(Ercegovac, 1987; Cvetnic¢, 1989).

Od hemijskih sredstava treba pomenuti glicerin, koji deluje kao svojevrsni
konzervans, pa se njegov 50% rastvor koristi za odrzavanje aktivnosti virulentnog
materijala. Dokazano je da uli¢ni soj virusa u mozgu drzanom u glicerinu na temperaturi

frizidera moze da ostane aktivan i do dve i po godine.

Formalin u koncentraciji 0,15% ubija potpuno virus za 24 ¢asa na temperaturi 37
°C. Dvopostotni rastvor sode uniStava virus za nekoliko minuta, a sli¢no deluje 1 1%

rastvor kalijum-permanganata, 2% sumporna kiselina, 5% karbolna kiselina i vodeni
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rastvor hlora i broma. Jod i vodonik peroksid slabije deluju na virus besnila. Zeludaéni

sok ga uniStava za 5 sati, a Zu€ za nekoliko minuta (Ercegovac, 1987).

2.3. Epizootiologija

Besnilo je bolest sisara, koju izaziva virus iz familije Rhabdoviridae.
Predstavnici ove familije mogu se umnoZzavati u ki¢menjacima, beski¢menjacima i
biljkama. Sam virus besnila se in vitro moZe umnoZavati u kulturama tkiva
hladnokrvnih ki¢menjaka, dok su takvi pokusaji in vivo do sada bili bezuspesSni (Seganti
i sar., 1990). Ptice su prijemc¢ive na infekciju virusom besnila u eksperimentalnim
uslovima, ali je virus ograni¢en samo na centralni nervni sistem i efikasno ga neutralise
odbrambeni sistem domacina. Verovatno zbog toga virus ne moZe da dode do
odgovarajucih izlaznih vrata, u ovom slucaju pljuvacnih Zlezda. lako su ranije postojali
nepotvrdeni izvestaji, u novijem periodu nisu dokazani sluc¢ajevi prirodne infekcije kod
ptica, uprkos znatno savremenijim dijagnostickim tehnikama. Sem toga, ni seroloska
istrazivanja na divljim pticama nisu potvrdila postojanje specificnih antitela na virus

besnila (Shannon i sar., 1988; Niezgoda i sar., 2002).

Adaptacija virusa besnila na odredene Zivotinjske vrste koje imaju relativno
uzak opseg metabolic¢ki regulisanih telesnih temperatura mogao je biti efikasan nacin
njegove evolucije. Homeotermi sa zubima i socijalnim ponaSanjem se ¢ine kao idealni
’inkubatori’’ virusa besnila, narocCito ako se uzme u obzir da je za infekciju potrebna
duboka intramuskularna inokulacija virusa ili obilna salivarna kontaminacija mukoznih
membrana. Izumrli preci danaSnjih ptica imali su zube, ali njihovo odsustvo, kao i
ogranicen razvoj pljuvacnih zZlezda kod sadasnjih pripadnika ove klase ki¢menjaka,
zajedno sa razlikama u sociobiologiji i demografiji u odnosu na sisare, su verovatno
faktori koji su uticali na razlicit afinitet lisavirusa prema pticama i sisarima (Niezgoda i

sar., 2002).
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Medutim, ove pretpostavke ne objaSnjavaju u potpunosti specificnosti virusa
besnila u odnosu na druge rabdoviruse, kao ni poreklo neurotropizma ili favorizovanje
jedne grupe kicmenjaka kao domacina. Eventualni izolati virusa besnila iz ptica se ¢ine
beznacajnim, ako se imaju u vidu prilagodljivost i istrajnost rabdovirusa, S$to se ogleda u
njihovoj Sirokoj rasprostranjenosti kod biljaka, beski¢menjaka, riba, vodozemaca,
gmizavaca i sisara. Sli¢no tome, od preko Cetiri hiljade vrsta sisara, koje su u teoriji
prijemcive na virus besnila, samo nekoliko vrsta predstavlja glavne rezervoare bolesti.
Svi rezervoari besnila su istovremeno i vektori, tj. sposobni su za transmisiju bolesti, ali

nisu svi vektori bolesti ujedno i njeni rezervoari.

Uspesnost infekcije virusom besnila zavisi od tri glavna dogadaja: pocetnog
direktnog kontakta virusne Cestice sa povrSinom c¢elije domacina; replikacije nukleinske
kiseline, transkripcije virusnih gena i translacije proteina, Sto rezultira sklapanjem
virusnih Cestica; i izlaska virusa iz ¢elije domacina i zapocinjanja novog ciklusa.
Strategija ulaska, umnoZavanja i izlaska virusa iz celije domacina, u korelaciji sa
biohemijskim 1 celijskim nivoom organizacije celog organizma, ¢ini osnovu
prijem¢ivosti, odnosno prirodne sposobnosti Zivotinje da oboli 1 postane infektivna za
druge. Teoretski, jedna virusna Cestica je dovoljna za infekciju, ali u praksi je za to
potreban veci broj infektivnih jedinica. Vrlo prijemcive vrste bi u teoriji bile one kod
kojih je mali broj virusnih cestica dovoljan za izazivanje produktivne infekcije

(Niezgoda i sar., 2002).

Prijemcivost na virus besnila u najvecoj meri zavisi od osobina vrste, a u manjoj
meri od individualnih osobina domacina, na primer imunoloSkog statusa ili starosti.
Medutim, vazno je ista¢i da su svi zakljucci vezani za prijemcivost vrste izvedeni na
osnovu odredenih eksperimentalnih istraZivanja ili dostupnih epidemioloskih podataka i
veoma su ograniceni, jer je nemoguce uzeti u obzir razliite virusne izolate, ekoloSke
karakteristike vrste koji umnogome uticu na rizik infekcije, kao i ogranicenja u broju i
izvoru pregledanih uzoraka. U praksi, takozvane visoko rizi¢ne vrste su pripadnici
familija Canidae (pas, lisica, kojot), Viverridae (mungos), Procyonidae (rakuni), kao 1
tvorovi 1 slepi miSevi. Umereno rizi¢ne vrste su Felidae (macke), Mustelidae (jazavac,
lasica, kuna), kopitari 1 primati. U niskorizicne vrste ubrajaju se insektivori, glodari,

zeCevi i torbari. Na primer, oposum je vrsta koja je relativno otporna na virus besnila, a
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tome u prilog, pored eksperimentalnih studija, govori i Cinjenica da se u Severnoj
Americi godinama beleZi veoma mali broj prirodnih infekcija medu pripadnicima ove
vrste. Uz to, oposumi dele prirodno staniSte sa rakunima, koji predstavljaju jedan od
glavnih rezervoara i vektora besnila (Niezgoda i sar., 2002). Medutim, i pored toga sve
vrste sisara se jo§ uvek smatraju prijem¢ivim za virus besnila, ¢ak i morski sisari.
ZabeleZen je slucaj foke u Norveskoj koja je imala ujedne rane na telu i pokazivala
znake agresivnosti i kod koje je potvrdeno besnilo. Pretpostavlja se da ovaj slu¢aj ima
veze sa epizootijom besnila medu arktickim lisicama u toj oblasti (Odegaard i Krogsrud,

1981).

Rezervoarima besnila smatraju se one vrste sisara kod kojih se odredeni soj
virusa moze konstantno odrzavati unutar vrste u odredenoj geografskoj oblasti. Na to
umnogome uti¢e i geografska distribucija, brojnost i gustina populacije, kao 1 neki
socioloski momenti (kontakti medu jedinkama i sl.). Pored toga, odrzavanjam virusa u
ovakvoj populaciji, mogu se iskoristiti i potencijalno kompetentne koegzistirajuce
vektorske vrste, koje se Cesto preklapaju i veoma su bliske sa rezervoarima bolesti u
ekoloskim i sociolosSkim karakteristikama. Primer za to je prenoSenje virusa besnila na
pse u pograni¢nim oblastima Meksika i Teksasa osamdesetih godina proSlog veka, u
¢emu je veliku ulogu odigrala populacija kojota kao novog rezervoara virusa (Clark i

sar., 1994; Niezgoda i sar., 2002).

Pored vrste domacina, podjednako vaznu ulogu u infekciji imaju i specificne
osobine virusnog izolata, njegovo poreklo, istorija pasaza, koncentracija i nacin
inficiranja. Transmisija kroz intaktnu koZu nije moguca, pa se stoga obi¢an kontakt ne
smatra ekspozicijom. Medutim, postavlja se pitanje da li neke uobicajene aktivnosti,
poput predatorstva, ishrane leSevima ili ektoparazitoza mogu doprineti prenoSenju
virusa. U vezi sa tim, treba imati u vidu da se virus besnila umnoZava u specifi¢noj nisi,
nervnom tkivu sisara, i da ne prezivljava van domacina. Ultravioletno zracenje,
ekstremne pH vrednosti, organski rastvaraci, isuSivanje, toplota i putrefakcija dovode do
relativno brze inaktivacije virusa, obi¢no za nekoliko dana. Upravo zbog toga spoljasnja

sredine ne igra bitnu ulogu u transmisiji virusa (Niezgoda 1 sar., 2002).

Nacin ekspozicije koji najéeSc¢e dovodi do infekcije virusom besnila je svakako
ujed. Oralna ekspozicija, najceS¢e ishrana zarazenim leSevima, takode moze rezultirati
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infekcijom, ali u znatno manjem procentu. Verovatnoca transmisije virusa se moZze
povecati ukoliko koStani fragmenti kontaminirani visoko infektivnim materijalom
(mozak, pljuvacne Zlezde) oStete sluznicu usne duplje ili jednjaka. Pretpostavlja se da
oralni put prenoSenja virusa ima veoma vaznu ulogu u odrZavanju besnila u populaciji
arktickih lisica, gde su kontakti medu potencijalnim domaé¢inima minimalni, ali se virus
moZe jako dugo odrzati u zaledenim leSevima (Crandell, 1991). Kontaminacija drugih
mukoznih membrana, na primer oka i nosa, takode se smatra potencijalnom
ekspozicijom. Medutim, potrebno je ista¢i da se ovakav stav temelji na sluajevima
infekcije ljudi koji su nastali nakon transplantacije roZnjace, i na slucajevima gde se
mogla dogoditi kontaminacija sluznica. Zavisno od doze, oralna ekspozicija ne mora
izazvati fatalnu infekciju. Kod odredenog broja Zivotinja razvice se klini¢ki simptomi
besnila, dok odreden broj moZe postati imun. Intranazalna ekspozicija dovodi do
infekcije CeS¢e nego oralna, ali ipak znatno rede u odnosu na intramuskularnu
inokulaciju. Transmisija virusa aerosolom je takode mogucéa. Poznati su slucajevi
zarazavanja laboratorijskog osoblja na ovaj nacin, a u prirodnim uslovima je zabelezen
slu¢aj zarazavanja speleologa u pecini sa milionskim brojem zarazenih slepih miSeva
(Niezgoda i sar., 2002). Direktna kontaminacija otvorene rane infektivnim materijalom
(npr. pljuvacka ili mozdano tkivo) se takode smatra ekspozicijom i moZe dovesti do

razvoja bolesti.

I sam tip virusnog izolata u velikoj meri utiCe na prijemcivost domacina na
infekciju i Cini se da je specifi¢no adaptiran na svaku rezervoarsku vrstu. Virusni sojevi
mogu posedovati karakteristike koje direktno uti¢u na tropizam, ponasanje domacina ili
klinicku sliku bolesti, pa zbog toga i1 prijemc¢ivost onih vrsta koje nisu rezervoari besnila
na virus moZe umnogome da varira. Stavie, patogeneza bolesti kod ovakvih vrsta moZe
da se znatno razlikuje od one kod rezervoara. Na primer, *’pseci virus’> moZe kod
rakuna da izazove perakutni encefalitis, koji rezultira uginu¢em i pre nego Sto se virus
nade u pljuvacki (Hamir i sar., 1996), dok *’rakunski virus’’ kod pasa moZe da izazove
blaZi oblik bolesti, favorizuju¢i transmisiju virusa u novoj vrsti domacina (Niezgoda i

sar., 2002).

Besnilo domacih Zivotinja aktuelno je i u dvadeset prvom veku i jo§ uvek

predstavlja pretnju po zdravlje ljudi. Psi i dalje u mnogim zemljama u razvoju
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predstavljaju glavne rezervoare besnila, dok su druge domace Zivotinje ukljucene u
sekundarnu transmisiju virusa koji se odrzava u populaciji pasa ili divljih Zivotinja. Za
prenosSenje bolesti veoma vazni su psi mladi od godinu dana. Pre svega, oni ¢ine veliki
udeo u populaciji pasa, smatra se da su prijemciviji na besnilo od starijih Zivotinja, aiu
vakcinisanih mladih pasa imunitet je Cesto diskutabilan. Psi obi¢no izlu€uju virus
pljuvackom deset dana pre pojave prvih klinickih simptoma besnila, ali su u literaturi
poznati slucajevi takozvanih kliconosSa, koji su imali veoma dug inkubacioni period

tokom kojeg su izlucivali virus (Childs, 2002).

Za razliku od virusa besnila koji su izolovani iz divljih Zivotinja, pseci izolati iz
razli¢itih delova sveta su genetski i antigenski veoma sli¢ni. Stavie, oni su veoma sli¢ni
1 vakcinalnom soju virusa besnila iz tridesetih godina proSlog veka. Ova Cinjenica se
objasnjava pretpostavkom da su svi pse€i izolati u stvari deo globalnog rezervoara
virusa besnila i da poticu iz istog izvora. Njihova sli¢nost je u stvari posledica
kolonizacije od strane Evropljana i unoSenja inficiranih Zivotinja na nove lokalitete

(Smith 1 Seidel, 1993; Childs, 2002).

Virus koji cirkuliSe u populaciji pasa, naroc€ito u urbanim podruc¢jima predstavlja
najvecu pretnju za ljude. Enzootsko besnilo kod pasa se moZe kontrolisati ili suzbiti
samo sveobuhvatnim programima vakcinacije i kontrole. Sem toga, vakcinacija pasa je
jako bitna i u oblastima gde nema enzootskog besnila pasa, jer se na taj nacin populacija
cuva od silvaticnog besnila, odnosno virusa koji cirkuliSe medu divljim vrstama.
Literaturni podaci govore da je nivo vakcinacije populacije pasa od 70% dovoljan da

spreci transmisiju virusa i pojavu ZariSta (Beran, 1991; Coleman i Dye, 1996).

Kontrola internacionalnog transporta pasa je takode veoma vazna u preveniranju
pojave besnila. Lokacije i drzave slobodne od besnila (npr. Ujedinjeno Kraljevstvo i
Japan) imaju striktne zakone koji u zavisnosti od zemlje porekla Zivotinje zahtevaju i
Sestomesecni karantin prilikom ulaska u zemlju. Izmedu ostalog i to predstavlja razlog
Sto je Britanija slobodna od besnila jo§ od 1922. godine. Doduse, poslednjih godina su i
u ovim drzavama propisi donekle promenjeni, odnosno uvedene su alternativne mere

bezbednosti kojima se karantin u mnogim situacijama skracuje ili ukida (Childs, 2002).
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Macke predstavljaju vazne incidentne domacine i kariku u lancu prenosSenja
besnila na ljude i domace Zivotinje. U poslednjih dvadeset godina u Sjedinjenim
Americkim DrZavama macka je najbrojnija vrsta domacih Zivotinja kod kojih je
laboratorijski potvrdeno besnilo. Na primer, u 1998. godini je prijavljeno 282 besne
macke, a svega 113 pasa kod kojih je utvrdeno besnilo. Ovi slucajevi uglavnom poti¢u
iz oblasti u kojima je endemic¢no besnilo kod rakuna (Krebs i sar., 1999). Sli¢no je i u
Evropi, u poslednjim decenijama dvadesetog veka znatno je viSe laboratorijski
potvrdenih slucajeva besnila u macaka nego u pasa. Sem toga, ve¢ina ovih slucajeva
predstavlja ekspoziciju ljudi, pa stoga dobijaju joS viSe na znacaju. Ilustracije radi, 1998.
godine u Francuskoj je sprovedeno 88 postekspozicionih tretmana ljudi nakon
ozledivanja od strane pasa, a 285 nakon ozledivanja od strane macaka kod kojih je

laboratorijski potvrdeno besnilo (Sureau, 1990).

Macke kod kojih je potvrdeno besnilo su uglavnom nevakcinisane, i u velikom
broju slucajeva nepoznatog vlasnika. Kao i kod pasa, ve¢inom su mlade Zivotinje,
mlade od godinu dana, a vrlo Cesto se radi o neprovociranom ozledivanju ljudi.
Interesantno je 1 da je mogucnost inficiranja virusom slepih miSeva znatno veca kod
macaka nego kod pasa, a ovakvi slucajevi su dokazani u Sjedinjenim DrZavama i
Latinskoj Americi (Smith, 1988; Diaz i sar., 1994). Transmisija virusa besnila na macke
deSava se u svim podru¢jima gde je virus endemican, a maciji ujedi predstavljaju
pretnju po zdravlje ljudi u vecini lokacija u svetu. Besnilo macaka je laboratorijski
dokazano i u zemljama u razvoju, ali je frekvenca znatno manja nego medu psima, i ¢ini

svega 2% slucajeva u Aziji, 6 % u Latinskoj Americi i 9% u Africi (Childs, 2002).

Vazno je napomenuti da su macke ukljuCene u transmisiju i drugih lisavirusa
(npr. Mokola virusa) na ljude, i da se njihov znacaj za javno zdravlje ne moZe proceniti
samo na osnovu trenutne situacije u zemljama gde je besnilo pasa endemski prisutno

(Childs, 2002).

U ekonomskom smislu besnilo goveda predstavlja veliki problem, naroc€ito u
Argentini u Meksiku, gde se javlja endemsko paraliticko besnilo goveda, ¢iji su glavni
rezervoari i vektori slepi miSevi vampiri. TroSkovi izazvani besnilom goveda su 1980.
godine procenjeni na 500 miliona dolara (Baer, 1991). U Severnoj Americi se godiSnje

prijavi preko stotinu slucajeva besnila kod goveda, i to uglavnom u podru¢jima gde
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postoji besnilo rakuna ili tvorova (Krebs 1 sar., 1999). U juZznim delovima Afrike
govedo predstavlja drugu najbrojniju vrstu domacih Zivotinja kod koje je ustanovljeno
besnilo, a glavni vektor su Sakali (King i sar., 1994). U ostalim delovima sveta besnilo

goveda predstavlja sporadi¢an problem.

Crvena lisica (Vulpes vulpes) predstavlja jednu od najrasprostranjenijih vrsta
mesojeda u svetu, i svakako glavni rezervoar besnila. Besnilo lisica se pominje u
zapisima starijim od hiljadu godina, a u zapadnoj 1 centralnoj Evropi je bilo prilicno
Cesto tokom srednjeg veka. Tokom devetnaestog veka je bilo prisutno Sirom Evrope, da
bi u prvim decenijama dvadesetog veka broj ZariSta naglo opao. Tridesetih godina
proslog veka ponovo se povecao broj Zarista, prvo u isto¢noj Evropi, a potom je doslo
deo njenog Sirenja na gotovo Citav kontinent, sve do pocetka oralne vakcinacije lisica
krajem sedamdesetih godina, od kada je u regresiji (Blancou, 1988; Steele i Fernandez,
1991; Blancou i sar., 1991). U Severnoj Americi velika epidemija besnila kod crvenih i
arktickih lisica je pocela u Kanadi Cetrdesetih, da bi se Sezdesetih godina dvadesetog

veka proSirila na severoisto¢ne drzave SAD (Childs, 2002).

Smatra se da je virus besnila koji je prisutan kod lisica u Evropi nastao
adaptacijom pseceg virusa na promene ekoloSke ravnoteZe koje su se desile tokom
Drugog svetskog rata. Kasnije su fizicke barijere dovele do lokalizovane evolucije
nekoliko genetickih linija virusa besnila u populacijama evropskih lisica (Blancou,
1988; Bourhy i sar., 1999). Poreklo virusa besnila kod lisica u Severnoj Americi nije
potpuno jasno, ali se pretpostavlja da vodi poreklo iz populacije arktickih lisica

(Blancou, 1988).

Prijemcivost Zivotinjskih vrsta na virus besnila najveca je kod crvene lisice
(Vulpes vulpes), kao i1 procenat Zivotinja koje izlucuju virus, dok kod drugih vrsta
pogresivno opada. Lisice su znatno otpornije na besnilo ako se inficiraju izolatima
poreklom iz pasa, rakuna ili slepih miSeva. Postinfektivni imunitet kod lisica usled
velike prijemcivosti praktino ne postoji, Sto zajedno sa visokim stepenom izlucivanja
virusa stvara veoma povoljne uslove za utemeljivanje virusa u odredenoj populaciji

(Blancou, 1988; Blancou i sar., 1991).
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Iako lisica nije viSe predodredena da bude vektor i rezervoar besnila nego neke
druge Zivotinjske vrste, neke njene karakteristike umnogome to potenciraju: lisica je
ubikvitarna vrsta u palearktickoj zoni, i mapa njene rasprostranjenosti se gotovo
podudara sa mapom rasirenosti besnila; kapacitet prilagodavanja svakom okruzenju, cak
1 onom gusto naseljenom ljudima, i lako prevazilazi prirodne i veStacke prepreke;
prirodna plodnost, koja je povezana sa nacinom ishrane, specificnom reproduktivhom
fiziologijom i relativho dugim Zivotnim vekom, faktorima koji omogucavaju brz
oporavak nakon smanjenja populacije i obezbeduju adekvatan broj vektora i rezervoara
virusa; 1 na kraju njena etologija — kao socijalna 1 teritorijalna Zivotinja, besna lisica
’rado deli’’ virus besnila sa svojim komsSijama. Iako su ove karakteristike prisutne i kod
drugih karnivora (pasa, rakuna, mungosa), njihova kombinacija kod lisica je, ¢ini se,

izuzetno efikasna (Blancou, 1988).

Slepi miSevi koji se hrane krvlju, takozvani vampiri (Desmodus rotundus), su
prvi put oznaCeni kao vektori besnila 1911. godine u Brazilu, kada je dokazano da su
oni preneli virus besnila na govedo. Prvi slucajevi besnila ljudi koji su nastali kao
rezultat ujeda slepih misSeva zabeleZeni su tridesetih godina proSlog veka na Trinidadu, a
kasnije su prijavljeni i u Peruu (Lopez i sar., 1992), Brazilu (Batista da Costa i sar.,
1993), Venecueli (Caraballo, 1996) i Meksiku (Martinez-Burnes i sar., 1997). Oni se
uglavnom hrane krvlju krupne stoke, 1 mogu dovesti do velikih ekonomskih gubitaka
izazivajuci paraliticki oblik besnila. Procenjuje se da je tokom Sezdesetih godina u
Latinskoj Americi od besnila stradalo i do pola miliona grla goveda. Zbog toga su mere
kontrole usmerene prema populaciji ovih Zivotinja, pocev od tretiranja uhvacenih slepih
miSeva antikoagulansima, do tretiranja krda goveda sistemskim preparatima koji su

smanyjili broj ujeda i do 95 % (Flores-Crespo 1 Arellano-Sota, 1991; Childs, 2002).

Kolonije slepih miSeva vampira nakon infekcije virusom besnila Cesto budu
desetkovane i ne mogu lako vratiti brojnost, a samim tim i odrZati transmisiju virusa.
Upravo zbog toga je odrZavanje gustine njihove populacije blizu kriti¢ne preporuceno

kao efikasna kontrolna strategija (Delpietro i Russo, 1996).

Slepi miSevi insektivori su kao rezervoari besnila oznaceni 1953. godine, kada je

na Floridi besnilo laboratorijski dokazano kod slepog miSa koji je napao decaka. Od
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tada, broj slucajeva besnila kod slepih miSeva raste iz godine u godinu, a 1998. godine

je dostigao 992 (Krebs i sar., 1999; Childs, 2002).

Besnilo medu ovim sisarima postalo je naroCito interesantno u poslednjoj
deceniji dvadesetog veka, tokom koje je u SAD od 32 slucajeva besnila kod ljudi 24
bilo izazvano virusom koji vodi poreklo iz slepih miSeva, i to mahom iz dve vrste:
Lasionycterus noctivagans 1 Pipistrellus subflavus (Noah i sar., 1998). Interesantno je
da slepi miSevi u tom periodu nisu donoSeni na laboratorijsko testiranje na besnilo tako
Cesto kao druge vrste Zivotinja. Takode, treba ista¢i da je prevalenca besnila najveca
kod vrsta koje zive usamljenicki ili u manjim kolonijama, nego kod onih koje formiraju

velike kolonije (Childs i sar., 1994).

Zbog tesko sprovodljivih mera kontrole bolesti, naroCito vakcinacije, njihove
brojnosti i geografske rasprostranjenosti, slepi miSevi danas predstavljaju naj¢esc¢i izvor
humanog besnila u delovima Severne Amerike, Juzne Amerike (Cile), zapadne Evrope i
Australije, narocito u oblastima gde je besnilo divljih mesojeda suzbijeno i kontrolisano

(Niezgoda i sar., 2002).

2.4. Patogeneza

Virus besnila u najve¢em broju slucajeva u telo Zivotinje ili Coveka dospeva
preko rane nastale ujedom besne Zivotinje, ili ubodom 1 grebanjem materijalom koji je
zarazen virusom. Samo u retkim prilikama dokazan je ulazak virusa u organizam
udisanjem, posredstvom aerosola. Na zivotinjskom modelu utvrdeno je da virus moze
ostati na ulaznim vratima infekcije ili u neposrednoj blizini dve nedelje do nekoliko
meseci, a da sa druge strane umnoZavanje virusa na ulaznim vratima moZda i nije

neophodno za pocetak infekcije (Cvetni¢, 1989).

Rane studije o patogenezi besnila, koje su izvodene sa ciljem utvrdivanja puteva

i brzine Sirenja virusa, zasnivane su na amputaciji udova eksperimentalnih Zivotinja
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proksimalno od mesta aplikacije virusa. Utvrdeno je da se amputacijom moze spreciti
razvoj besnila, 1 da je suStinski vazno vreme kada se taj zahvat obavi. U kasnijim
eksperimentima, u kojima je umesto amputacije vrSeno presecanje nerava, ustanovljeni
su isti rezultati. Na ovaj nacin je dokazano da kod razvoja besnila postoji inkubacioni
period u toku kojeg se virus kre¢e perifernim nervima od mesta inokulacije do

centralnog nervnog sistema (Jackson, 2002a).

U prirodnim uslovima, inkubacioni period obic¢no traje izmedu 20 i 90 dana, kod
ljudi po pravilu duZe nego kod Zivotinja, u veoma retkim slu¢ajevima 1 preko godinu
dana. Jo$ uvek nije u potpunosti poznato Sta se sve deSava u toku tog perioda. Postoje
neke pretpostavke da na mestu infekcije makrofagi mogu da izoluju virus besnila (Ray i
sar., 1995), ali one joS uvek nisu potvrdene u eksperimentalnim studijama. U
eksperimentu na tvorovima koji su zarazeni kanadskim izolatom uli¢nog virusa, nakon
62-64 dana, metodom RT-PCR dokazano je prisustvo virusnog genoma u miSi¢nim
¢elijama, ali ne i u spinalnim ganglijama i ki¢menoj mozdini (Charlton i sar., 1997).
Imunohistohemijski je infekcija takode dokazana u skeletnim miSi¢ima i fibrocitima na
mestu inokulacije, i to pre pojave klini¢kih simptoma bolesti. Na osnovu ovoga se moze
zakljuciti da je virus prisutan na mestu ujeda u toku veceg dela inkubacionog perioda.
Iako nije u potpunosti jasna, infekcija miSi¢nih vlakana je znaCajna u patogenezi bolesti,

odnosno teznji virusa da ude u periferni nervni sistem (Jackson, 2010).

Medutim, kod misSeva eksperimentalno inficiranih fiksiranim virusom besnila,
nije zabeleZena rana infekcija miSi¢nog niti drugih ekstaneuralnih tkiva (Coulon 1 sar.,
1989). Trideset sati nakon inokulacije fiksiranog virusa u maseter eksperimentalnih
miSeva, prisustvo virusne RNK nije utvrdeno u misSi¢nom tkivu na mestu inokulacije, a
utvrdeno je u trigeminalnim ganglijama i mozdanom stablu (Shankar i sar., 1991). Ovim
eksperimentima je dokazano da je virus besnila sposoban da u periferni nervni sistem
ude direktno, bez prethodnog replikacionog ciklusa u ekstraneuralnim tkivima, $to
umnogome skracuje inkubacioni period. Nazalost, ovi modeli daju malo informacija o
deSavanjima kod dugih inkubacionih perioda besnila u prirodnim uslovima (Jackson,

2002a).

Eksperimentalno je dokazano da se virus besnila prilikom ulaska u periferne

nerve vezuje za acetilholinske receptore na neuromiSi¢nim sinapsama. Upravo
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neuromiSi¢na sinapsa predstavlja glavno mesto ulaska virusa u neurone (Lenz i sar.,
1982; Lewis 1 sar., 2000). Pretpostavlja se da vezivanje virusa za ove receptore indukuje
endocitozu, posto su virusne Cestice dokazane u endozomima neurona (Lenz i sar.,
1986). Kisela unutrasnost endozoma izaziva fuziju membrane endozoma i virusa, pri

¢emu se virusni nukleokapsid oslobada u citoplazmu neurona.

Razli¢ita prijemcivost za infekciju virusom besnila na nivou vrste je poznata
viSe vekova. Nakon intramuskularne inokulacije virusa, utvrdeno je da su lisice veoma
osetljive na infekciju, psi su manje osetljivi, a oposumi najotporniji. Istovremeno je
utvrdena znacajna razlika u broju receptora u misi¢nom tkivu lisice i oposuma (Baer i
sar., 1990). Zbog toga se pretpostavlja da je prijemcivost vrste na virus besnila, bar
delom, u vezi sa brojem acetilholinskih receptora u njithovim miSi¢ima (Jackson,

2002a).

Velika vecina slucajeva besnila kod ljudi u Severnoj Americi koji nemaju
istoriju ujeda, nastali su povrSinskim i ponekad neprimetnim ujedom zarazenih slepih
miSeva, $to je dokazano molekularnom karakterizacijom virusa (Noah i sar., 1998).
Eksperimentalna istraZzivanja pokazala su da se virus izolovan iz slepih miSeva jako
dobro razmnoZava na temperaturi neSto nizoj od telesne (34°C), kao i da ima znatno
viSu infektivnost prema c¢elijama koje su prisutne u kozi, kao Sto su fibrociti i Celije
epitela, nego virusi besnila izolovani iz drugih Zivotinjskih vrsta (Morimoto i sar.,
1996). Ipak, nije potpuno jasno kako i na kojim mestima nakon povrSinske infekcije

virus invadira periferne nerve u kozi i potkoZnom tkivu (Jackson, 2002a).

Infekcija virusom besnila preko olfaktorne i oralne sluznice je neuporedivo reda
nego ujedom. Dokazan je slucaj inficiranja ljudi preko vazduha u pe¢inama u kojima su
se nalazili milioni slepih miSeva (Constantine, 1962; Jackson, 2002a), i u
laboratorijskim incidentima sa virusom u obliku aerosola. Eksperimentalnim
zaraZavanjem zamoraca, miSeva i hr¢kova utvrdeno je da sluznica gornjih respiratornih
puteva moZe biti mesto ulaska virusa besnila u organizam (Jackson, 2002a). Sem toga,
antigen virusa besnila dokazan je u receptorskim celijama olfaktorne sluznice slepih
miSeva, koji su prirodno inficirani u pe¢inama Meksika (Constantine i sar., 1972). Ipak,

smatra se da je neophodno prisustvo jako velikog broja zaraZenih slepih miSeva u
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neventilisanom prostoru da bi doSlo do prenoSenja virusa besnila preko vazduha

(Jackson, 2002a).

Oralno prenoSenje virusa besnila se mozZe desiti u prirodnim uslovima, kada
divlje Zivotinje jedu leSeve besnih Zivotinja, ili, Sto je u nekim kulturama obicaj, kada
ljudi jedu sveze psece meso. Kod miSeva i tvorova koji su eksperimentalno peroralno
zarazeni uli¢im sojem virusa, zapaZena je mala prijemcivost. Kod peroralno zaraZenih
miSeva, zamoraca i hrckova, virusni antigen nije dokazan u intestinalnoj mukozi, ali je
dokazan u neuronima Auerbahovog i Majsnerovog pleksusa Zeluca i creva (Fischman i
Schaeffer, 1971; Charlton i Casey, 1979). Sve ovo govori u prilog pretpostavci da se
ulazak virusa oralnim putem odvija preko lezija na gastrointestinalnoj sluznici. Ipak,
znacCaj oralne transmisije virusa besnila u prirodnim uslovima nije u potpunosti ispitan

(Jackson, 2002a).

Sa mesta ulaska u organizam, virus besnila se centripetalno krec¢e ka centralnom
nervnom sistemu. To kretanje se odvija u motornim, a moZzda i senzornim aksonima
perifernih nerava. Aplikacijom kolhicina, inhibitora brzog aksonalnog transporta, u
iSijadicni nerv pacova, zaustavljeno je dalje napredovanje virusa besnila ka centralnom
nervnom sistemu. Na taj nafin dokazano je da virus putuje sa mesta ulaska ka
centralnom nervnom sistemu retrogradnim brzim aksonalnim transportom. Kori§¢enjem
kulture Celija humanih neurona dorzalnih ganglija dokazano je da se virus transportuje
brzinom od 50 do 100 mm na dan (Tsiang i sar., 1991). Novija istraZivanja su pokazala
da fosfoprotein virusa besnila, koji ulazi u sastav ribonukleoproteinskog kompleksa,
reaguje sa lakim lancem (LC8) dineina, vaznom komponentom aktinskog transporta
(vaZzan u ranoj fazi infekcije) 1 mikrotubulinskog transporta (vazan za brzi aksonalni
transport) (Jacob i sar., 2000; Raux i sar., 2000). Eksperimentima na miSevima i
hrécima dokazano je da se virus besnila moZe gotovo istovremeno na¢i u motornim
neuronima ki¢mene moZdine i primarnim senzornim neuronima dorzalnih ganglija
(Coulon 1 sar., 1989; Jackson and Reimer, 1989). Medutim, novijim istrazivanjima
zasnovanim na molekularnim tehnikama, koja su vrSena na pacovima i rezus
majmunima, u prvim danima nakon infekcije nije ustanovljeno prisustvo virusa u
primarnim senzornim neuronima (Shankar i sar., 1991; Kelly i Strick, 2000). Ova

istrazivanja govore da je motorni put ipak znatno vazniji od senzorskog u Sirenju virusa
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besnila ka centralnom nervnom sistemu. JoS uvek nije potpuno jasno da li su rezultati
ranijih istrazivanja nastali zbog koriS¢enja razlicitih Zivotinjskih vrsta u eksperimentima

ili nedostataka u dijagnostici (Jackson, 2002a).

Kada neuroni centralnog nervnog sistema, najceS¢e ki¢mene mozdine, postanu
inficirani virusom besnila, dolazi do brzog Sirenja infekcije kroz neuroanatomske
puteve. Virus besnila se kroz centralni nervni sistem Siri kao 1 kroz periferni, brzim
aksonalnim transportom (Jackson, 2002a), Sto je dokazano eksperimentima na pacovima
(Gillet 1 sar., 1986; Ceccaldi 1 sar., 1989). Ispitivanja na eksperimentalno inficiranim
rezus majmunima govore da se virus besnila u centralnom nervnom sistemu Siri
isklju¢ivo pomocu retrogradnog aksonalnog transporta, dok se transsinapticki transport
takode vrsi isklju¢ivo u retrogradnom smeru (Kelly i Strick, 2000). U studiji koja je
izvrSena na eksperimentalno inficiranim tvorovima utvrdeno je da se vec¢ina virusnih
pupljenja deSava na sinaptickim ili na plazma membrani dendrita u neposrednoj blizini
sinapse, znatno rede na plazma membrani prokariona. Virusne Cestice su uglavnom
nadene okruZene invaginiranom membranom susednog aksona, Sto govori o
transneuralnom dendroaksonalnom transferu virusa. U manjem broju slucajeva

zapazeno je pupljenje virusnih Cestica direktno u intercelularni prostor (Jackson, 2002a).

Istrazivanjem na miSevima, koji su eksperimentalno inficirani virusom u stopalo,
utvrdeno je da se virus besnila prvo pojavio u mozdanom stablu i dubokim jedrima
malog mozga, da bi se nakon toga infekcija proSirila i na Purkinje ¢elije malog mozga,
neurone medumozga, bazalnih ganglija i kore velikog mozga. Virus se relativno kasno
nakon periferne inokulacije Siri na hipokampus, gde se prvo moZe naci u piramidalnim

neuronima (Jackson i Reimer, 1989).

U ovom sveobuhvatnom S$irenju virusa besnila po centralnom nervnom sistemu,
inficirani su gotovo svi tipovi nervnih ¢elija, dok se infekcija ostalih ¢elija, ukljucujuéi i

astrocite, znatno rede desava (Jackson, 2011).

Centrifugalno Sirenje virusa od centralnog nervnog sistema do periferije je
veoma vazno za prenosenje besnila na prirodne domacine. Sirenje virusa na pljuvacne
Zlezde omogucava transfer virusa preko pljuvacke na novog domacina. U vise

eksperimenata je dokazano da se virus u pljuva¢nim Zlezdama Siri preko terminalnih
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aksona, a ne preko epitelnih Celija same Zlezde (Charlton i sar., 1983; Jackson, 2002a).
Najveca koncentracija virusa je dokazana u apikalnim regionima acinarnih ¢elija, a na
apikalnom delu plazma membrane zabelezeno je pupljenje virusa u lumen Zzlezde,
odnosno meducelijske kanali¢e. Koncentracija virusa besnila u pljuvacnim zlezdama
¢esto moze da bude veca nego u centralnom nervnom sistemu (Balachandran i Charlton,

1994; Jackson, 2002a).

Pored pljuvacnih Zlezda, virus besnila se, doduSe u manjoj meri, centrifugalno
Siri 1 na mnoge druge organe. Prisustvo virusa je dokazano u nervnim celijjama
mreznjace i epitelnim Celijama roznjace oka, koje su inervisane senzornim aferentnim
neuronima trigeminalnog nerva (Balachandran i Charlton, 1994). Detekcija antigena
virusa besnila u otisak preparatima roZnjace koristila se za dijagnostiku besnila kod
ljudi, a zabelezeni su i slucajevi prenoSenja virusa transplantacijom roZnjale. Virus
besnila se moZe naci 1 u slobodnim zavrSecima senzornih nerava u kozi, odnosno oko
dlacnih folikula, tako da je biopsija koZe jedna od najboljih antemortem dijagnostickih
metoda za potvrdivanje besnila kod ljudi. Pored koZe, virus se moZe dokazati i u
senzornim zavrSecima usne i nosne Supljine, ukljucujuci olfaktorni epitel i receptore

¢ula ukusa u jeziku (Jackson, 2002a).

U brojnim istrazivanjima prirodne i eksperimentalne infekcije virusom besnila
dokazano je prisustvo virusa u neuronima mnogih organa, kao Sto su: kora nadbubrezne
Zlezde, kardijacna ganglija, pleksusi gastrointestinalnog trakta, pljuvacne Zlezde, jetra i
egzokrini pankreas. Pored toga, virus je dokazan i u ¢elijama koje ne pripadaju nervnom
sistemu: Zlezdanim celijama pljuvacnih Zlezda, epitelu jezika, sréanom miSicu,
skeletnim miSi¢ima, dlaénim folikulima i Langerhansovim ostrvcima pankreasa

(Balachandran i Charlton, 1994; Jackson i sar., 1999).

Opste je prihvacena Cinjenica da se virus besnila u organizmu domacina Siri
takozvanim neuronskim putevima, dakle preko nervnih celija. Medutim, u poslednje
vreme se ponovo razmatra mogucnost Sirenja virusa preko krvi. Kod miSeva koji su
intramuskularno zarazeni virusom besnila, metodom RT-PCR je u 94% sluc¢ajeva u krvi
ustanovljeno prisustvo virusne RNK u toku prva dva dana od infekcije (Lodmell i sar.,
2006). To bi moglo biti obja$njeno traumom krvnog suda na mestu inokulacije, i ulaska
inokulisanog virusa u cirkulaciju. Medutim, virusna RNK je dokazana kod 84% miSeva
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kod kojih se razvila klinicka slika, dok je kod viSe od polovine dokazano prisustvo
antitela protiv virusa besnila. Ipak, prisustvo virusne RNK ne mora uvek da govori o
tome da je i virus prisutan u cirkulaciji, jer je moguce "curenje" neinfektivne RNK iz

nervnog tkiva u cirkulaciju (Jackson, 2011).

Preus i saradnici su eksperimentalno inficirali miSeve virusom besnila tako Sto
su im inokulisali virus intramuskularno, odnosno intravenski. Nakon intramuskularne
inokulacije, virus je najpre ustanovljen u motornim neuronima ki¢mene moZzdine i
neuronima mozdanog stabla, a nakon toga se Sirio u neurone prednjeg mozga. Nakon
intravenske inokulacije, virus je najpre ustanovljen u jedrima hipotalamusa, koja su
neurosekretornim vlaknima povezana sa neurohipofizom i infundibulumom, kod kojih
je hematoencefalna barijera nepotpuna (Preuss i sar., 2009). Ova otkri¢a sugeriSu da
Sirenje virusa besnila putem krvi dovodi do retrogradne invazije centralnog nervnog

sistema preko neurovaskularne veze hipotalamusa i hipofize.

Virus besnila bi mogao do¢i do centralnog nervnog sistema preko krvotoka i u
sluajevima transplantacije organa, jer je za njihovu inervaciju potrebno mnogo
vremena, a u takvim sluc¢ajevima se bolest kod primaoca organa relativno brzo razvija.
Ipak, ovaj mehanizam nije potpuno jasan, jer se pretpostavlja da bi se virus mogao
preneti iz povredenog neurona doniranog organa u neuron domacina. Tome u prilog
govori i Cinjenica da je prenoSenje besnila zabelezeno i kod transplantacije roznjace,
gde je malo verovatno da dode do ulaska virusa u krvotok domacina. Ipak, intravenski
aplikovan virus u velikim dozama sasvim sigurno moze da dovede do infekcije mozga
na mestima gde je krvno-moZdana barijera slabije razvijena. Naravno, veoma je mala
verovatnoc¢a da ¢e se to desiti kod prirodnih infekcija, a ne postoji nijedan dokaz da
hematogeni put Sirenja virusa besnila ka centralnom nervnom sistemu ima bitnu ulogu u

patogenezi bolesti u prirodnim uslovima ili kod transplantacije organa (Jackson, 2011).

2.4.1. Mehanizmi disfunkcije i smrti neurona

Besnilo se kod prirodnih infekcija obi¢no karakteriSe ozbiljnim neuroloSkim
simptomima 1 fatalnim ishodom, ali relativno blagim patomorfoloSkim promenama u

centralnom nervnom sistemu, koje se uglavnom svode na blagu inflamaciju i
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degenerativne promene na neuronima. Upravo ove blage morfoloske promene govore u
prilog pretpostavci da disfunkcija neurona ima vaznu ulogu u patogenezi bolesti
(Jackson, 2002a). U brojnim eksperimentalnim studijama istraZivane su potencijalne
nepravilnosti u neurotransmisiji u koju su ukljuceni acetilholin, serotonin i Y-
aminobuterna kiselina. ZapaZene su odredene nepravilnosti, ali nisu ustanovljene
fundamentalne greSke kojima bi se mogla objasniti disfunkcija neurona kod besnila

(Jackson, 2011).

Ispitivanjem na kulturi miS$jih neuroblastoma celija inficiranih virusom besnila,
utvrdeno je da u inficiranim celijama dolazi do disfunkcije jonskih kanala, tacnije
kanala za jone natrijuma i kalijuma (Iwata i sar., 1999). Ova disfunkcija dovodi do
problema u stvaranju akcionog i sinaptickog potencijala i rezultira greSkama u funkciji

neurona.

Pretpostavlja se da ulogu u disfunkciji neurona kod besnila ima i azot monoksid,
¢ije je prisustvo dokazano u neuronima eksperimentalno inficiranih glodara (Hooper i
sar., 1995). Ipak, ne moZe se sa sigurnoSc¢u tvrditi da li je ima i kolika je njegova uloga u

disfunkciji 1 smrti neurona.

U mozgovima miSeva koji su eksperimentalno inficirani ulicnim i fiksiranim
sojem virusa besnila, utvrdeni su neodgovarajuci nivoi enzima koji reguliSu homeostazu
jona, kao 1 enzima koji reguliSu fiziologiju nervnih sinapsi. Ova odstupanja mogu imati

ulogu u disfunkciji neurona (Jackson, 2011).

Virus besnila moze izazvati smrt neurona apoptozom ili nekrozom. Nekroza je
povezana sa nedostatkom energije, dok apoptoza zavisi od sinteze makromolekula i
zahteva energiju. To je normalan proces fizioloske smrti celije koji se deSava
posredstvom odredenih stimulusa. Morfoloski, kod apoptoze dolazi do kondenzacije
nukleusa i citoplazme, a zatim i do fragmentacije hromatina i formiranja fragmenata
kondenzovanog nuklearnog materijala i citoplazme. Zapaljenska reakcija obi¢no
izostaje, ali se dogada fagocitoza ovih fragmenata. Nasuprot tome, kod nekroze su
obrisi Celija oc¢uvani, a fragmentacija se deSava u njenim kasnim fazama (Jackson,
2002a). U mnogobrojnim istrazivanjima na laboratorijskim Zivotinjama i kulturi Celija

utvrdeno je da i uli¢ni i fiksirani sojevi virusa besnila dovode do apoptoze neurona
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(Jackson i Rossiter, 1997; Jackson, 2002a). Medutim, poslednjih godina preovladuje
miSljenje da apoptoza nema znacajnu ulogu u patogenezi besnila, ve¢ predstavlja
mehanizam domacina koji ima za cilj da ogranici Sirenje virusa (Jackson i sar., 2008;

Jackson, 2011).

Novija istraZzivanja govore da degeneracija neurona moZe stvoriti osnovu za
disfunkciju kod infekcije virusom besnila (Li 1 sar., 2005). U studiji koja je izvedena na
eksperimentalno inficiranim miSevima, koriS¢enjem klasi¢nih patohistoloskih metoda u
centralnom nervnom sistemu su utvrdene blage inflamatorne promene. Medutim,
koris¢enjem elektronskog mikroskopa 1 specijalnih bojenja ustanovljene su
mnogobrojne promene: difuzna i nodozna zadebljanja aksona i dendrita kortikalnih
neurona, moZdanog stabla i malog mozga, vakuolizacija neurona i neuropila u kori
velikog mozga, vakuolizacija aksona 1 presinaptickih nervnih zavrSetaka i oticanje
mitohondija u neuronima. Ovim morfoloskim promenama moZze se objasniti izrazena
klinicka slika i fatalni ishod bolesti, i zakljuciti da znacajni procesi koji se desavaju u
inficiranom neuronu dovode do promena koje se ne mogu videti rutinskim

patohistolo§kim metodama (Jackson, 2011).

2.5. Klinic¢ka slika

Nakon infekcije virusom besnila, razvija se akutni encefalitis koji se po pravilu
zavrsava letalno. Inkubacioni period najcesc¢e traje od dve do osam nedelja, mada su
zabeleZeni slucajevi inkubacije od sedam dana, ali i od nekoliko meseci (Ercegovac,
1987; Cvetni¢, 1989; de Mattos 1 sar., 2001; Niezgoda i sar., 2002). DuZina
inkubacionog perioda zavisi od virulencije zaraznog materijala, koli¢ini inokuliranog
virusa, mesta infekcije, vrste i starosti Zivotinje, kao i od njenog imunoloskog statusa.
Kod mesozdera, malih prezivara i svinja inkubacija je obi¢no kraca, i traje u proseku

dve do Sest nedelja, dok je kod konja i goveda duZa i uglavnom traje jedan do tri
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meseca. Takode, zabeleZeno je da viSestruki ujedi po glavi, vratu i jako inervisanim

regijama tela mogu rezultirati kra¢im inkubacionim periodom (Niezgoda i sar., 2002).

S obzirom da virus izaziva promene mahom u centralnom nervnom sistemu, u
klinickoj slici besnila kod svih Zivotinjskih vrsta, pa i kod Coveka, postoji velika
slicnost. Nisu poznati klinicki znaci bolesti koji su specifi¢ni isklju¢ivo za odredenu

Zivotinjsku vrstu (Ercegovac, 1987; Niezgoda i sar., 2002).

Pocetni simptomi su nespecificni i ukljucuju: anoreksiju, letargiju, groznicu,
disfagiju, povracanje, proliv, nemoguc¢nost uriniranja ili defeciranja. Sem toga, mogu se
javiti 1 postepene promene u ponasanju, agresivnost, promene u glasu i ceSce
oglasavanje Zivotinje, asimetrija lica, trizmus, davljenje, opusten jezik, balavljenje,

opustanje donje vilice, prolapsus tre¢eg o¢nog kapka i anizokorija.

Nakon obi¢no kratkog prodromalnog perioda sledi akutni neuroloski period
bolesti, koji se manifestuje hiperestezijom na zvucne, taktilne i vizuelne stimuluse 1
iznenadnom neisprovociranom agresijom prema pokretnim i nepokretnim objektima.
Divlje Zivotinje mogu izgubiti urodenu opreznost, dok se domace Zivotinje mogu
osamiti i1 izdvojiti iz grupe. MoZe se primetiti i udaranje ili upiranje glavom o tvrde
predmete, kao 1 *’gledanje u zvezde’’. U nekim slucajevima, Zivotinja moZe da se CeSe
ili da grize mesto infekcije, verovatno zbog izmenjene senzacije usled ekscitacije
senzornih ganglija, a ¢esto napada nepokretne objekte ili druge Zivotinje, bez ikave
reakcije na bol, Sto moze dovesti do ozbiljnih oStec¢enja jezika, zuba ili vili¢nih kostiju

(Niezgoda i sar., 2002).

Klinicka slika besnila se generalizovano moZe svrstati u dve forme: furioznu i
tthu. Kod furiozne forme besnila dominiraju simptomi jake razdrazljivosti i
agresivnosti, dok kod tihe forme agresivnost moZe u potpunosti izostati. Kod ove forme
bolesti dominira paraliza, a mogu se javiti i anoreksija, depresija, poremecaji kranijalnih
nerava, pojacana salivacija, Cesto i pareza koja prethodi paralizi i uginucu. Ove dve
ekstremne forme bolesti verovatno nastaju kao posledica infekcije razli€itih delova
centralnog nervnog sistema. Kod iste Zivotinje se mogu manifestovati obe forme bolesti,

sa furioznim znacima na pocetku, a paralitickim u kasnijoj fazi, ili obrnuto. Simptomi
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karakteristi¢ni za besnilo kod ljudi, hidrofobija i aerofobija, nisu dokumentovani kod

Zivotinja (Hemachuda, 1994).

Bolest ima veoma brz klinicki tok, sa progresivnim pogorSanjem iz dana u dan.
U vecini sluCajeva traje do deset dana, iako ima izuzetaka, koji su najces¢i kod
Zivotinjskih vrsta koje predstavljaju rezervoare besnila u prirodi. Tako je na primer
zabeleZeno da kod lisica bolest moZe da traje i do 17 dana, a izlu¢ivanje virusa i do 30

dana pre uginuca (Blancou i sar., 1991).

Kako napreduje infekcija centralnog nervnog sistema, javljaju se i novi klinicki
simptomi: izraZeni tremor, pareza, ataksija, paraliza. MoZe do¢i do dodatne ekscitacije
sa izrazenom hiperaktivnoS¢u, konfuzijom, dezorjentisanos¢u, gubitkom koordinacije,
fotofobijom, poremecenim apetitom i konvulzivnim napadima. Ekscitacije autonomnog
nervnog sistema mogu dovesti do hipertenzije, hiperventilacije, priapizma, izraZzenog
libida, hipotermije ili hipertermije. Nakon ascedentne paralize, koja moZe biti
simetri¢na ili asimetri¢na, dolazi do respiratorne i sr¢ane insuficijencije. Na kraju bolest
se najcesce zavrsava komom i multiorganskom insuficijencijom, pri ¢emu do uginuca
obi¢no dolazi u prvih deset dana od pojave prvih klinic¢kih simptoma (Niezgoda 1 sar.,

2002).

2.5.1. Klinic¢ka slika kod pasa

U klinickoj slici besnila kod pasa mogu se razlikovati tri stadijuma:
prodromalni, ekscitacioni 1 paraliticni. U po¢etnom stadijumu, stadium prodromum seu
melancholicum, Zivotinja pokazuje promene u ponasanju koje nisu narocito izraZzene, pa
se mogu i prevideti. RaspoloZenje im je ¢udljvo, zlovoljni su, zavlaCe se u tamna
skrovista ili kucicu, nevoljno se odazivaju na vlasnikov poziv, nemirni su, ¢esto menjaju
mesto, grebu prednjim nogama, laju ili grizu bez ikakvog razloga na prazno. Mogu se
zapaziti 1 iznenadni, ali kratkotrajni poremecaji u disanju, kao i razli¢ita raSirenost
zenica. Mnogi psi liZu, ¢eSu i grizu mesto ujeda, Sto moZe dovesti do ozbiljnih povreda.
Apetit je smanjen, a Cesto gutaju najrazli¢itije predmete. Bolesna Zivotinja tesko guta,
pri gutanju isteZe vrat, hrana joj ispada iz usta, ponekad i povraca. Ucestalo trazi vodu,

ali popije veoma malo. Javlja se i pojaCana salivacija, oteZano mokrenje i defeciranje,
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ponekad proliv, a neki psi ispoljavaju pojacani polni nagon. Prodromalni stadijum

obic¢no traje dva do tri dana.

U drugom stadijumu, stadium excitationis seu acmes, ovi simptomi postaju jo$
izraZeniji. NaroCito se pojacavaju nemir i uzbudenost, verovatno pod uticajem
halucinacija. Psi lizu zemlju, besno grizu predmete, imaju izrazenu Zelju za bezanjem i
lutanjem. Bez razloga napadaju druge Zivotinje, a prilikom napada se Cesto uopSte ne
oglasavaju. Kod pasa koji su zatvoreni u kavezu obi¢no se zapaZaju mahniti napadi, pri
kojima psi grizu reSetke, pregrade i predmete koji su im dostupni tako snazno da mogu
slomiti zube ili vili¢ne kosti, a da pritom obi¢no ne laju niti reZe. Periodi uzbudenosti se
smenjuju sa duzim ili kra¢im periodima depresije, u toku kojih se pas srusi i nepomi¢no
lezi na tlu, pogled mu je ukocen, deluje preplaseno, krece se u krug ili srlja napred.
Zbog paralize miSi¢a larinksa javlja se promukao lavez, gutanje je oteZano, psi ne
uzimaju ni hranu ni vodu, a salivacija postaje sve jaca. Ekscitacioni stadijum kod pasa

traje jedan do Cetiri dana.

U te¢em stadijumu, stadim paralyseos seu depressionis, koji obi¢no traje jedan
do dva dana, dolazi do potpune ili delimi¢ne paralize miSic¢a donje vilice, jezika i ociju.
Usta su stalno otvorena, a jezik nepokretno isplazen. Iz otvorenih usta se neprekidno
cedi viskozna i lepljiva pljuvacka, jer Zivotinja ne moZe da je proguta. Zbog promena u
ki¢menoj moZzdini dolazi do paralize miSi¢a trupa i udova. Prvo budu zahvacene zadnje
noge, pa se Zivotinja u hodu zanosi, posrée i vuce noge, rep visi izmedu nogu, i na kraju
vise ne moZe da se krece. Zivotinja je tada veé potpuno iznemogla, ulazi u komu i

uginjava (Niezgoda i sar., 2002).

Telesna temperatura je u ekscitacionom stadijumu povisena za 1-3 °C, dok je u
paralitickom nekoliko stepeni ispod normalne. Puls je od pocetka bolesti ubrzan, a
disanje otezano. U mokra¢i se moZe naci velika koli¢ina glukoze (3%), u krvi
leukocitoza, sa povecanjem polimorfonuklearnih leukocita i smanjenjem limfocita 1

monocita.

Medutim, kod nekih Zivotinja javlja se i neSto drugacija klini¢ka slika bolesti.
Stadijum ekscitacije moZe biti jako kratak i sa slabo izraZenim znacima razdraZljivosti,

pa se prakti¢no na prodromalni stadijum nastavlja paraliza muskulature vrata i zadnjih
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nogu. Vecina takvih pasa je od samog pocetka bolesti veoma slaba, ne laju niti ujedaju.
Ovaj oblik bolesti se naziva tiho besnilo, nema posebno izraZene klini¢ke simptome i
Cesto prode nezapaZeno, naroCito kod pasa kojima se ne posvecuje dovoljno paznje.
Takav pas je obi¢no miran, ugrize samo kad je izazvan, ima prestraSen pogled, bali, ne
moze da guta, a paraliza obi¢no naglo zahvata zadnje noge. Smatra se da se besnilo u
ovom obliku javlja kod 15-20% obolelih pasa. Uginuce u oba oblika besnila, furioznom
i tihom, nastupa 3-7 dana nakon prodromalnog stadijuma (Ercegovac, 1987; Cvetnic,

1989; Niezgoda i sar., 2002).

Pored ova dva klasi¢na oblika besnila, u retkim sluc¢ajevima se kod pasa moze
javiti i atipicna forma bolesti, koja ima perakutni tok, uz bolovanje najviSe do tri dana, i
bez ikakvih znakova paralize, a takav pas moZe da ima oCuvan apetit svega nekoliko
sati pre uginuca. Veoma retko se moZe javiti i intermitiraju¢a forma, kod koje se
klinicki znaci naglo poboljsaju, ali se nakon nekog vremena ponovo pojave i Zivotinja

ugine.

2.5.2. Klinicka slika kod macaka

Inkubacioni period kod mac¢aka moZe trajati od 10 dana do 6 meseci, u proseku

3 do 8 nedelja. Klini¢ki simptomi su uglavnom sli¢ni kao kod pasa.

Prodromalni stadijum traje dva do tri dana, i u toku njega obicno dolazi do
povisenja telesne temperature, zenice se prosire, a macke se obicno povlace na skrovita

mesta.

Tokom ekscitacionog stadijuma bolesti, koji traje tri do sedam dana, Zivotinja
postaje nemirna, uzbudena i nervozna. Javlja se fotofobija, pa se macka skriva u tamne
uglove, a na svetlosne i1 zvu¢ne nadrazaje pojacano reaguje. Dolazi do promene glasa,
smetnji u gutanju, pojacane salivacije, a javlja se i agresivnost prema Zivotinjama i

coveku. Pri kraju ove faze bolesti Ceste su konvulzije i miSi¢na inkoordinacija.

U paralitickom stadijumu uocava se obeSena donja vilica zbog paralize Zvakace

muskulature, a pljuvacka se obicno cedi iz otvorenih usta. Paraliza se brzo $iri na celo
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telo i macka uginjava dva do Cetiri dana od pocetka ovog stadijuma bolesti (Ercegovac,

1987; Cvetni¢, 1989).

Kod tihe forme bolesti, koja je kod macaka neSto ¢eS¢a nego kod pasa, macka

obi¢no ne napada druge Zivotinje i oveka.

2.5.3. Klinic¢ka slika kod prezZivara

Inkubacioni period kod goveda obi¢no iznosi od tri nedelje do Sest meseci.
Prodromalni stadijum bolesti traje do dva dana, i moZe poceti uz znakove indigestije.
Zivotinja ne jede, javlja se nadun, opstipacija ili dijareja. PotiStena je i odvaja se od
stada. Ponekad ve¢ od samog pocetka bolesti se javlja nemir, razdrazljivost i
agresivnost. Obolela Zivotinja pokazuje znake preplasenosti, nemirna je, trese glavom,
kopa prednjim nogama, grize jasle, nasré¢e glavom na zid 1 slicno. Zbog distagije se cedi
slina, ne pije ili vrlo malo pije vodu, zalogaj dugo zadrZava u ustima, napinje se pa
moze do¢i do prolapsusa rektuma. Polni nagon moze biti pojacan, Zivotinja je osetljiva
na svetlosne i zvuCne nadraZzaje, a iznenadni nadraZaji mogu izazvati burne reakcije.
Objekti u pokretu mogu izazvati izrazenu agresivnost ili strah. Kod vecine Zivotinja
moze se ¢uti promuklo otegnuto mukanje, javlja se i ¢eSanje, lizanje ili glodanje mesta
ujeda, Skrgutanje zubima, prestanak mlec¢nosti, podrhtavanje odredenih grupa miSica.
Na kraju dolazi do paralize nogu, prvo zadnjih pa prednjih, i nakon dan ili dva Zivotinja

uginjava.

Tiha forma bolesti kod goveda se moZe manifestovati samo jakom salivacijom,
oteZanim gutanjem 1 paralizom zadnjih nogu, a uginuce nastupa Cetiri do pet dana od
prvih simptoma bolesti. U Juznoj i Srednjoj Americi javlja se paraliticko besnilo
goveda, koje najcesce prenose slepi miSevi, i koje se u osnovi karakteriSe simptomima

tihog besnila.

Kod ovaca i koza besnilo ima veoma sli¢ne simptome kao kod goveda. Kod njih
se neSto CeSce javlja tiha forma bolesti, obicno nema ekscitacionog stadijuma ili je on
kratkotrajan. Obolele ovce obicno su potiStene, promuklo bleje, besciljno tumaraju,

Skripe zubima, ispruzaju vrat i glavu, liZu mesto ujeda, retko ispoljavaju agresivnost

45



prema drugim ovcama i psima. Kod koza su znakovi razdrazenosti neSto izraZeniji, one
postaju nemirne i agresivne, nasr¢u na zid, Zivotinje 1 ljude. Udaraju i grizu jarad, a
polni nagon kod jarCeva je izrazito pojacan. Bolest kod ovaca obic¢no traje tri do pet
dana, kod koza do osam dana, a Zivotinje uginjavaju sa simptomima paralize

(Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989).

U klini¢koj studiji koja je izvrSena na govedima i ovcama koje su inficirane
uli¢nim sojem virusa besnila, inkubacioni period je u proseku iznosio 15 dana. Glavni
klini¢ki znaci su bili: pojacana salivacija (100%), promene u ponasanju (100%), miSi¢ni
tremor (80%), vokalizacija (70%), agresivnost i razdrazljivost (70%) i faringealna
pareza ili paraliza (60%). Furiozna forma bolesti je zabeleZena kod 70% goveda i 80 %

ovaca (Hudson i sar., 1996a).

2.5.4. Klinic¢ka slika kod svinja i konja

Kod svinja besnilo gotovo uvek pocinje simptomima velikog uzbudenja i
razdrazljivosti. ZapaZa se nemir, salivacija, promuklo groktanje, gréeviti pokreti glave,
hiperestezije koZe, jurenje bez cilja, agresivnost prema Zivotinjama i ¢oveku. Cesto se
kre¢u u kleCecem stavu po viSe metara, ili nepomicno stoje u mestu sa paralizovanim
jednim ili oba uveta. Ostali simptomi u osnovi odgovaraju klinickoj slici besnila kod
pasa. Zivotinja ugine za dva do &etiri dana od pojave prvih znakova paralize, a ponekad

vec sledeceg dana .

Kod konja je €esto prvi znak bolesti svrab na mestu ugriza, zbog ¢ega Zivotinja
trlja i glode taj deo tela. Javlja se pojaCana razdrazljivost, nemir, plasljivost, Zivotinja
kopa nogama, Cesto se premesta, grize jasle ili druge predmete, steZe usne tako da joj se
vide zubi, a iz usta se cedi penusava pljuvacka. Neki konji se ponasaju sli¢no kao kod
Zuravosti, upiru glavom o zid, dok su drugi vrlo agresivni i napadaju druge Zivotinje,
narocito pse, 1 ljude. Zapazeno je i ¢esto mokrenje, kao 1 pojacan polni nagon. Pastuvi
Cesto kopaju nogama, ponekad i ejakuliraju, dok se kobile ponasaju kao pri

raspasanosti.
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Ubrzo nakon ovih simptoma javlja se oteZano gutanje, odbijanje hrane i vode,
promukao glas, paraliza zadnjeg dela tela, klecanje i zanoSenje pri hodu. Na kraju
Zivotinja padne na tlo i brzo uginjava. U izuzetnim sluc¢ajevima bolest se manifestuje
samo ascendentnom parezom. Uginuce nastupa dva do sedam dana nakon pojave prvih

znakova bolesti (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989).

U Kklinickoj studiji koja je izvrSena na eksperimentalno inficiranim konjima,
prosecna duZina inkubacionog perioda je iznosila dvanaest dana. NajceS¢i klinicki
simptomi bili su: miSi¢ni tremor (81%), kao najcesS¢i pocetni simptom bolesti, potom
faringealna pareza ili paraliza (71%), ataksija ili pareza (71%) i letargija ili
somnolentnost (71%). Od ukupnog broja inficiranih, kod 43% konja se razvila furiozna

slika bolesti (Hudson i sar., 1996b).

2.5.5. Klinicka slika kod divljih Zivotinja

Inkubacioni period kod lisica moZe da traje od cetiri dana do Cak petnaest
meseci, zavisno od virulencije virusa, koli¢ine virusa koji dospe u organizam, kao i
stanja same Zivotinje (Cvetni¢, 1989; Niezgoda i sar., 2002). Obolele lisice izgube strah
od ¢oveka, ulaze u naselja, Stale, ¢ak 1 u kuce. Ponekad se mogu videti kako nepomicno
stoje. Domace Zivotinje i Coveka po pravilu napadaju samo kad su izazvane, dok bez
ikakvog razloga grizu drvece i razliCite predmete. Sem toga, javlja se gubitak apetita,
nemir, karakteristicno lajanje ili zavijanje, progresivna paraliza 1 nekoordinisano
kretanje, sve do potpunog gubitka lokomotorne funkcije. U retkim sluajevima mogu se
zapaziti respiratorni ili digestivni simptomi. Na kraju dolazi do toni¢no-kloni¢nih

gréeva i, pet do Sest dana od prvih simproma, uginuca.

Kod srnece divlja¢i besnilo pocinje gubitkom apetita. Obolela Zivotinja se
besciljno krece i glasno muce, udara glavom o drvece, ne bezi od coveka, ve¢ ga cak 1
napada. Apati¢ne srne se mogu lako uhvatiti, pogled im je ukocCen, a usta otvorena. U
zavrsnoj fazi dolazi do paralize, a vrlo brzo i do uginuca. I ostali divlji biljojedi imaju

slicne simptome kao srna (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989).
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Kod slepih miSeva bolest se manifestuje besciljnim letenjem, povecanom
razdrazljivoSc¢u, agresivnoS¢u prema Zivotinjama i ljudima ili simptomima paralize nogu
i krila. Kao i kod ostalih Zivotinja, bolest se moze javiti u furioznoj i tihoj formi, a
inkubacioni period se ne razlikuje od drugih Zivotinjskih vrsta (Ercegovac, 1987;

Niezgoda i sar., 2002).

2.5.6. Klinic¢ka slika kod ljudi

Inkubacioni period kod ljudi iznosi osam dana do viSe godina, a najcesca je
izmedu dve nedelje i dva meseca. Kod oko 80 % pacijenata razvije se klasi¢na, odnosno
furiozna forma bolesti, dok se paraliticka forma razvije u 20 % slucajeva (Jackson,
2002b). Kod furiozne forme prodromalni stadijum traje jedan do cCetiri dana. On
zapocinje nepribrano$¢u, nervozom, isprekidanim snom, lakSom glavoboljom,
gadenjem prema jelu i picu, neobjasnjivim strahom, nemirom, povlacenjem u samocu i
sli¢no. Kasnije isprekidan san prelazi u nesanicu, gadenje u povracanje, a nervoza u
naizmenic¢nu uzbudenost i depresiju. Sem toga, javljaju se svrab, utrnulost, bockanje
oko mesta ujeda, potom preosetljivost na svetlo, hladnoc¢u ili strujanje vazduha, koje
moze izazvati jak spazam miSi¢a vrata i farinksa (aerofobija). Ranije je cak u
dijagnostici besnila koriS¢en takozvani fen test, kada se struja vazduha usmeravala
direktno na koZu obolelog. Oboleli ljudi stalno govore, Cesto pljuju, vicu, ljute se, lice
im je bledo, o¢i upale, zenice proSirene, puls ubrzan, a disanje plitko i ubrzano.
Senzorni stadijum bolesti se manifestuje pojacanom osetljivos¢u, parestezijom,
razdrazljivosc¢u, salivacijom, suzenjem i znojenjem. Nakon dva do sedam dana javlja se

pojacana razdrazljivost (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989; Jackson, 2002b).

U stadijumu ekscitacije bolesnici su obi¢no jako razdrazljivi, besciljno lutaju po
sobi, telesna temperatura je poviSena 1 do 42°C, a Cesti su manijakalni napadi praceni
jakim gréevima koji mogu biti fatalni. U ovom stadijumu kod 50 — 80 % obolelih javlja
se hidrofobija, koja nije karakteristicna ni za jednu drugu neurolosku bolest, i
predstavlja najSire poznatu manifestaciju besnila kod ljudi. U pocetku oboleli oseca bol
u grlu 1 teSkoce pri gutanju (gréevi dijafragme 1 miSica inspirijuma), kasnije se javljaju
gréevi miSi¢a vrata, koji dovode do njegove fleksije i ekstenzije, kasalj, povracanje,
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aspiracija, konvulzije 1 hipoksija. U toku ovih napada moZe do¢i i do smrti pacijenta,
zbog velikog pritiska na srce 1 plu¢a (Warrell 1 Warrell, 1991). Bolesnici odbijaju da
piju vodu, Sto rezultira dehidracijom. Kasnije, zvuk ili samo pominjanje vode moze
dovesti do ovih napada. Hidrofobni napadi se pri kraju bolesti mogu pojaviti i spontano.
Smatra se da hidrofobija nastaje kao posledica infekcije motornih neurona inspirijjuma u
regionu nucleus ambiguus-a u mozdanom stablu (Jackson, 2002b), Sto dovodi do jako
izraZenih odbrambenih refleksa koji Stite respiratorni trakt. Kasnije se mogu javiti
pojacana salivacija, tremor i pareza, naroc¢ito miSi¢a lica, refleksi poc¢inju da se gube, a
vrat je Cesto ukocen. Bolesnik retko prezivi stadijum ekscitacije, smrt obi¢no nastupi uz

jaku konvulziju i toni¢no-kloni¢ne gréeve.

Pacijenti koji prezive akutnu razrazenost, prelaze u paraliticki stadijum. Bolesnik
postane apatiCan, javljaju se paralize udova, i na kraju padne u komu. Smrt moze da
nastupi ve¢ za nekoliko sati, a zabelezeno je da neki bolesnici u ovom stadijumu bolesti

mogu ziveti i do deset dana (Cvetni¢, 1989).

Furiozna forma besnila obi¢no traje do 14 dana od pojave prvih simptoma, mada
se bolovanje moze produZziti intenzivnhom negom pacijenta. U literaturi ¢ak postoje

podaci da je jedan pacijent Ziveo 133 dana (Emmons i sar., 1973; Jackson, 2002b).

Kod paraliticke ili tihe forme besnila, jedan od prvih simptoma je izraZena
miSicna slabost. Na pocetku su pacijenti svesni i sa normalnim mentalnim statusom, a
miSi¢na slabost se ascedentno Siri. Obi¢no pacijenti izgube glas, ili on postane veoma
tih, zbog slabosti miSica larinksa. lako se moze javiti lokalni bol, parestezija i svrab na
mestu ujeda, senzorijum je najée$¢e ocuvan. Cesto se javlja urinarna inkontinencija. Za
razliku od klasi¢ne forme, kod paralitickog besnila hidrofobija je znatno redi simptom,
iako se Cesto javljaju blagi gréevi disajne muskulature. Smatra se da na razvijanje
paralitickog besnila mesto ujeda nema nikakvog uticaja (Tirawatnpong i sar., 1989),
inkubacioni period je u proseku isti kao furizne forme, dok je bolovanje neSto duze.
Razlika u patogenezi ove dve forme besnila kod ljudi jo§ uvek nije utvrdena (Jackson,

2002b).
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2.6. PatomorfoloSke promene

2.6.1. Makroskopske promene

Makroskopski nalaz je, ¢ak i kod Zivotinja koje su uginule nakon duzeg trajanja

bolesti, najcesce vrlo oskudan i slabo karakteristi¢an.

Na leSu psa se moZe zapaziti mrSavost, isplaZzen, otecen i ranjav jezik, neuredan
dlac¢ni pokrivac¢ i rane po telu. U usnoj duplji su prisutne lezije, ¢esto polomljeni zubi,
pa i vilicne kosti. U Zelucu se Cesto umesto hrane mogu naci razliciti strani predmeti
(komadi drveta, stakla, kamenje i sl.), a sluznica Zeluca je jako zaZarena, oteCena i
proZeta krvavljenjima 1 erozijama. Mokra¢na beSika je obi¢no prazna ili sa malom
koli¢inom mokrace koja po pravilu sadrzi glukozu. Navedene promene su znatno rede

kod Zivotinja kod kojih se razvila tiha forma bolesti (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989).

Kod goveda je burag obi¢no pun hrane, sa izrazenim submukoznim
krvavljenjima, listavac ispunjen jako stvrdnutom hranom, sitne ulceracije su prisutne na
sluznici siriSta, a na serozi predzeludaca i creva sitna krvavljenja. Limfni folikuli creva
su izrazito hiperemicni. Upadljiva su i mnogobrojna tackasta i prugasta krvavljenja na
grudnoj muskulaturi, perikardu i epikardu. Unutrasnji organi su hiperemi¢ni, ponekad
su jetra i srce degenerisani, Zu¢na kesa je Cesto prepunjena. U nekim slucajevima je

nalaz kod goveda negativan, ali je listavac obi¢no ispunjen ¢vrstim sadrZajem.

Promene kod lisica takode nisu karakteristicne. Mogu se zapaziti tragovi
neprirodnog ponasanja, na primer strana tela u Zelucu, automutilacija, prelomi vili¢nih

kostiju i slicno (Cvetni¢, 1989)

Makroskopske promene na centralnom nervnom sistemu su po pravilu slabo
izraZene. Obi¢no se uoCava edem mozga, kao i edem i hiperemija mozdanih ovojnica.
Retko se mogu videti subarahnoidna krvavljenja (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989;
Iwasaki i Tobita, 2002). Krvavljenja i nekroze mozdanog tkiva se jako retko vidaju i

nisu karakteristika besnila (Iwasaki i Tobita, 2002).
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2.6.2. Mikroskopske promene

Mikroskopske promene nisu srazmerne intenzitetu klinicke slike besnila.
Uglavnom su ograni¢ene na centralni nervni sistem, a mogu se dokazati i u ganglijama,
ponekad i1 u drugim organima. Iako se patohistoloSke promene mogu razlikovati od
sluaja do slucaja, one su najceS¢e blage i ponekad jedva primetne. Najznacajnije,
odnosno najcesce su inflamatorne reakcije, degeneracija neurona i prisustvo specifi¢nih
citoplazmatskih inkluzija — Negrijevih telaSaca (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989;

Iwasaki i Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007).

Inflamatorne promene su obi¢no prisutne, iako mogu da budu i veoma blage,
gotovo neprimetne. U centralnom nervnom sistemu su najizraZenije u predelu od ponsa
do hipotalamusa 1 u cervikalnom delu kicmene mozdine, pri ¢emu je produZena
mozdina kod domacih Zivotinja relativno postedena. Najintenzivnije promene zapazaju
se kod pasa, dok su kod prezivara, koji su visokoprijemciva vrsta, znaci zapaljenskih
reakcija veoma slabi, uprkos prisustvu Negrijevih telasaca (Maxie i Youssef, 2007;

Zachary, 2007).

Zapaljenske reakcije su u tipu negnojnog encefalomijelitisa, sa perivaskularnim
infiltratima 1 fokalnom gliozom. Perivaskularne nakupine inflamatornih c¢elija su
debljine jednog do nekoliko slojeva i sastoje se uglavnom od limfocita i histiocita, sa
veoma malo polimorfonukleara 1 plazma celija, u zavisnosti od stadijuma 1 intenziteta
bolesti (Iwasaki 1 Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007; Zachary, 2007; Jovanovic,
2012). Fenotip ovih ¢elija nije u potpunosti proucen, a u jednom ispitivanju besnila kod
ljudi je utvrdeno da 50-70% mononuklearnih ¢elija u perivaskularnim prostorima ¢ine
CD3 T-limfociti, u velikom broju su utvrdeni CD4 T-limfociti, ima i CD68 makrofaga,
dok su CD20 B-limfociti utvrdeni u zanemarljivom procentu. U istoj studiji je utvrdeno
da se viSe od polovine CD3 c¢elija na mestu inflamacije nalazi van perivaskularnih

prostora (Iwasaki i sar., 1993).

Medu slucajevima besnila, mali je broj onih sa ekstenzivnim inflamatornim

procesom na leptomeningama, i to obi¢no iznad baze mozga. Infiltrati se sastoje od istih
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celularnih elemenata kao i parenhimatozni perivaskularni inflitrati, preovladuju
limfociti, ima 1 makrofaga, katkad 1 plazma celija. U retkim slucajevima, kada su
inflamatorne promene intenzivne, preovladuju polimorfonuklearne celije (Ercegovac,

1987).

Kao i kod ostalih virusnih encefalitisa, neuronofagija i ¢voric¢i glija ¢elija Cesto
se mogu videti u podru¢jima mozga gde su upadljivi infiltracija zapaljenskim celijama i
degeneracija neurona. Babes je prvi 1892. godine zapazio fokalne nakupine
“’embrionalnih Celija’’, odnosno makrofaga, koje okruzuju degenerisane neurone i
nazvao ih rabi¢nim tuberkulima. Oni su godinama bili poznati pod imenom Babesovi
¢vorici. To su u stvari ograni¢ena ognjista nabujalih mikroglija ¢elija, ¢ije je prisustvo u
mozdanom stablu 1 kimenoj moZzdini Babes smatrao promenom koja je
patognomonicna za besnilo. Medutim, identi¢ne promene postoje i kod drugih virusnih
encefalitisa, pa i kod toksi¢nih stanja, kao Sto su uremija ili hroni¢no trovanje arsenom

(Iwasaki 1 Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007).

Degenerativne promene na neuronima u vidu piknoze jedara ili hromatolize
mogu se videti u svim delovima centralnog nervnog sistema, ali su najceSce u
moZzdanom stablu, naro¢ito na podu cetvrte moZdane komore. Region izraZenih
degenerativnih promena moze se pruzati naniZe do sive mase ki¢mene mozdine i navise
do talamusa, ili nesto rede do kore velikog mozga. U najvecem broju slucajeva ovi
degenerisani neuroni ne sadrze u sebi Negrijeva telaSca, ali se u njima
imunohistohemijski moZe dokazati virusni antigen, a oko njih se ¢esto moZe zapaziti

inflamatorna reakcija (Iwasaki i Tobita, 2002).

Kod mesojeda degeneracija neurona moZe biti jako izraZena i u disproporciji sa
inflamatornim promenama, dok je kod svinja i biljojeda obicno veoma blaga (Maxie i
Youssef, 2007). U poredenju sa prirodnim infekcijama uli¢nim sojem virusa, fiksirani
soj virusa besnila izaziva znatno intenzivnije citopatogene efekte u kulturi celija 1 u
organizmu. Kod eksperimentalnih Zivotinja inficiranih fiksiranim virusom kondenzacija
hromatina je standardni nalaz u inficiranim neuronima, dok u takvim neuronima

Negrijeva telasca obi¢no nisu prisutna (Iwasaki i Tobita, 2002).
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Kod ljudi umrlih od besnila postoje velike razlike u patohistoloSkim
promenama, pocev od jedva uoc€ljive inflamacije i neuronalne degeneracije do izraZenih
i Siroko rasprostranjenih perivaskularnih infiltracija i nakupljanja mikroglije, povezanih
sa degeneracijom neurona i neuronofagijom. Inafe, ove promene su izrazenije kod
furioznog nego kod tihog oblika bolesti, 1 kod dece u odnosu na odrasle oslobe

(Ercegovac, 1987).

Spongiformne promene, koje se kvalitativno ne razlikuju od onih kod
transmisivnih spongiformnih encefalopatija (TSE), u centralnom nervnom sistemu
Zivotinja inficiranih virusom besnila prvi put su opisane 1984. godine (Charlton, 1984).
One su prvo ustanovljene kod lisica i tvorova koji su eksperimentalno inficirani virusom
besnila, a kasnije i kod prirodno inficiranih tvorova, lisica, konja, goveda, ovaca i
macaka. Promene su obi¢no lokalizovane u neuropilu sive mase, najéesce u talamusu 1
kori velikog mozga. U pocetku izgledaju kao intracitoplazmatske, membranom oivicene
vakuole, koje se nalaze u neuronskim dendritima, rede aksonima ili astrocitima. Ove
vakuole se uvecavaju, pritiskaju okolno tkivo, 1 na kraju pucaju formirajuci prazan
prostor. Tako mehanizam koji je odgovoran za njihovo nastajanje nije u potpunosti
utvrden, smatra se da on predstavlja indirektni efekat virusa besnila na nervno tkivo, u
Sta su vrlo verovatno ukljucene alteracije u metabolizmu neurotrasmitera (Zachary,

2007).

Pored nespecifi¢nih alteracija, u centralnom nervnom sistemu ustanovljene su za
besnilo specificne intracitoplazmatske inkluzije. Prvi ih je uocio Babes, a 1903. godine
Adelhi Negri ih je detaljno opisao i istakao njihov znacaj u dijagnostici. Od tada se ove

inkluzije nazivaju Negrijevim telaScima.

Na preparatima obojenim hematoksilin-eozinom ova telaSca se vide kao
eozinofilne, jasno ogranicene inkluzije, okruzene bistrim tankim oreolom. Okruglog su,
ovalnog ili vretenastog oblika, veli¢ine 1-20 um, prose¢no 2-8 um. Njihova veli¢ina
zavisi 1 od Zivotinjske vrste, pa su obi¢no najveca kod goveda, a najmanja kod kunica 1
rakuna. Obic¢no ih u ¢eliji ima jedno ili dva, retko nekoliko. Vecina ih je homogeno
obojena eozinom, ali se male blede tacke mogu videti u eozinofilnoj masi. Ove tackice

predstavljaju unutraSnja telaSca i1 nastaju invaginacijom komponenata citoplazme,
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ukljucujuéi virusne Cestice, u matriks inkluzije (Iwasaki i Tobita, 2002; Maxie 1

Youssef, 2007).

Inkluzije u kojima nema unutraS$njih telaSaca nazivaju se lyssa telaScima.
Imunohistohemijskim i ispitivanjima njihove ultrastukture pod elektronskim
mikroskopom nisu uocCene bitnije razlike u odnosu na Negrijeva telasca. U mozgu
besnih Zivotinja ona su brojnija od Negrijevih telaSaca, ali su nespecifi¢na, tako da
njihov nalaz nema veliki dijagnostic¢ki znacaj. Ova telaSca, odnosno njima veoma sli¢ne
inkluzije mogu se naci i kod zdravih Zivotinja, kao i kod Zivotinja obolelih od drugih
bolesti centralnog nervnog sistema, na primer kod pasa obolelih od Stenec¢aka (Iwasaki i
Tobita, 2002). Eozinofilne homogene citoplazmatske inkluzije mogu se na¢i u
piramidalnim ¢elijama hipokampusa zdravih macaka, tvorova i pasa. MoZe ih biti viSe u
¢eliji, a njihova veli¢ina je do 1,5 um. Kod starih ovaca i goveda, u velikim neuronima
produzene i ki¢mene mozdine mogu se naci nespecifi¢ne acidofilne inkluzije, veliCine

oko 1 um, obic¢no brojne i difuzno rasporedene (Maxie i Youssef, 2007).

Medutim, iako se nalaz Negrijevih telaSaca smatra patognomoni¢nim za besnilo,
vazno je napomenuti da se kod infekcije uli¢nim sojevima virusa ona mogu naci kod 40-
70% sigurno besnih Zivotinja, dok ih kod infekcija fiksiranim sojem virusa uopS$te nema
(Iwasaki i Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007; Zachary, 2007). Ucestalost njihovog
pojavljivanja zavisi od nacina infekcije, virulencije i koliine virusa, kao i od vrste i
starosti inficirane Zivotinje (Cvetni¢, 1989). Sem toga, njihova brojnost, a po nekim
autorima i veli¢ina je srazmerna duZini trajanja bolesti, pa se stoga znatno ¢eS¢e mogu
naci kod uginulih nego kod ubijenih Zivotinja (Ercegovac, 1987; Iwasaki i Tobita, 2002;
Maxie i Youssef, 2007).

Negrijeva telaSca se mogu na¢i u neuronima gotovo svih delova centralnog
nervnog sistema besne Zivotinje. Ipak, znatno se ceS¢e mogu sresti u velikim
neuronima, kao Sto su piramidalni neuroni hipokampusa, neuroni produZzene moZzdine i
Purkinje celije malog mozga (Iwasaki 1 Tobita, 2002; Zachary, 2007). Sem toga,
inkluzije su najces¢e prisutne u neuronima koji se ne nalaze u regijama zahvacenim
inflamacionim procesom. One se uglavnom mogu videti u neuronima koji su histoloski
potpuno normalni, dok ih kod neurona koji su zahvaceni degenerativnim procesom

nema (Maxie i Youssef, 2007).
54



Pored intracitoplazmatskih inkluzija, sliéne eozinofilne tvorevine su zapaZene
povremeno i1 u neuropilu. Smatra se da one imaju veze sa virusnim antigenom koji je
imunohistohemijski dokazan u neuropilu, odnosno virusnim c{esticama koje su
ultrastrukturnim ispitivanjima dokazane u dendritima inficiranih neurona (Iwasaki i

Tobita, 2002).

Negrijeva telaSca su, doduSe prilicno retko, pored centralnog nervnog sistema
dokazana 1 u epitelnim ¢elijama pljuvacne Zlezde, srzi nadbubrezne Zlezde i retine

(Cvetni¢, 1989; Maxie i Youssef, 2007).

Ispitivanjem pod elektronskim mikroskopom utvrdeno je da se Negrijeva telasca
sastoje od virusnih Cestica povezanih zrnastim elektron-gustim matriksom. Prema
rasporedu virusnih Cestica u matriksu mogu se razlikovati tri tipa Negrijevih telasaca.
Prvi tip se karakteriSe jasno ograni¢enim okruglastim skupinama matriksa na ¢ijoj se
periferiji nalaze virioni u obliku metka, veli¢ine 90-180 nm, dok je centralni deo
matriksa bez viriona. Ovaj tip Negrijevih telasaca obi¢no se srece u neuronima talamusa
i nucleus caudatusa. Drugi tip sadrzi izduZene tubularne strukture rasute po celom
matriksu, i u njima se obi¢no nalazi unutraS$nje telasce specificnog oblika. NajceSce se
srecu u neuronima baze mozga, malog mozga 1 kicmene mozdine. Treci tip Negrijevih
telasaca sastoji se od ekstremno velikih skupina matriksa, obi¢no veli¢ine 10-15 nm. U
njima se retko mogu videti Cestice virusa, koje su malobrojne i obi¢no tubularnog
oblika. Takve inkluzije se najceS¢e srecu u hipokampusu (Ercegovac, 1987; Iwasaki 1

Tobita, 2002).

Morfoloske promene mogu se uo€iti i na perifernom nervnom sistemu, koji je
neminovno ukljuen u patogenezu besnila, odnosno u centripetalno i1 centrifugalno
Sirenje virusa. O promenama na ganglijama prvi su izvestili Babes, Van Gehuhten i
Nelis, krajem devetnaestog veka. Ispituju¢i ganglije kranijalnih nerava i spinalne
ganglije izvesnog broja besnih Zivotinja, oni su uocili proliferaciju kapsularnih, odnosno
satelitskih ¢elija koje okruZzuju ganglijske neurone. U neuronima je zapaZena
hromatoliza u razli¢itim stepenima. Ovaj tip promena na ganglijama besnih Zivotinja je
¢esto nazivan Van Gehuhten i Nelisovom lezijom ili Van Gehuhtenovim ¢vori¢em. Jos
ranije ih je na ganglionu Gasseri kod ljudi umrlih od besnila zapazio Nepveu, ali im nije
pridavao nikakav dijagnosticki znacaj (Ercegovac, 1987; Iwasaki 1 Tobita, 2002).

55



Pored proliferacije kapsularnih tj. satelitskih celija, u ganglijama se mogu
zapaziti promene u vidu difuznog ganglionitisa sa bujanjem endotela, limfocitno-
plazmocitne c¢elijske infiltracije 1 degeneracije ganglijskih celija. Komparativnim
ispitivanjem promena na ganglijama i prisustva Negrijevih telaSaca, utvrdeno je da su
promene na ganglionu Gasseri 1 ganglionu nodosum nervusa vagusa ¢eS¢e od pojave
Negrijevih telaSaca kod besnih Zivotinja. Na osnovu ovih ispitivanja, promenama u
ganglijskim neuronima je pridavan veliki dijagnosticki znacaj, dok sli¢ne altercije nisu
ustanovljene 1 kod drugih virusnih encefalitisa, na primer Stenecaka,
polioencefalomijelitisa svinja, pa ¢ak i kod zdravih pasa (Iwasaki i Tobita, 2002; Maxie

i Youssef, 2007).

Antigen virusa besnila je dokazan u podvilicnim 1 parotidnim pljuva¢nim
Zlezdama, skeletnoj muskulaturi, ezofagusu, Zelucu, crevima, pankreasu, tiroidnoj
Zlezdi, timusu, plu¢ima, srcu, nadbubreznim zlezdama, bubrezima, ureteru, besici,
nadbubreZznim Zlezdama, prostati, uretri i testisima lisica koje su prirodno inficirane
virusom besnila. Replikacija virusa je dokazana u epitelnim celijama pljuvacnih Zlezda 1
roznjace, dok je u ostalim organima ona ograni¢ena na ganglijske celije, nervna vlakna
ili nervne pleksuse. U svim ovim organima moguce su inflamatorne promene, narocito u
pljuva¢nim zlezdama, gde se ¢esto mogu sresti degenerativne promene acinusa pracene

mononuklearnom ¢elijskom infiltracijom (Iwasaki i Tobita, 2002).

2.7. Dijagnostika bolesti

U savremenoj dijagnostici besnila koristi se Sirok spektar metoda. Definitivna
dijagnoza se postavlja detekcijom Negrijevih telaSaca, virusnih proteina ili gena u

uzorku, odnosno izolacijom i identifikacijom samog virusa.

U dijagnostici bolesti, naroCito u pocetnim stadijumima, veoma vaznu ulogu

imaju anamnesticki podaci. Narocitu paznju treba obratiti na nagle promene u ponasanju
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Zivotinje 1 podatke o eventualnom ujedu od strane sumnjive ili divlje Zivotinje,
izloZenosti Zivotinje silvaticnom besnilu na pasi, neogradenom dvoristu ili otvorenoj
staji, kao i vakcinaciji. U anamnezi se Cesto navodi da Zivotinja ima smetnje pri gutanju,
Sto klinicara treba da navede da to moze da bude simptom besnila, a ne kako se to ¢esto
pretpostavlja, posledica prisustva stranog tela u jednjaku (Ercegovac, 1987; Cvetni¢,

1989).

Klinicka sumnja na besnilo se kod klasi¢ne forme bolesti moZe relativno lako
postaviti ako se posmatra celokupni tok bolesti. Karakteristi¢ni klinicki simptomi su
promenjeno ponasanje, koje ide od depresije do izrazenog nemira i agresivnosti, gubitak
straha od ljudi kod divljih Zivotinja, promukao glas, paraliza donje vilice, isplazen jezik,
jaka salivacija i paraliza ekstremiteta. Medutim, ne postoji klini¢ki simptom bolesti koji
je patognomonican, i veoma ¢esto je besnilo klinicki veoma teSko razlikovati od drugih
virusnih encefalita, na primer nervne forme Stenecaka ili poliomijelitisa kod ljudi. Sem
toga, u nekim sluc¢ajevima ovi simptomi su veoma blagi ili ih i nema, narocito u tihoj

formi besnila (Ercegovac, 1987; Trimarchi i Smith, 2002).

Zbog specificne patogeneze besnila, nemoguce je dijagnostikovati bolest tokom
najveceg dela njenog inkubacionog perioda, koji moze biti prilicno dug. U tom periodu
virus, odnosno njegovi antigeni i ribonukleinska kiselina, ne mogu se pouzdano
identifikovati zbog nepredvidive distribucije u organizmu domacina. Takode, titar
specifi¢nih cirkuliSu¢ih antitela se obi¢no povecava tek nedelju dana od pojave prvih
klinickih simptoma (Crepin et al., 1998). Upravo zbog toga se dijagnoza besnila sa
apsolutnom sigurno$¢u moze postaviti jedino postmortalnim ispitivanjem mozdanog
tkiva, gde se pre ispoljavanja prvih klinickih simptoma odigrava nekoliko ciklusa
umnoZavanja virusa. Sem toga, za prakti¢nu dijagnostiku je bitna Cinjenica da se tek
nakon umnoZavanja u mozgu virus besnila retrogradno Siri u pljuvacne Zlezde

(Trimarchi 1 Smith, 2002).

Patoanatomska dijagnoza, odnosno sumnja na besnilo se temelji na odsustvu
normalne hrane i prisustvu stranih predmeta u Zelucu. Naravno, i takav nalaz treba
oprezno prosudivati, s obzirom da se strani predmeti mogu naci u Zelucu Zivotinja koje

nisu besne, narocito kod mladih pasa (Cvetni¢, 1989).
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PatohistoloSki, dijagnoza se moZe postaviti na osnovu prisustva Negrijevih
telaSaca, patognomonicnih inkluzija koje se nalaze u neuronima besnih Zivotinja. Svezi
otisci mozdanog tkiva, ili klasi¢ni histoloski parafinski isecci boje se hematoksilin-
eozinom ili kombinacijom baznog fuksina i metilenskog plavog (Lepine i Atanasiu,
1996; Tierkel 1 Atanasiu, 1996). Patohistoloski nalaz ukljuCuje znake encefalitisa,
odnosno inflamatornih reakcija najceS¢e u vidu perivaskularnih infiltrata. Acidofilne
intracitoplazmatske inkluzije, Negrijeva telasca, najeS¢e se sreu u piramidnim
¢elijama Amonovog roga, velikim neuronima produZene mozdine i Purkinje ¢elijama
malog mozga, a njihov nalaz predstavlja pouzdanu dijagnozu besnila (Trimarchi i
Smith, 2002). Nazalost, prisustvo, distribucija i veli¢ina Negrijevih telaSaca u mnogome
zavise od vrste zivotinje, varijante virusa i duzine bolesti. Senzitivnost, a samim tim i
pouzdanost metode je slaba, a brojne studije pokazuju da se kod viSe od 25% besnih
Zivotinja Negrijeva telaSca ne mogu dokazati (Perl 1 Good, 1991). Stoga ova metoda

ima prili¢no ograni¢enu vrednost u rutinskoj dijagnostici besnila.

Metoda koji se danas najceSce i1 najSire upotrebljava u dijagnostici besnila je
tehnika fluorescentnih antitela, odnosno direktna imunofluorescencija. Ova metoda je
prvi put primenjena 1950. godine, a u dijagnostiku besnila su je 1958. godine uveli
Goldvaser i1 Kisling. NajceS¢e se primenjuje na svezim otisak preparatima mozga
ispitivane Zivotinje. Za ispitivanje se koriste uzorci Amonovih rogova, mozdanog stabla
1 malog mozga, gde je i koncentracija virusa najveca. Molekuli imunoglobulina koji su
obelezeni bojom koja fluorescira, najces¢e fluorescein izotiocijanatom (FITC), vezuju
se za specificne epitope na antigenima virusa. Nakon ispiranja, preparat se gleda pod
fluorescentnim mikroskopom. Ova metoda moZe se primeniti 1 za ispitivanje otisak
preparata pljuvacnih Zlezda, odnosno roZnjace (cornea test), doduSe sa znatno manjom

pouzdanoscu (Ercegovac, 1987; Trimarchi i Smith, 2002).

Veoma visoka pouzdanost, lako i brzo izvodenje ucinili su da direktna
imunofluorescencija postane najSire primenjivana metoda u svakodnevnoj dijagnostici
besnila. Ipak, za dokazivanje virusnog antigena u ispitivanom tkivu koriste se i neke
druge metode, medu kojima je najznacajnija imunohistohemija. Ova metoda se
uglavnom primenjuje na tkivu koje je fiksirano u formalinu, Sto omogucava njegovu

konzervaciju i u mnogome smanjuje rizike transporta i rukovanja uzorcima. Sa druge
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strane, ona ima i odredena ogranicCenja jer se iz takvih uzoraka virus ne moze kultivisati,
a senzitivnost je smanjenja zbog izlaganja antigena hemikalijama 1 visokim
temperaturama. Ipak, sa nedavnim poboljSanjima metode, u smislu promene protokola
sa ciljem S$to boljeg demaskiranja i Sto manjeg oSteCenja antigena, koriS¢enjem
savremenih sistema za vizuelizaciju i monoklonskih antitela, imunohistohemija se po
pouzdanosti gotovo potpuno izjednacila sa direktnom imunofluorescencijom u svezZim

otiscima (Hamir i sar., 1995; Niezgoda, 1999; Trimarchi i Smith, 2002).

Virusni proteini u ispitivanom uzorku mogu se dokazati 1 metodom direktne
ELISA-e. Ona pruza solidnu senzitivnost, pod uslovom da se koriste svezi uzorci, a
rezultati se dobiju za par Casova, Sto je ¢ini pogodnom za koriS€enje u terenskim
uslovima. Medutim, iako se moze koristiti za potvrdno testiranje kao podrska direktnoj
imunofluorescenciji, ova metoda se u laboratoriji ne koristi za primarnu dijagnostiku

besnila (Trimarchi i Smith, 2002).

Kao potvrdni testovi u dijagnostici besnila najcesS¢e se koriste bioloski ogled i
kultivacija virusa na kulturi ¢elija. Njihova velika prednost je Sto daju mogucnost dalje
karakterizacije virusa antigenim ili genetickim analizama. BioloSki ogled na miSevima
je osetljiva 1 veoma pouzdana metoda (Surreau i sar., 1991). Mali komadi svakog dela
mozga koji su vec¢ ispitani direktnom imunofluorescencijom se zajedno homogenizuju, a
potom se taj homogenizat intracerebralno inokuliSe miSevima. MiSevi se posmatraju
narednih trideset dana, a oni koji razviju znake bolesti se odmah Zrtvuju 1 pregledaju
metodom direktne imunofluorescencije. Prednosti bioloSkog ogleda su visoka
senzitivnost kod slabo pozitivnih uzoraka, moguénost primene kod delimi¢no
autolizovanih uzoraka i relativno lako izvodenje. Glavna mana, pored etickih principa,
je svakako njegovo relativno dugo trajanje, s obzirom da se prvi znaci bolesti obi¢no

jave sedam do dvadeset dana nakon inokulacije (Trimarchi i Smith, 2002).

Problem trajanja izolacije virusa in vivo, odnosno koriS¢enjem bioloskog ogleda,
moZe se znatno smanjiti inokulacijom i detekcijom virusa na kulturi celija. Obicno se
koristi linija miSjih neuroblastoma celija, u koje se inokuliSe homogenizat. Nakon
jednog do par dana vrSi se pregled metodom direktne imunofluorescencije, a kod
pozitivnih uzoraka zapaZzaju se intracitoplazmatske inkluzije, takozvani fluorescentni

¢vorici. Osetljivost metode, koja se mozZe dodatno povecati dodavanjem DEAE-
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dekstrana celijskoj kulturi, je ista kao kod bioloSkog ogleda (Webster i Casey, 1996).
Obzirom da se rezultati mogu dobiti u kracem vremenskom periodu, izolacija virusa na
kulturi ¢elija ima znatno vecu prakticnu primenu od bioloskog ogleda, narocito kod
dijagnostike slabo pozitivnih uzoraka koji nisu otkriveni primarnim testom direktne

imunofluorescencije (Rudd i Trimarchi, 1980; Trimarchi i Smith, 2002).

Poslednjih decenija u dijagnostici mnogih bolesti, pa 1 besnila, koriste se
molekularne metode, koje se zasnivaju na hibridizaciji ili amplifikaciji nukleinske
kiseline u ispituju¢em uzorku. U ove metode se ubrajaju in situ hibridizacija, kojom se
virusna ribonukleinska kiselina dokazuje u tkivu, i blot hibridizacija, kojom se virusna
RNK ekstrahuje na membrane i na njima vizuelizuje. Hibridizacija je tehnicki prilicno
zahtevna metoda, dugotrajna je i ne omogucava brzo dobijanje rezultata, a senzitivnost
je Cesto niZa nego kod imunofluorescencije, narocito ako se radi o autoliticnim tkivima
(Jackson i Rintoul, 1992; Trimarchi i Smith, 2002). I pored toga, in situ hibridizacija
ima primenu u proucavanju patogeneze bolesti, i kao potvrdna metoda u laboratorijskoj
dijagnostici, dok se blot hibridizacija moze Kkoristiti za povecanje specifi¢nosti i

senzitivnosti PCR-a (Whitby i sar., 1997; Sabouraud i sar., 1999).

Molekularna metoda koja se zasniva na amplifikaciji nukleiske kiseline je
lancana reakcija polimeraze. Posto se radi o RNK virusu, lan¢anoj reakciji polimeraze
prethodi reverzna transkripcija, pa se stoga ova metoda naziva reverzna-transkriptaza
PCR (RT-PCR). Zasniva se na umnozZavanju odredenih ciljnih sekvenci virusne
ribonukleinske kiseline, koje se potom uporeduju sa kontrolnim sekvencama. Izuzetno
je brza i ima jako visoku osetljivost, a moZe se primeniti i na tkivima koja su previse
autolizovana da bi se mogla pregledati metodom direktne imunofluorescencije. Sem
toga, njome se virus moZe dokazati 1 u uzorcima koji nisu pogodni za
imunofluorescenciju, kao Sto su pljuvacka ili cerebrospinalna tec¢nost (Heaton i sar.,
1997; Crepin i sar., 1998; Noah i sar., 1998). Medutim, njena senzitivnost u mnogome
zavisi od izabranog prajmera, koji treba da efikasno umnoZi sekvence virusne

ribonukleinske kiseline, 1 da pritom obuhvati sve genotipove virusa.

Vazno je napomenuti da direktna imunofluorescencija kao metoda izbora za
dijagnostiku besnila ima dovoljnu specifi¢nost, senzitivnost i brzinu, a tehnicki je

znatno manje zahtevna od molekularnih tehnika. U gotovo svim uzorcima koji su uzeti
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od Zivotinja u terminalnoj fazi infekcije, virus besnila se nalazi u velikoj koli¢ini 1 moze
se brzo 1 lako dokazati ovom metodom. Lazno negativni rezultati su potencijalno veci
problem kod molekularnih tehnika, jer je kod lisavirusa homologija ve¢a kod
aminokiselinskih nego kod nukleotidnih sekvenci, a novi izolati virusa ¢e pre imati ista
antigenska mesta kao poznati izolati nego iste nukleotidne sekvence (Bourhy i sar.,

1993; Trimarchi 1 Smith, 2002).

Za ante mortem dijagnostiku besnila, koja je ipak znatno ¢eS¢a u humanoj nego
u veterinarskoj medicini, koriste se uzorci salive, krvni serum, cerebrospinalna te¢nost,
otisak roznjace, biopsije koze vrata i mozga. U uzorcima salive virus besnila se moze
dokazati metodom RT-PCR. VazZzno je napomenuti da trahealni aspirati i sputum nisu
pogodni uzorci za dijagnostiku besnila. U uzorku koZe vrata virus se moze dokazati

direktnom imunofluorescencijom u zamrznutim ise¢cima ili RT-PCR-om.

Za odredivanje prisustva specifiénih antitela protiv virusa besnila u krvnom
serumu ispitivane Zivotinje ili coveka moZe se koristiti nekoliko seroloSkih metoda:
reakcija  vezivanja komplementa, indirektna imunofluorescencija, inhibicija
hemaglutinacije, pasivna hemaglutinacija, serum neutralizacioni test, redukcija plakova,
gel difuzija, radioimunoloski test, test redukcije fluorescentnih ZariSta i imunoenzimski
(ELISA) test (Cvetni¢, 1989; Trimarchi i Smith, 2002). Ipak, najceS¢e koris¢eni testovi
su indirektna imunofluorescencija i virus neutralizacioni test. Ukoliko nije aplikovana
vakcina ili imuni serum, prisustvo antitela u krvnom serumu predstavlja i dijagnozu

besnila.

Cerebrospinalna tecnost se mozZe pregledati virus neutralizacionim testom i RT-
PCR-om. Prisustvo specifi¢nih antitela protiv virusa besnila u cerebrospinalnoj tecnosti,

bez obzira na eventualnu prethodnu imunizaciju, predstavlja dijagnozu bolesti.

Otisci roZnjace, koji se dobijaju trljanjem mikroskopske ploc¢ice o nju, mogu se
pregledati metodom direktne imunofluorescencije ili RT-PCR-om. Istim metodama se

testiraju i uzorci dobijeni biopsijom mozga (Trimarchi i Smith, 2002).
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2.7.1. Diferencijalna dijagnostika

Vecina klinickih simptoma besnila je pre opSta nego specifi¢na. Kod pasa se
relativno Cesto pojavljuju bolesti Ciji su simptomi manje ili viSe slicni simptomima
besnila, pa ih je moguce zameniti, naroCito pri pojavi razdrazljivosti. Kod akutnih
meningitisa 1 encefalitisa moZe se pojaviti jaka uzbudenost, ponekad uz agresivno
ponasanje i nagon za ujedanjem. U takvim slucajevima treba propratiti dalji tok bolesti,
jer se paraliza kod drugih bolesti nervnog sistema ne pojavljuje u takvom toku i obliku
kao kod besnila. Puerperalna tetanija i epilepsija se manifestuju opStim kloni¢nim
gréevima, a nervna forma Stenecaka, koja se obi¢no javlja kod mladih pasa, kataralnim
promenama na gotovo svim sluznicama i specificnim egzantemom. Kod Aujeskijeve
bolesti, koja se ¢esto naziva i laZznim besnilom, nema agresivnog ponasanja, ali je jako
izrazen svrab na pojednim delovima tela, izuzev ukoliko je infekcija nastala preko
sluznice usta, kada izostaje. Bolest po pravilu ima brZi tok od besnila a mortalitet je

stoprocentni (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989).

Hronicni ili ucestali bol na nekom delu tela moZe toliko da razdraZi Zivotinju, da
se pojave napadi nemira, koji mogu podsecati na besnilo. Do ovoga moze doc¢i kod
trovanja arsenom, olovom ili Zivom, velikog broja crevnih parazita, akutnih enteritisa,
perforacije ili neprohodnosti creva, reumatizma pasa, kolika ili Zuravosti konja,
prisustva ektoparazita u spoljaSnjem uSnom kanalu goveda i sli¢no. VazZzno je

napomenuti da se tokom ovih bolesti ne javljaju paralize.

Prisustvo stranih predmeta u jednjaku ili medu zubima pasa i macaka moze
pobuditi sumnju na besnilo, jer su Zivotinje nemirne, cedi se mnogo pljuvacke, glas im
je Cesto promukao zbog perilaringealnog edema, i drZze usta otvorena kao da imaju
paralizu Zvakade muskulature. Medutim, na drugim delovima tela nema znakova

paralize.

Sem toga, treba iskljuciti toksoplazmozu pasa i macaka, povrede glave i
oStecenja centralnog nervnog sistema, kao i neoplazme. Kod macaka treba iskljuciti i

trovanja organofosfatima i benzoi¢nom kiselinom, kao i deficit tiamina (Cvetni¢, 1989).
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Kod goveda se simptomi sli€ni besnilu mogu javiti kod listerioze, bovine
spongiformne encefalopatije, prisustva stranog tela u Zdrelu i jednjaku, suncanice,
ketoze, trovanja olovom, hipovitaminoze A i hipomagnezijemije teladi i slicno. Kod
ovaca treba imati u vidu skrepi, cenurozu, listeriozu, cerebrokortikalnu nekrozu, kod
svinja klasi¢nu kugu, rahitis, eklampsiju, trovanje kuhinskom soli i sli¢no. Kod divljaci
takode treba uzeti u obzir encefalitise, trovanja i jake invazije parazita. Kod srna je

relativno Cesta Aujeskijeva bolest, a kod lisica se srec¢e nervna forma Stenecaka.

Kod ljudi diferencijalno dijagnosticki u obzir dolaze tetanus, kod koga je tok
bolesti znatno duzi a prisebnost ocuvana, akutni encefalitisi, poliomijelitis,
postvakcinalni mijelitis, histerija ili lisofobija. Neuroti¢ne osobe koje su bile u kontaktu
sa Zivotinjom sumnjivom na besnilo mogu simulirati konvulzivne napade, narocito
spazam Zdrelne muskulature. U takvim sluc¢ajevima ’’inkubacija’ je veoma kratka.
Neuroparaliticki incidenti prilikom vakcinacije mogu biti teski, a u fatalnim sluc¢ajevima
se ponekad ne mogu razlikovati od besnila. Medutim, oni su veoma retki nakon
uvodenja u upotrebu vakcina dobijenih na kulturi éelija (Ercegovac, 1987; Cvetnié,

1989).

2.8. Imunologija

Virus besnila ima izraZeni tropizam prema nervnom tkivu. Odgovor imunskog
sistema tokom infekcije virusom besnila je veoma specifiCan, zbog
’imunoprivilegovanog’’ statusa nervnog sistema. Ovaj status se zasniva na restrikciji
migracije imunskih T-¢elija, kao i nedostatku specifi¢nih antigen-prezentujucih celija.
Pored toga, infekcija virusom besnila dovodi do supresije imunskog sistema na periferiji
tj. u slezini, Sto joS viSe smanjuje njegovu efikasnost. Kao rezultat, postoji opsta

subverzija imunskog sistema domacina od strane virusa besnila, Sto predstavlja njegovu
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veoma uspeSnu adaptaciju. Samim tim, prirodni kapacitet organizma domacina za borbu

protiv ovako adaptiranog virusa je znacajno ogranicen (Lafon, 2002).

Dugo se smatralo da je centralni nervni sistem izolovan od uobicCajenog
imunskog odgovora isklju¢ivo zahvaljujuci postojanju pasivnih barijera (npr. tesnoj vezi
izmedu endotela u krvno-mozdanoj barijeri ili odsustvu limfnih sudova). Cinjenica je da
krvno-moZdana barijera gotovo u potpunosti onemogucava prolazak antitela i
komplementa u centralni nervni sistem (Miller, 1999), medutim nakon oStecenja
mozdanog parenhima, koje se moZe dogoditi tokom infekcije, proinflamatorni citokini i
hemokini privlace aktivirane limfocite koji mogu da produ kroz krvno-mozdanu barijeru
(Hickey i sar., 1991). Prisustvo B ¢elija u mozgu je dokazano tokom infekcije i nakon
intracerebralne inokulacije antigena (Hatalski i sar., 1998). Nakon prolaska kroz krvno-
moZzdanu barijeru aktivnost T limfocita, odnosno njithovu sposobnost da se izbore sa
infekcijom u centralnom nervnom sistemu, ogranicavaju tri faktora: 1. neefikasno
prezentovanje antigena (aktivna inhibicija MHC molekula klase I i II od strane neurona
1 nepostojanje profesionalnih antigen-prezentujucih celija); 2. apoptoza aktiviranih
limfocita; 3. Imunosupresija T Celija, naroc¢ito Th 1 ¢elija od strane imunosupresivnih

faktora kao Sto su norepinefrin i vazoaktivni intestinalni peptid (Lafon, 2002).

Ekspresija MHC molekula klase I na neuronima i kostimulatornih molekula na
mozdanim ¢elijama i endotelu kapilara je minimalna, $to znaci da se T ¢elije koje mogu
da produ kroz krvno-mozdanu barijeru gotovo uopste ne aktiviraju. Smatra se da Zivi
neuroni suzbijaju ekspresiju MHC molekula klase I, tako da u zdravom centralnom
nervnom sistemu nema prezentacije antigena (Neuman i sar 1995). Pored toga, Zivi
neuroni suprimiraju ekspresiju MHC molekula klase I i II na glija ¢elijama i na
sopstvenoj povrSini, dok je oSte¢eni neuroni dozvoljavaju. Ova aktivna kontrola
ekspresije MHC molekula €ini da inficirani neuroni ne mogu da prezentuju strane
antigene, $to je i dokazano koriS¢enjem jonskog transporta ili sekrecijom solubilnih

neuropeptida (Lafon, 2002).

Nakon povrede ili stresa neke parenhimske celije koje imaju moguénost
ekspresije MHC molekula klase II, na primer glija celije, mogu postati antigen
prezentujuce Celije. One takode proizvode IL-12, koji je bitan za stvaranje Th1 ¢elijskog

odgovora. Medutim, aktivirani astrociti, koji su slabe antigen-prezentujuce Ccelije,
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inhibiraju ovaj a favorizuju Th2 celijski odgovor. Prema tome, postoji aktivna
disregulacija prezentacije stranog antigena preko Thl celijskog mehanizma (Aloisi,

2000; Lafon, 2002).

Veoma bitna ¢injenica u razvijanju primarnog odgovora imunskog sistema
domacina na patogen jeste migracija antigen prezentujucih Celija sa mesta infekcije do
sekundarnih limfoidnih organa. Glija ¢elije su rezidentne celije centralnog nervnog
sistema i ne napustaju ga, tako da u slucaju da je prisustvo antigena ograni¢eno samo na
centralni nervni sistem, kao kod besnila, one mogu prezentovati antigene virusa besnila,
ali ne mogu pokrenuti primarni imunski odgovor protiv njega jer ne dolaze do
sekundarnih limfoidnih organa. Ipak, aktivacija specifi¢nih limfocita je mogucéa ako
peptidi patogena dodu do dendriti¢nih ¢elija, profesionalnih antigen prezentujucih ¢elija
koje su prisutne u meningama, cerebrospinalnoj tec¢nosti 1 horoidnom pleksusu. To su
migratorne Celije koje mogu da napuste centralni nervni sistem i preko krvnih sudova
dospevaju do sekundarnih limfoidnih organa, na primer cervikalnih limfnih ¢vorova,
gde ucestvuju u razvijanju primarnog imunskog odgovora protiv virusnih antigena.
Nakon toga, patogen-specifi¢ni limfociti mogu da migriraju kroz krvno-mozdanu

barijeru i udu u centralni nervni sistem (Lafon, 2002).

Ipak, jo$ uvek nije potpuno jasno da li aktivirani citotoksi¢ni limfociti koji
dospeju u centralni nervni sistem mogu eliminisati inficirane nervne Celije. Smatra se da
aktivirani limfociti koji na svojoj povrSini nose Fas molekule bivaju uniSteni prilikom
susreta sa Fas ligand molekulima (FasL) koji se nalaze na rezidencijalnim celijjama
centralnog nervnog sistema, poput neurona ili astrocita (Bechmann i sar., 1999; Flugel i
sar., 2000; Lafon, 2002). Fas je molekul koji pripada familiji tumor nekroti¢nog faktora
alfa (TNF-a), a prilikom njegove interakcije sa FasL. molekulom dolazi do aktivacije
kaspaze, Sto dovodi do smrti Celije koja ga nosi. Smatra se da upravo ovaj mehanizam
Fas/FasL. apoptoze moze biti veoma znacajan u ograni¢avanju funkcije infiltrovanih

limfocita u centralnom nervnom sistemu (Lafon, 2002).

Na supresiju imunskog odgovora kod besnila uti¢u i endogeni imunosupresivni
faktori koje stvaraju glija celije centralnog nervnog sistema: TGF-B (transformiSuci
faktor rasta), a-MSH (melanocitni stimuliSu¢i hormon), VIP (vazoaktivni intestinalni
peptid) i CGRP (kalcitonin-gen peptid). Pored toga, neodgovaraju¢a prezentacija
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antigena od strane neprofesionalnih antigen-prezentuju¢ih celija moZe izazvati
inhibiciju, pre nego aktivaciju T celija. Efikasnost ovih mehanizama 1 prijemcivost
razli¢itih loza limfocita (B celija, CD4+ T celija, CD8+ T ¢elija) na njih nije u
potpunosti poznata i zahteva nova istrazivanja. Ipak, na osnovu dostupnih podataka
moze se zakljucCiti da centralni nervni sistem nije pravo mesto za efikasan imunski
odgovor. Ova Cinjenica moZe predstavljati adaptivni mehanizam koji ima za cilj da
zastiti nervno tkivo i specijalizovane ¢elije, kao Sto su neuroni, koje imaju ograni¢en
regenerativni potencijal i ¢ija je funkcija neophodna za zZivot (Gold i sar., 1996; Lafon,

2002).

Normalni imunski odgovor na periferiji organizma je mogu¢ u slucaju filtracije
virusnog antigena od strane profesionalnih migrirajucih dendriti¢nih ¢elija iz centralnog
nervnog sistema, odnosno vakcinacije. Medutim, efikasnost na ovaj nacin aktiviranih
limfocita moze biti potpuno uniStena Fas/FasL. mehanizmom ili imunosupresivnim

faktorima u centralnom nervnom sistemu (Lafon, 2002).

Imunoreaktivnost centralnog nervnog sistema u toku infekcije virusom besnila je
proucavana na miSevima koji su eksperimentalno inficirani CVS (challenge virus
standard) sojem fiksiranog virusa koji izaziva fatalnu infekciju. Nakon aplikovanja
virusa u muskulaturu zadnjih nogu, dolazi do progresivne infekcije kicmene mozdine i
mozga, koja je pracena produkcijom inflamatornih citokina interleukina 1 (IL1), TNF-a,
interleukina 6 (IL6) i hemokina (npr. MCP1). Oni privlace limfocite koji prolaze kroz
krvno-moZdanu barijeru (Marquette i1 sar., 1996; Camelo i sar., 2000; Lafon, 2002).
Ipak, uloga ovih limfocita u saniranju infekcije je vrlo diskutabilna. Eksperimentalno je
utvrdeno da je tok infekcije istovetan kod imunokompetentnih miSeva i miSeva koji
nemaju T celije. To ukazuje na €injenicu da T limfociti koji su infiltrovani u centralni
nervni sistem ne mogu da kontroliSu akutnu infekciju, odnosno da virus besnila
prakti¢no podriva imunski sistem domacina. Neefikasnost migratornih T limfocita kod
infekcije virusom besnila moze da ukazuje na to da: 1. T ¢elije nisu specificne za virus
besnila, 2. da su anergicne ili 3. da ubrzo nakon ulaska u centralni nervni sistem bivaju
uniStene apoptozom (Lafon, 2002). Prva mogu¢nost je joS uvek na nivou pretpostavke 1
nije eksperimentalno dokazana, dok druga moze biti rezultat slabe ekspresije MHC

molekula klase II na glija ¢elijama inficiranog centralnog nervnog sistema (Irwing i sar.,
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1999). Poslednja moguc¢nost ide u prilog Cinjenici da centralni nervni sistem ima
imunoprivilegovani status. U ki¢menoj moZdini eksperimentalno inficiranih miSeva
devetog dana nakon infekcije utvrdeno je prisustvo velikog broja apoptoti¢nih Celija, a
specijalnim bojenjima je dokazano da se radi o CD3+ T c¢elijama (Camelo i sar., 2000).
Zanimljivo je da je destrukcija aktiviranih T limfocita u centralnom nervnom sistemu
zabeleZena i kod infekcije Sindbis virusom (humani arbovirus). Iz svega toga moZe se
izvesti zakljuCak da je prirodni imunski odgovor organizma prilikom infekcije
centralnog nervnog sistema virusom besnila redukovan, odnosno da je u najvecoj meri

ocuvan privilegovani status centralnog nervnog sistema.

Pored sposobnosti da izbegne imunski odgovor u centralnom nervnom sistemu,
virus besnila ima sposobnost da urusi imunski sistem domacina van centralnog nervnog
sistema, taCnije u slezini. Za razliku od HIV infekcije, kod koje imunosupresija nastaje
usled uniStavanja efektorskih ¢elija imunskog sistema, kod besnila je imunosupresija
rezultat infekcije nervnog sistema koja indukuje neuroimunsku disregulaciju (Lafon,

2002).

Fatalni encefalitis izazvan patogenim sojevima virusa besnila je pracen
imunodepresijom koju karakteriSu jako lo§ limfocitni odgovor i gubitak celularnog
imuniteta. Eksperimentalno je dokazano da u slezini istovremeno dolazi do pada
limfoproliferativnog odgovora, koji je povezan sa smanjenjem broja splenocita koji
produkuju IL-2, IFN-y i TNF-a (komponente Th1 mehanizma), dok je broj celija koji
produkuju IL-4 nepromenjen (Th2 mehanizam). Pri tome, nisu zabeleZene kvantitativne
promene u razli¢itim populacijama limfocita koji se stvaraju u slezini (CD4+ i CD8+ T
¢elije, B ¢Celije, NK celije). Ublazavanje odgovora imunskog sistema domacina zavisi od
patogenosti virusa besnila. Na primer, zabeleZeno je da Pasterov soj virusa ne izaziva
imunodepresiju, $to upucuje na zakljucak da je za to potrebna odredena disfunkcija ili
inflamacija centralnog nervnog sistema (Perrin i sar., 1996; Camelo i sar., 2001).
Nasuprot tome, eksperimentalno je dokazano da deplecija limfoidnih celija, koja
karakteriSe infekciju virusom besnila, nije pod kontrolom nervnog sistema, odnosno
hipotalamus-hipofiza-nadbubreg osovine (HPA), C¢ije presecanje nije uticalo na
specificni citotoksi¢ni odgovor (Wiktor i1 sar., 1985). Novija istraZivanja govore da

centralni nervni sistem, pored hormonalne kontrole imunskog odgovora, moze da utice
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na aktivnost perifernih organa imunskog sistema preko kateholamina. lako sam
mehanizam nije potpuno razjaSnjen, smatra se da eferentna nervna vlakna luce
kateholamine koji se vezuju za specifi¢ne receptore na imunskim ¢elijama i stimuliSu
lucenje citokina (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-10), Sto remeti imunski odgovor (Straub i sar.,
1998).

Mervni Nema apoptoze u neuronima
parenhim inficiranim virusom besnila

Krvno-mozdana Inflamatorni citokini

barijera (IL-1@, TNF-a, IL-6) |
hemokini

MNema apoptoze-

MNema antigena za prezentovanje
+ Mizak nivo MHC klase I
+Periferalna imunosupresija

J

Nema imunske kontrole

Aktivirani limfocitl

Sema 3. CNS je imunski privilegovan tokom infekcije virusom besnila (Lafon, 2002)

Redosled dogadaja koji se deSavaju tokom encefalitisa izazvanog virusom
besnila je prikazan na Semi 3. Nakon ulaska virusa u nervni sistem, odnosno terminalne
nervne zavrSetke, on putuje kroz mreZu nerava ka centralnom nervnom sistemu.
Infekcija izaziva produkciju hemokina i1 inflamatornih citokina koji privlace aktivirane
limfocite da migriraju kroz krvno-mozdanu barijeru. Medutim, ovi limfociti nisu
specificni za virus besnila, jer nisu aktivirani na periferiji, Sto je posledica nepostojanja
inficiranih ¢elija van centralnog nervnog sistema, odnosno odsustva virusnog antigena
koga bi "videle" profesionalne antigen prezentujuce celije. Virus besnila u centralnom
nervnom sistemu izaziva necitopatogenu infekciju tokom koje je ocuvan fizicki
integritet nervnih celija, te stoga ne postoji slobodni antigen koga bi antigen
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prezentujuce celije mogle da pokupe 1 isporuCe imunskom sistemu. Nedostatak
specificnog odgovora je dodatno pojacan sposobno$¢u patogenih sojeva virusa besnila
da izazovu perifernu imunosupresiju. Kao posledica toga, virus besnila izbegava

imunski odgovor organizma domacina i invadira celokupni nervni sistem (Lafon, 2002).

2.9. Terapija i profilaksa

Besnilo divljih i domacih Zivotinja, kao 1 ljudi, predstavlja fatalnu bolest. Ne
postoji uspesna terapija za klinicko besnilo, a spontano izleCenje, uz par izuzetaka, nije
moguce (Ercegovac, 1987; Hemachudha 1994; Dutta i Dutta, 1994). Smatra se da je
svega dvoje ljudi prebolelo bolest nakon Sto su se pojavili klinicki simptomi:
devetogodiSnji deCak iz Ohaja, SAD, koji je izleCcen 1970. godine, 1
CetrdesetpetogodiSnja Zena iz Argentine, 1972. godine. Terapija koja se primenjuje kod
ljudi se svodi na sedaciju i odrZavanje vitalnih funkcija, i njome se moze produZiti Zivot
pacijenta. Simptomatska terapija se sastoji u ublazavanju komplikacija, kao $to su
hipoksija, sr€ana aritmija, hipotenzija, edem mozga, jatrogene komplikacije i sli¢no.
Struc¢njaci Svetske zdravstvene organizacije preporuCuju da se intenzivno leCenje
usmeri na podrZavanje funkcije respiratornog i kardiovaskularnog sistema, odrZavanje
ravnoteZe elektrolita i rehidrataciju, i daju neuroleptici i antikonvulzivni lekovi. Smatra
se da primena antirabi¢nog hiperimunog globulina ili vakcine kod pacijenata sa
klinickim simptomima bolesti nije delotvorna (Cvetni¢, 1989; de Mattos i sar., 2001).
Upravo zbog toga, tretman besnila je uglavnom usmeren na ujed potencijalno besne

Zivotinje i prevenciju bolesti primenom postekspozicione profilakse.

Pod ekspozicijom se smatra situacija pri kojoj virus besnila moze da ude u
organizam coveka ili Zivotinje kroz otvorenu ranu ili mukoznu membranu. Posto virus
besnila ne moZe da ude u telo kroz intaktnu koZu, boravak u neposrednoj blizini ili
dodirivanje besne Zivotinje ne smatra se ekspozicijom. Ona se najce$¢e deSava prilikom
ujeda, ali i kontaminacije postojecih lezija na koZi ili otvorenih rana salivom ili nervnim

tkivom besne ili Zivotinje sumnjive na besnilo (Briggs, 2002).
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U sluc€aju da se desio ujed Zivotinje koja je klini¢ki zdrava, ona se stavlja na
posmatranje. Ako u narednih deset (po nekim izvorima i za neke sojeve virusa dvanaest,
pa i petnaest dana) Zivotinja ne pokaze klinicke simptome besnila, smatra se da u
momentu ujeda u njenoj pljuvacki nije bilo virusa (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989;

Briggs, 2002).

Postekspozicioni tretman pocinje ¢iS¢enjem rane, Sto predstavlja prvu liniju
odbrane od besnila, i treba ga sprovesti Sto pre nakon ekspozicije. Sve rane treba
detaljno ocistiti vodom 1 sapunom, isprati, a potom tretirati nekim virucidnim
sredstvom, na primer preparatima na bazi kvaternarnih amonijumovih baza (Asepsol) i
povidon jodidom (Hatchett, 1991). Na taj nacin vr$i se odstranjivanje virusa fizickim i
hemijskim putem, i samim tim smanjuje mogucnost infekcije. Protokol nalaZze da se kod
ujednih rana primeni 1 antitetanusna profilaksa, a kod vecih oStecenja tkiva i antibiotska
terapija. Primarno zatvaranje rana zaSivanjem treba izbegavati kad god je to moguce, u

najmanju ruku treba ga odloziti do aplikacije hiperimunog seruma (Wilde, 1997).

U cilju obezbedivanja trenutnog pasivnog imuniteta, postekspozicioni tretman
uvek treba da ukljucuje i aplikaciju antirabi¢nog hiperimunog seruma. Proizveden je na
ljudima, mada se nekada koristio i onaj proizveden na konjima, i aplikuje se u ranu i
oko rane u dozi od 20 internacionalnih jedinica po kilogramu telesne mase. Ostatak
humanog antirabicnog imunoglobulina koji nije aplikovan u ili oko rane se aplikuje
intramuskularno u deo tela koji je udaljen od tretirane rane. U slucajevima kada je
koli¢ina hiperimunog seruma nedovoljna da bi s obradile sve postojece rane, treba ga
razrediti u fosfatnom puferu, a nikako povecati dozu, jer klinicka ispitivanja govore da
to moZe smanjiti stvaranje antirabi¢nih neutraliziraju¢ih antitela i efekat vakcinacije

(Khawplod i sar., 1996; Lang i sar., 1998).

Istovremeno sa hiperimunim serumom, pacijentu se daje i jedna doza antirabi¢ne
vakcine. Vakcina se aplikuje intramuskularno u deltoidnoj regiji, nikako u glutealnoj,
jer to moZe dovesti do stvaranja manjeg nivoa antitela (Fishbein i sar., 1988). JoS§ Cetiri
doze antirabi¢ne vakcine se daju treceg, sedmog, Cetrnaestog i dvadesetosmog dana
(Briggs, 2002). Utvrdeno je da su virus neutralizaciona antitela u krvi prisutna sedam do
deset dana nakon imunizacije. Upravo zbog toga ima smisla aplikovati hiperimuni
serum do sedam dana nakon vakcinacije ozledene osobe, jer je nakon tog perioda
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prisutan aktivni imunitet. Kod osoba koje su preekspoziciono imunizovane protiv
besnila (veterinari, lovci, laboratorijsko osoblje), postekspoziciono se aplikuju dve doze

vakcine, nultog i tre¢eg dana, bez antirabi¢nog seruma (Briggs, 2002).

Kod domacih zivotinja postekspozicioni tretman se u vecini sluCajeva ne
primenjuje. Preporuka je da se nevakcinisani psi i macke koji su bili u kontaktu sa
besnom ili na besnilo sumnjivom Zivotinjom bez odlaganja eutanaziraju. U protivnom,
Zivotinju treba smestiti u karantin Sest meseci, i vakcinisati mesec dana pre puStanja.
Vakcinisane pse 1 macke nakon ekspozicije treba odmah revakcinisati 1 drzati pod
striktnom kontrolom i posmatranjem narednih 45 dana. Zivotinje koje se koriste za
ishranu u roku od sedam dana nakon ekspozicije treba poslati na klanje, s tim da se
tkivo oko rane obavezno odstranjuje. U protivnom, ove slu€ajeve treba staviti na

posmatranje narednih Sest meseci (Briggs, 2002).

2.9.1. Vakcine

Vakcinacija protiv besnila ima prilicno dug istorijat. Prvu vakcinu razvio je
Paster sa saradnicima 1885. godine. Ova, kao i1 vakcine koje su razvijene narednih
godina, kao izvor antigena koristile su inficirano mozdano tkivo, a virulencija je
smanjena isuSivanjem, odnosno izlaganjem infektivnog materijala visokim
temperaturama u razli¢itim vremenskim intervalima. PoCetkom dvadesetog veka Fermi i
Semple su u proizvodnju vakcina protiv besnila poceli da koriste fenol za inaktivaciju
virusa, i istu inaktivisanu suspenziju virusa za sve injekcije, nakon cega je vakcina
postala znatno stabilnija i mogla se distribuirati u bocicama za individualnu upotrebu.
Svetska zdravstvena organizacija je 1973. godine preporucila izbacivanje Fermi tipa
vakcine iz upotrebe, posSto je Cesto u sebi imala rezidualni Zivi virus, dok se Semple tip
vakcine protiv besnila i danas koristi u nekim zemljama u razvoju. Prisustvo mijelinske
komponente nervnog tkiva u Semple vakcini je kod nekih pacijenata izazivalo
neuroparaliticke reakcije, a da bi se to prevaziSlo razvijena je vakcina dobijena
inficiranjem novorodenih miSeva virusom besnila. Ona se trenutno jo§ uvek koristi u

zemljama Latinske Amerike, Azije i Afrike. Sve ove vakcine koje su dobijene iz
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nervnog tkiva, iako su kroz istoriju sauvale mnoge Zivote, imaju mnogobrojne

nuspojave i danas se smatraju prevazidenim (Briggs i sar., 2002).

Mnoge mane vakcina proizvedenih na nervnom tkivu su prevazidene kada je u
upotrebu usla vakcina proizvedena na pile¢im embrionima. Za njenu proizvodnju je
koris¢en humani Flury izolat virusa besnila, nakon 40 do 50 pasaza na pile¢im
embrionima. Ova LEP (low-egg-passage) vakcina je bila prilicno efikasna kod pasa, ali
je povremeno izazivala besnilo kod mladih Stenadi, macaka 1 goveda. Zbog toga je broj
pasaza povecan na 205, a HEP (high-egg-passage) vakcina bila je potpuno bezbedna za

upotrebu i na ovim Zivotinjskim vrstama (Bunn, 1991; Briggs i sar., 2002).

Prva humana vakcina protiv besnila koja nije proizvedena na nervnom tkivu, ve¢
na pacijim embrionima, postala je komercijalno dostupna 1957. godine. Prva moderna
vakcina protiv besnila koja je dobijena na kulturi ¢elija, ta¢nije na humanim diploidnim
¢elijama, pocela je da se koristi 1978. godine. U odnosu na prethodno koriS¢ene
vakcine, ona proizvodi znatno jaci imunski odgovor i znatno blaze alergijske reakcije

(Plotkin, 1980).

Za vakcinaciju Zivotinja danas se u svetu koriste dve grupe vakcina: atenurirane
(modifikovane Zive) 1 inaktivisane vakcine. Za proizvodnju atenuiranih vakcina
najceSce se koriste Flury i Kalev virusi na pile¢im embrionima, odnosno uli¢ni Alabama
Dufferin virus, na kulturi ¢elijja bubrega hrcka 1 Evelyn-Rokitnicki-Abelseth (ERA)
izolat, na kulturi celija bubrega praseta. Ove vakcine se danas koriste uglavnom
ekstenzivno u Aziji i Africi i delovima Evrope, gde su adaptirane za oralnu imunizaciju
divljih mesojeda (Blancou i Meslin, 1996). Iako je efikasnost atenuiranih vakcina
dokazana njihovom dugogodi$njom upotrebom u mnogim krajevima sveta, sve viSe se
koriste inaktivisane vakcine, a brojne su i drzave u kojima atenuirana vakcina uopste

nije licencirana za upotrebu (Briggs i sar., 2002).

Za proizvodnju inaktivisanih vakcina koriste se visoke koncentracije razli¢itih
sojeva virusa besnila, koji se mogu umnoZavati in vivo ili in vitro. Za umnoZavanje in
vivo, koje je priliéno jednostavno, ali se sve viSe izbacuje iz upotrebe zbog etickih
razloga, koriste se obi¢no mladunci miSeva, pacova ili kuni¢a. Najbolje rezultate daju

vakcine proizvedene od virusa umnozenog na mladuncima miSeva, jer ne sadrze
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antigenski mijelin, koji povremeno moZe izazvati alergijske reakcije (Briggs i sar.,
2002). Za umnoZavanje in vitro uglavnom se koriste sojevi dobijeni od Pasterovog soja,
rede Flury soja virusa, i kulture celija bubrega hrcka, mozga zamorceta, humanih
diploidnih ¢elija, rede Vero celije, pile¢ih fibroblasta ili bubrega psa (Cvetni¢, 1989;
Precausta 1 Soulebot, 1991; Reculard, 1996). Virusi se inaktiviSu koriS¢enjem
ultravioletnog  svetla, acetiletilenamina, 1ili u poslednje vreme najceSce
betapropiolaktona. Fenol i formaldehid, koji su ranije koris¢eni u tu svrhu, su izbaceni
iz upotrebe (Reculard, 1996). Nakon inaktiviranja virusa, vakcinama se dodaju
adjuvansi, koji pojacavaju imunski odgovor na virusni antigen. Obicno se kao adjuvans
koristi aluminijum-hidroksid ili aluminijum-fosfat, za vakcine za goveda saponin, retko
uljani adjuvansi (Precausta i Soulebot, 1991). Inaktivisane vakcine dobijene na kulturi
¢elija su prili¢no stabilne, $to ih ¢ini pogodnim za kombinovanje sa drugim vakcinama.
Sem toga, pokazale su se vrlo efikasnim i bezbednim za upotrebu, i danas predstavljaju

najSire upotrebljavanu vakcinu protiv besnila u svetu (Briggs i sar., 2002).

Nakon vakcinacije protiv besnila moguce su nuspojave, odnosno nezeljeni
efekti. NajteZi nezeljeni efekat je svakako pojava vakcinalnog besnila, Sto predstavlja
posledicu koriS¢enja nedovoljno oslabljenog vakcinalnog virusa. Postoje podaci da je
vakcinalno besnilo registrovano tokom Sezdesetih i sedamdesetih godina dvadesetog
veka kod viSe Zivotinjskih vrsta koje su vakcinisane atenuiranom vakcinom dobijenom
iz Flury, SAD 1 Kissling sojeva virusa (Ercegovac, 1987; Cvetni¢, 1989). Povecavanjem
broja pasaza vakcinalnog virusa, a kasnije i prelaskom na inaktivisane vakcine, ovaj
problem je u potpunosti prevaziden. Savremene inaktivisane vakcine, zbog koriS¢enja
vece koliCine antigena i adjuvanasa, ipak mogu dovesti do lokalnih i sistemskih
postvakcinalnih reakcija. NajceS¢e reakcije su bolnost na mestu aplikacije, Sepavost i
regionalna limfadenopatija. Mogu se pojaviti i anafilaksa, groznica, fokalni vaskulitis,
granulomi, a kod macaka su relativno Cesti sarkomi, koji su obi¢no invazivni, a razviju

se nekoliko meseci nakon vakcinacije (Green i Dreesen, 1998; Dubielzig i sar., 1993).

Prethodnih dvadesetak godina radi se na razvijanju novih generacija vakcina,
koje bi bile dovoljno stimulativne za imunski sistem, a sa druge strane bez neZeljenih
sporednih efekata koji se ponekad vezuju za dosadaSnje atenuirane i inaktivisane

vakcine protiv besnila. Neke od inaktivisanih vakcina proizvedenih na kulturama celija

73



koje su danas u upotrebi su stoprocentno efikasne ukoliko se propisno upotrebljavaju.
Medutim, njihova velika mana je visoka cena, Sto narocito pogada zemlje u razvoju, kod
kojih je besnilo jos uvek veliki problem, i u kojima se joS uvek upotrebljavaju vakcine
dobijene na nervnom tkivu. Upravo zbog toga u svetu postoji potreba za efikasnim,
modernim 1 jeftinim vakcinama protiv besnila. ReSenje bi moglo biti u takozvanim
vektorskim vakcinama, u kojima se za ekspresiju glikoproteina virusa besnila, koji
predstavlja glavnu imunogenu komponentu, koriste drugi virusi. Jedan od najcesce
koris¢enih vektora je virus boginja kanarinaca, koji nema moguénost umnoZzavanja u
¢elijama sisara, a indukuje jak odgovor imunskog sistema (Cadoz 1 sar., 1992). Ovaj tip
vakcine je ve¢ registrovan u SAD kao kombinovana vakcina za upotrebu kod macaka.
Pored toga, ispituje se mogucnost koriS¢enja humanog adenovirusa kao vektora za
ekspresiju glikoproteina virusa besnila (Xiang i sar., 1996). Jedna od bitnih
karakteristika nove generacije vektorskih vakcina je da ne izazivaju gotovo nikakve

sporedne efekte i alergijske reakcije (Green i Dreesen, 1998).

U poslednje vreme virusi biljaka, pre svega paradajza i duvana, takode se koriste
u razvijanju nove generacije vektorskih vakcina protiv besnila. Ove vakcine su prili¢no
jeftine, pouzdane i bezbedne za upotrebu i distribuciju, tako da ¢e u buducnosti sigurno
dobiti na znaCaju, naroCito u oralnoj vakcinaciji divljih Zivotinja, gde su u
eksperimentalnim studijama ve¢ pokazale zavidne rezultate (McGarvey 1 sar., 1995;

Yusibov i sar., 1997; Yusibov i Koprowski, 1998).

KoriS¢enjem tehnologije za proizvodnju vakcina za DNK viruse, moZe se
proizvesti jeftina vakcina protiv besnila koja ¢e sadrzati vise antigenskih komponenti i
pruzati zastitu protiv besnila i besnilu srodnih virusa. Trenutno se ova tehnologija
ispituje na primatima, a cilj je da se razvije humana vakcina protiv besnila koja bi se
upotrebljavala u oblastima u kojima su aktuelni i virusi srodni besnilu (Lodmell i sar.,

1998).
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2.10. Kontrola bolesti

I pored velikih napora koji su uloZeni u njeno suzbijanje, besnilo je i dalje bolest
koja predstavlja veliki problem u mnogim oblastima u svetu, naroCito u zemljama u
razvoju. Iz globalne perspektive javnog zdravstva psi se smatraju glavhom metom u
suzbijanju bolesti, posto jos uvek predstavljaju glavne rezervoare besnila, odgovorne za

veliku vecinu prijavljenih slu¢ajeva kod ljudi i domacih Zivotinja (OIE, 2014).

OgraniCavanje kretanja pasa, eutanazija besnih pasa i pasa koji su bili u kontaktu
sa besnim Zivotinjama, odvajanje i opservacija sumnjivih pasa, kao i eutanazija pasa
lutalica su klasi¢ne mere kojima je besnilo u vecini evropskih zemalja u devetnaestom i
prvoj polovini dvadesetog veka drzano pod kontrolom. U periodu od 1950. do 1975.
godine, masovna vakcinacija pasa, u kombinaciji sa uniStavanjam pasa lutalica, dovela
je do eliminacije pseceg virusa besnila u gotovo ¢itavoj Evropi. U pojedinim zemljama,
na primer Nemackoj i Austriji, eradikacija je bila toliko uspeSna da je 1970. godine
ukinuta obaveza vakcinisanja pasa, Sto se doduSe pokazalo kao loSa odluka.
Kombinacija vakcinacije 1 klasicnih mera kontrole jo§ uvek je metod izbora u
situacijama kada je pseci virus unet u oblast zemlje koja je slobodna od besnila (Bogel,

2002).

U cilju borbe protiv jako velikog broja pasa lutalica, koji mogu predstavljati
problem u kontroli besnila, politika njihovog masovnog uniStavanja bila je Siroko
prihvadena Sirom sveta. Medutim, tokom godina se ovaj pristup pokazao krajnje
neefikasnim, ¢emu u prilog govori podatak o jedva nesto preko 4% smanjene populacije
pasa lutalica na godiSnjem nivou (Bogel, 2002). Sem toga, ovaj procenat uklonjenih
pasa je gotovo odmah kompenzovan novim, mahom nevakcinisanim jedinkama. Zbog
toga je Svetska zdravstvena organizacija (WHO) dala preporuku da se ovakav pristup
problemu promeni i da se primene mere koje imaju za cilj povecanje broja vakcinisanih
pasa. Smatra se da bi u uslovima koji vladaju u zemljama u razvoju stepen vakcinacije
pasa, uz nekoliko izuzetaka, mogao da dostigne 70-80%, Sto predstavlja dovoljnu zaStitu
na nivou populacije. U poslednje vreme radi se na razvoju metodologije i vakcine za

peroralnu vakcinaciju pasa, koja bi zamenila parenteralnu u zemljama u razvoju. To bi
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svakako olakSalo kontrolu pse¢eg besnila u zemljama gde je tehnicki tesko i skupo vrSiti
injekcionu vakcinaciju, a globalna eradikacija besnila iz populacije pasa, kao jednog od
glavnih rezervoara bolesti, postala bi dostizan cilj. Analize pokazuju da je eliminacija ili
Cak eradikacija besnila kod pasa izvodljiva i svakako ekonomic¢nija od odrzavanja
skupih servisa za postekspozicioni tretman ljudi, nadzor bolesti i neadekvatnih mera za

kontrolu besnila kod pasa (Bogel, 2002).

Mere kontrole besnila kod divljih Zivotinja su prvi put primenjene 1915. godine
na kojotima u Kaliforniji i Nevadi, a potom i Sezdesetih godina dvadesetog veka u
suzbijanju besnila lisica u Nemackoj, Danskoj, Francuskoj i Madarskoj. Re¢ je o
klasi¢cnim merama kontrole, koje su se zasnivale na smanjivanju broja, odnosno gustine
populacije lisica i njenom odrZavanju na nivou koji ne pogoduje Sirenju bolesti — jedna
lisica na 1,5 km2 Ove mere su se sastojale iz: gasiranja lisi¢jih jazbina, jamarenja,
nalivanja vode u jazbine, hajke i lova iz zasede, trovanja lisica, postavljanja klopki i
zamki i slicno. PoSto pomenutim merama redukcije populacije lisica nisu postignuti
ocekivani rezultati, odnosno nije spreeno zanavljanje epizootija besnila kod lisica, a
pokrenute su i brojne eticke rasprave, joS Sezdesetih godina zapoceto je ispitivanje

mogucnosti njihove vakcinacije (Ercegovac, 1987; Finnegan, 2002).

Struc¢ni komitet Svetske zdravstvene organizacije je 1966. godine uputio poziv
za istraZivanje moguce vakcinacije divljih Zivotinja. lako su svetske farmaceutske kuce
duZi niz godina razvijale vakcine za domace Zivotinje, Cinilo se da je njihova primena
na divlja¢i nemoguca. Jedan od prvih istraZivaca u toj oblasti, DZordZ Ber, pokusao je
da peroralno vakciniSe lisice koriste¢i parenteralne vakcine LEP i HEP, i pokazao da je
koncept peroralne vakcinacije divlja¢i mogu¢ (Baer, 1988; Johnston i Tinline, 2002).
Vinkler je pokuSao da izvrSi vakcinaciju lisica zarobljenih u zamke pomocu
automatskog injektora koji bi Zivotinja sama aktivirala, ali se taj koncept ubrzo pokazao
neprakticnim, a rezultati vakcinacije nisu bili na zadovoljavaju¢em nivou. U tom
periodu za redukciju broja lisica koriS¢eni su mamci koji su bili ispunjeni otrovom, pa je
ova ideja posluZila i za prvu peroralnu vakcinaciju lisica, u Svajcarskoj 1977. godine. U
kokosije glave, koje su sluZile kao mamac, bila je ubafena atenuirana vakcina, a ova
kampanja je postigla zapaZen rezultat 1 dala zamah razvoju celokupnog sistema

vakcinacije divljih Zivotinja protiv besnila (Johnston i Tinline, 2002). Nakon cetiri

76



godine, antitela protiv virusa besnila su dokazana kod 50 % lisica sa tretiranog podrucja,

a virus nije izolovan ni iz druge divljaci niti sitnih glodara (Cvetni¢, 1989).

Zahvaljuju¢i ovom pozitivnom iskustvu, u Nemackoj je 1983. godine zapoceo
trogodiSnji program peroralne vakcinacije lisica, nakon koga je imunitet steklo oko 75%
lisica, a besnilo eliminisano. Tokom 1986. godine preduzeta je koordinisana akcija
vakcinacije lisica u Luksemburgu, Belgiji i Francuskoj, takode sa veikim uspehom

(Cvetni¢, 1989).

Krajem osamdesetih godina program vakcinacije lisica su sprovele i Italija,
Austrija, Slovenija kao deo SFRJ, kao i mnoge druge evropske zemlje. Devedesetih je
vakcinacija sa velikim uspehom zapoceta i u SAD i Kanadi, a potom i u zemljama u
naSem okruzenju — Madarskoj, Hrvatskoj, Bugarskoj i Rumuniji. U jesen 2010. godine

zapoceta je peroralna vakcinacija lisica i u Srbiji.

Pored vakcinacije, u programu kontrole je bitan i monitoring njene uspeSnosti. U
okviru ovog monitoringa vr$i se ispitivanje prisustva antitela protiv virusa besnila u
krvnom serumu ispitivanih Zivotinja (lisica), prisustva biomarkera (najceSce
tetraciklina) u kostima i zubima Zivotinje, i prisustvo samog virusa besnila u centralnom
nervnom sistemu. Podaci koji se dobiju u okviru monitoringa od velike su vaznosti u

proceni uspesSnosti vakcinacije, kao 1 u menadZmentu kontrole besnila.

Poslednjih decenija, sa saznanjem da su bitni rezervoari besnila, aktuelizovana je
kontrola bolesti i kod slepih miSeva. Sedamdesetih godina proslog veka utvrdeno je da
je slepi miS Desmodus rotundus osetljiv na antikoagulans difenadion. Nakon injekcije
jedne doze od Img/kg telesne mase kravi, njena krv je u naredna tri dana letalna za
slepe miSeve, bez ikakvog Stetnog dejstva po kravu. Sli¢no dejstvo je pokazao i varfarin,
a oba antikolagulansa se mogu kombinovati sa vakcinom protiv besnila. Difenadion se
moze primeniti i tako Sto se njime premazu leda nekoliko slepih miSeva iz kolonije, koji
se potom vrate u pecinu i u kontaktu sa ostalim jedinkama mehanicki im ga prenesu.
Uspesnost ovih metoda je proverena u mnogim istraZivanjima u Latinskoj Americi, a na
ovaj nacin je broj ujeda slepih miSeva u ugroZenim stadima smanjen 1 do 85%

(Arellano-Sota, 1988; Cvetnic¢, 1989).
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Pitanje kontrole besnila kod slepih miSeva insektivora, narocito Eptesicus fuscus
1 Lasionycteris noctivagans koji predstavljaju glavne izvore besnila za ljude, joS uvek je
otvoreno, i narednih godina njihova vakcinacija predstavlja¢e veliki izazov za

istrazivace u ovoj oblasti (Johnston i Tinline, 2002).

78



3. Cilj i zadaci

Cilj istrazivanja je utvrdivanje korelacije patomorfoloskih promena u mozgu
lisica inficiranih divljim sojem virusa besnila 1 distribucije virusnog antigena po
pojedinim regijama mozga. Istovremeno, utvrdi¢e se i njihova korelacija sa prisustvom
pojedinih citokina (interleukin 1 B, tumor nekroti¢ni faktor o), i uloga navedenih

citokina u patogenezi bolesti.
Postavljeni cilj realizovan je kroz sledece zadatke:

1. Pregled mozgova lisica metodom direktne imunofluorescencije i RT-PCR

2. Uzorkovanje mozdanog tkiva lisica kod kojih je ustanovljeno prisustvo
virusnog antigena za patohistolosko ispitivanje (fiksiranje, obrada,
kalupljenje, secenje)

3. Mikroskopska ispitivanja histoloskih ise¢aka obojenih hematoksilin-eozin
metodom (HE)

4. Imunohistohemijsko ispitivanje prisustva virusnog antigena po pojedinim
delovima mozga upotrebom LSAB+ metode

5. Imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije citokina po pojedinim delovima
mozga upotrebom LSAB2 metode

6. Morfometrijska analiza 1 statisti¢ka obrada podataka
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4. Materijal i metode

4.1. Materijal

Ispitivanje je izvrSeno na uzorcima mozgova deset lisica (Vulpes vulpes) oba
pola, koje su uginule ili su odstreljene pod sumnjom na besnilo. Kao negativna kontrola
koris¢eni su mozgovi Sest odstreljenih lisica, oba pola, kod kojih metodama direktne

imunofluorescencije i RT-PCR nije ustanovljeno prisustvo virusa besnila.

4.2. Direktna imunofluorescencija (tehnika fluorescentnih antitela)
DFA

Nakon uzorkovanja mozga, pojedine regije — hipokampus, kora velikog mozga,
mali mozak 1 produZena mozdina, bile su ispitane na prisustvo antigena virusa besnila
metodom direktne imunofluorescencije. Otisak preparati su fiksirani u hladnom
acetonu, a nakon nanoSenja specifi¢nih antitela inkubirani su 30 minuta u vlaznoj
komori na 37°C. Koris¢ena su komercijalna poliklonska antitela proizvodac¢a Biorad,
France (kat. br. 357-2112) i miks monoklonskih antitela proizvodaca Sifin, Deutschland
(kat. br. FLI-B 555). Oba antitela su konjugovana fluorescein-izotiocijanatom (FITC).
Nakon inkubacije, preparati su ispirani 3 puta po 5 minuta u PBS-u, demineralizovanoj
vodi, osuSeni na vazduhu i1 posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom Zeiss Axio

Observer Al.
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4.3. Lancana reakcija polimeraze RT-PCR

4.3.1. Ekstrakcija RNK

Ekstrakcija RNK je vrSena na slede¢i nacin: uzorci (hipokampus, veliki mozak,
mali mozak i produZena moZdina u koli¢ini od 1 g) su homogenizovani u tarioniku uz
dodatak PBS u odnosu 1:5. Homogenizat je prenoSen u 1,5 ml ependorf tubice u
koli¢ini od 0,5 ml, a potom centrifugovan na 1000 obrtaja u vremenu od jednog minuta.
Za ekstrakciju RNK koris¢en je supernatant po uputstvu proizvodaca kita za ekstrakciju
MagVet DNA/RNA extraction kit (LSI, Francuska). Princip rada kita je zasnovan na
koriS¢enju magnetnih Cestica. Supernatant u koli¢ini od 0,2 ml je prenoSen u tubicu sa
20 pl proteinaze K (koncentracije mg/ml) 1 180 ul NMI1 pufera za liziranje (LSI,
Francuska) i inkubiran u vodenom kupatilu na 70 °C 30 minuta. Tubice su zatim kratko
centrifugovane i njihov sadrzaj je prenosen u prvi bazenci¢ plasti¢nog kertridZa u kome
se nalazi rastvor magnetnih Cestica i pufera za vezivanje. Stalak sa kertridZima je zatim
postavljan u uredaj za ekstrakciju nukleinskih kiselina Kingfisher mL, a sam proces
rada uredaja prethodno je zadat od strane proizvodaCa uredaja za ekstrakciju.
Ekstrahovana RNK konacne zapremine 80 ul je ¢uvana na temperaturi od -70 °C do

pocetka ispitivanja.

4.3.2. I1zvodenje metode RT-PCR u jednom koraku (One Step)

LanCana reakcija polimeraze izvodena je primenom komercijalnog kita
SuperScript III Platinum Quantitative One-Step RT-PCR System (Invitrogen).
Mesavina za izvodenje RT-PCR pripremana je u mikrotubama za svaki uzorak
pojedinacno i bila je sledeceg sastava: 12,5 ul 2X Reaction Mix-a, 0,5 ul SuperScript™
III RT/Platinum® Taq Mix-a , 0,4 ul forward prajmera JW12, 0,4 ul reverse prajmera
JW10, 6,2 ul vode, 5 ul ekstrahovane RNK. Ukupna zapremina meSavine iznosila je 25
ul. Prajmeri koji su koriS¢eni u ispitivanju su specifi¢ni za deo genoma (N gen) koji

kodira nukleoprotein i opisani su u radu Heatona i saradnika (1997).
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Tabela 1. Sekvence koriS¢enih prajmera

Prajmer Sekvenca
JW12 ATGTAACACC(C/T)CTACAATTG
JW10 GTCATTAGAGTATGGTGTTC

Mikrotube sa uzorcima su zatim prenete u PCR uredaj Applied Biosystems 2720

u kojem je izvodena reakcija na temperaturnom rezimu prikazanom u tabeli 2.

Tabela 2. Parametri PCR reakcije

Reverzna Aktivacija PCR
transkripcija AmpliTaq gold 40 ciklusa
(RT) polimeraze Denaturacija | Annealing | Extension
Temperatura 50 95 94 49 72
°O)
Vreme 30 min. 2 min. 30 sek. 30 sek. 1 min

Posle izvodenja lancCane reakcije polimeraze vrSena je horizontalna gel-
elektroforeza ispitivanih uzoraka radi vizuelizacije dobijenih PCR produkata.
Elektroforeza je vrSena u komercijalnim, prethodno izlivenim kasetama sa 2%
agaroznim gelom i ve¢ dodatim etidijum-bromidom, u trajanju od 26 minuta. Posle
zavrSetka izvodenja elektroforeze, kaseta sa gelom je preneta u Gel Doc XR system
(Bio-Rad) radi vizuelizacije pod UV svetlom. Duzina dobijenog proizvoda je poredena
sa molekularnim markerom Fermentas O Gene Ruler 100-1000 baznih parova. Pojava

trake veli¢ine 581 baznih parova na agaroznom gelu je smatrano pozitivnim nalazom.

4.4. Histolosko i imunohistohemijsko ispitivanje

Za histoloSko 1 imunohistohemijsko ispitivanje uzorkovani su slede¢i delovi
mozga svake lisice: hipokampus, kora velikog mozga, mali mozak i produZena

mozdina.
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Uzorci tkiva fiksirani su 48 sati u 10% puferizovanom neutralnom formalinu,
nakon Cega je vrSena njihova obrada u automatskom tkivnom procesoru Leica TP 1020
(dehidratacija kroz seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i

kalupljenje u parafinske blokove.
Tkivni isecci debljine 4-5 um bojeni su klasicnom hematoksilin-eozin metodom.

Od imunohistohemijskih metoda koriS¢ena je trostepena streptavidin-biotin
metoda (LSAB). U tkivnim iseCcima je najpre izvrSeno demaskiranje antigena,
koris¢enjem citratnog pufera (pH 6,0), koji je zagrevan u mikrotalasnoj pe¢nici na 560
W u trajanju od 21 minut. Endogena peroksidaza je blokirana u 0,3% rastvoru vodonik-
peroksida u metanolu, na sobnoj temperaturi (22+3°C) u trajanju od 15 minuta. Sva
ispiranja i razblaZenja tokom reakcije radena su u PBS-u (pH=7,2-7,4). Preinkubacija je
vrSena u 10% kozjem serumu u PBS-u u trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi.
Isecci su inkubirani sa primarnim antitelima odgovarajuceg razredenja i pod odredenim
uslovima inkubacije (tabela 3). Nakon inkubacije i ispiranja primarnog antitela isecci su
tretirani odgovaraju¢im kitom za detekciju. Za detekciju su koriS¢eni kitovi Dako
LSAB+ System-HRP (Dako, K0679) i Dako Cytomation LSAB2 System-HRP (Dako,
K0675).

Tabela 3. Primarna antitela, preinkubacija, razredenje primarnog antitela, uslovi
inkubacije primarnog antitela i kitovi za detekciju koriS¢eni u imunohistohemijskom
ispitivanju

. Proizvodac . .. . .. Kit za
Antitelo (serijski br.) Preinkubacija | Razredenje | Inkubacija detekciju
Chemikon/Millipore . ) 60 minuta, Dako,
Rab-Ag (51991) nije radena 1:2000 sobna temp. K0679
Santa Cruz kozp.serum ) +4°C, preko Dako,
TNF-a . 1:10 1:50 "
Biotechnology (10%) noci K0675
(s¢-52746) i
Santa Cruz kozji serum +4°C, preko Dako,
IL1-B . 1:1 1:100 "
Biotechnology (50%) noci K0675
(sc-7884) i
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Antigen-antitelo kompleks koji je nastao u tkivu postao je vidljiv primenom
diaminobenzidina (DAB+, Dako, K3468) u trajanju od 5 do 15 minuta. Na mestu
pozitivne reakcije javlja se precipitat smede boje. Kontrastiranje ise¢aka izvrSeno je u
koncentrovanom hematoksilinu (Mayer-ov hematoksilin) u trajanju od 2 sekunde.
Nakon bojenja isecci su montirani pomoc¢u vodenog medijuma za montiranje Glycergel

(Dako, C563).

Negativne kontrole tokom imunohistohemijskog ispitivanja predstavljali su
1sec¢ci mozga koji nisu tretirani primarnim antitelom 1 isecci mozga kod kojeg metodama

TFA i RT-PCR nije utvrdeno prisustvo virusa besnila.

4.5. Semikvantitativna analiza

Semikvantitativnom analizom obuhvacena je distribucija virusnog antigena u
Cetiri ispitivane regije mozga svake lisice - hipokampusu, kori velikog mozga u nivou
lobus parietalisa, malom mozgu i produzenoj moZzdini. Intenzitet imunohistohemijske
reakcije je bodovan na sledeci nacin: negativna (-); slabo pozitivna (+), kada je uocena
jedna pozitivna ¢elija po vidnom polju na velikom uvecanju; umereno pozitivna (++),
kada je uoceno dve do pet pozitivnih ¢elija po vidnom polju; i jako pozitivna (+++),
kada je uoceno viSe od pet pozitivnih celija po vidnom polju na velikom uvecanju
(400x). Ova analiza je zasnovana na sistemu kori§¢enom od strane istraZivaca (Stein i

sar., 2010) uz manje modifikacije.

4.6. Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza izvrSena je KkoriS¢enjem svetlosnog mikroskopa
Olympus BX51, kamere Olympus Color View III i morfometrijskog softvera Olympus
Cell B. Utvrden je broj neurona sa pozitivnim imunohistohemijskim signalom na
antigen virusa besnila od ukupno pedeset nasumic¢no izbrojanih neurona. Brojanje je

vrSeno na uveli¢anju od 400x, na nasumicno izabranim vidnim poljima, za svaku od
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pomenutih regija mozga. Dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i graficki koriS¢enjem

programa Microsoft Excel 2007.

4.7. Statisticka analiza podataka

Pri opisivanju dobijenih rezultata upotrebljeni su deskriptivni statisticki
pokazatelji (aritmeticka sredina, standardna devijacija, standardna greSka aritmeticke
sredine, interval varijacija i interkvartilna razlika). Statisticka analiza dobijenih
podataka podrazumevala je proveru normalnosti analiziranih distribucija jer se radilo o
numerickim podacima koji su dobijeni prebrojavanjem u odredenom, zadatom intervalu
(0-50). Testiranje na normalnost izvedeno je pomocu Kolmogorov-Smirnov
(Kolmogorov-Smirnov) testa i nije ustanovljena signifikantna razlika odstupanja od
normalnog rasporeda (p>0,05). Na osnovu takvog rezultata za dalja testiranja
znacajnosti razlika izmedu ispitivanih grupa primenjeni su parametrijski testovi
ANOVA, kao grupni test, i Tukey test kao pojedinacni. Signifikantnost razlika
ustanovljena je na nivou sigurnosti od 0,99. Pri statistickoj analizi koriSc¢en je statisticki

paket PASW Statistics 18.
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5. Rezultati

5.1. Direktna imunofluorescencija

Metodom direktne imunofluorescencije, kod svih deset ispitivanih uzoraka
utvrdeno je prisustvo antigena virusa besnila. U otisak preparatima uocene su okrugle
inkluzije razlicitih veli€ina, koje fluoresciraju sjajno zeleno (slika 1). Oko pojedinih

inkluzija bili su prisutni fluorescentni prstenovi koji podsec¢aju na oreole. Okolno tkivo
bilo je mutno tamnozelene boje.

-
Slika 1. Direktna imunofluorescencija 100x. Negativni kontrolni uzorak (a). Pozitivni
signal u neuronima (b, c 1 d).




5.2. Lancana reakcija polimeraze RT-PCR

Kod svih deset ispitivanih uzoraka metodom RT-PCR utvrdeno je prisustvo
genoma virusa besnila. U agaroznom gelu je kod svih uzoraka uocena traka veli¢ine 581

baznih parova, §to je prikazano na slici 2.

Slika 2. Vizuelizacija RT-PCR proizvoda elektroforezom.

U kolonama 1 1 12 nalazi se molekularni marker Gene Ruler 100-1000 baznih parova. U
kolonama 2 do 11 nalaze se RT-PCR proizvodi ispitivanih uzoraka.
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5.3. Patohistoloski nalaz

Patohistoloskim pregledom kod svih lisica utvrdene su promene u tipu akutnog
negnojnog encefalitisa. Njihov intenzitet je bio od veoma blagog do jasno izrazenog, u

zavisnosti od Zivotinje i u manjoj meri od regije mozga.

U svim ispitivanim regijama mozga utvrdena je proliferacija mikroglija celija,
koje su bile rasporedene difuzno (difuzna glioza) (slika 3a) ili fokalno (slike 3b i 4b), u
vidu nakupina glija ¢elija koje formiraju ¢vori¢e (takozvani Babesovi ¢vori¢i). Uoceno
je i umnozavanje perineuronske oligodendroglije — satelitoza (slike 3c, 4a i 4d), i
neuronofagija — fagocitoza oStecenih neurona od strane aktiviranih mikroglija celija

(slika 3c).

U piramidalnim neuronima kore velikog mozga i hipokampusa, a narocito u
velikim neuronima jedara produZene mozdine zapaZene su distroficne promene u vidu
bubrenja, kariolize, kariopiknoze i liziranja Nislove supstance (slika 4e). Zapazen je i
edem sive i bele supstance (slika 4a). Kod dve Zivotinje u neuronima malog mozga i

produZene moZdine uo¢eno je nakupljanje lipofuscina.

Oko krvnih sudova zapazene su nakupine limfocita i makrofaga (perivaskularni
infiltrati), debljine jednog do nekoliko slojeva (slike 3d i1 4c). Kod par Zivotinja

zapazena je i proliferacija endotelnih ¢elija krvnih sudova — endotelioza (slika 3e).

Negrijeva telaSca, ovalne, jasno ogranicene, intracitoplazmatske eozinofilne
inkluzije sa neSto svetlijim unutraS$njim telascima, nadena su kod tri lisice, i to u

piramidalnim neuronima kore velikog mozga i hipokampusa (slika 3f).

Kod dve lisice je zapazen sero-limfocitni leptomeningitis (slika 4f). U
infiltratima su, kao i u perivaskularnim infiltratima parenhima, preovladavali limfociti i

makrofagi, uz manji broj plazma celija.

Kao sporadi€an nalaz zapaZena su krvavljenja u kori velikog mozga,

hipokampusu i malom mozgu.
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Ucestalost najznacajnijih patomorfoloskih promena po pojedinim regijama

mozga prikazana je u tabeli 4.

Tabela 4. Najznacajnije patomorfoloSke promene po regijama mozga

regija kora vel. hipokampus | mali mozak prod. mozdina

promena mozga

difuzna glioza 9 9 8 9
fokalna glioza 6 1 3 6
satelitoza 5 6 3 2
neuronofagija 5 2 2 1
endotelioza 2 - - 2
perivask. infiltrati 5 - 3 2
edem 2 1 2 4
distrofi¢ne prom. 2 2 1 2
Negrijeva telaSca 2 2 - -
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Slika 3. Patohistoloski nalaz u velikom mozgu lisica inficiranih virusom besnila, HE

Difuzna glioza (a). Fokalna glioza (b). Satelitoza i neuronofagija (c). Perivaskularni
infiltrat (d). UmnoZavanje endotela krvnog suda (e). Negrijeva tela u citoplazmi
neurona (f).



Slika 4. Patohistoloski nalaz u mozgu lisica inficiranih virusom besnila, HE

Hipokampus, edem i satelitoza (a). Hipokampus, fokalna glioza (b). ProduZena
moZdina, perivaskularni infiltrat (c). ProduZena moZdina, satelitoza (d). ProduZena
moZdina, distrofija neurona (e). Sero-limfocitni leptomeningitis (f).



5.4. Imunohistohemijski nalaz

5.4.1. Antigen virusa besnila

Antigen virusa besnila je imunohistohemijski dokazan u svim ispitivanim

uzorcima. Pozitivan signal u vidu pojedinacnih i difuznih zrnastih ili ovalnih homogenih

struktura smede boje zapazen je u perikarionu neurona, kao i u njihovim aksonskim i

dendritskim produzecima (slike 5, 6, 7 1 8).

vecoj meri, dokazan u svim delovima mozga ispitivanih lisica.

regijama mozga ispitivanih lisica prikazan je u tabeli 5.

Utvrdena je veoma Siroka distribucija virusnog antigena, koji je, u manjoj ili

Intenzitet imunohistohemijske reakcije na antigen virusa besnila po pojedinim

Tabela 5. Intenzitet imunoreaktivnosti na virusni antigen po regijama mozga

r. br. | hipokampus | kora vel. mozga mali mozak produZena mozdina
1 +++ ++ ++ ++
2 ++ ++ + +++
3 +++ ++ +++ ++
4 +++ ++ +++ +++
5 ++ ++ + ++
6 +++ ++ + +++
7 + + + +
8 ++ ++ + +
9 +++ ++ ++ ++
10 ++ + + ++
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Slika 5. Imunohistohemijski nalaz u hipokampusu lisica inficiranih virusom besnila

Vizuelizacija virusnog antigena, LSAB+ (a-f). Intenzitet reakcije: ++ (e, f); +++ (a, b, c,
d).



Slika 6. Imunohistohemijski nalaz u kori velikog mozga lisica inficiranih virusom
besnila

Vizuelizacija virusnog antigena, LSAB+ (a-f). Intenzitet reakcije: + (e, f); ++ (a, b, c,
d).



Slika 7. Imunohistohemijski nalaz u malom mozgu lisica inficiranih virusom besnila

Vizuelizacija virusnog antigena, LSAB+ (a-f). Intenzitet reakcije: + (b, ¢); ++ (a, d, e);
+++ (D).
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Slika 8. Imunohistohemijski nalaz u produZenoj moZdini lisica inficiranih virusom
besnila

Vizuelizacija virusnog antigena, LSAB+ (a-f). Intenzitet reakcije: ++ (c, e, f); +++ (a, b,
d).



5.4.2. Citokini (IL1-B, TNF-a)

Uzorci kod kojih su patohistoloSkim ispitivanjem ustanovljene izraZzene

zapaljenske promene ispitani su na prisustvo proinflamatornih citokina.

IL1-B i TNF-a su imunohistohemijski dokazani u zonama zapaljenskih promena.
Pozitivni signal je uoCen u mikroglija c¢elijama, makrofagima i limfocitima

perivaskularnih nakupina i meke mozdanice (slike 91 10).

Intenzitet ekspresije je varirao, u zavisnosti od stepena izraZenosti zapaljenskih
promena. U zonama sa izraZenim zapaljenskim promenama ekspresija proinflamatornih
citokina je bila znatno intenzivnija nego u zonama sa blagim zapaljenskim promenama.
Uocena je direktna pozitivna korelacija izmedu intenziteta ekspresije citokina i stepena

zapaljenskih promena.

U ispitivanim uzorcima nije uocena korelacija izmedu distribucije antigena

virusa besnila i proinflamatornih citokina.

a : —ma— b

100 pm ! T T
Slika 9. Imunohistohemijski nalaz u mozgu lisica inficiranih virusom besnila

Ekspresija IL1-B, LSAB2. Kora velikog mozga, glija ¢elije (a). MoZdane ovojnice,
makrofage (b).

97



a pOEE - & D e

100 pm

100 pm 100 pm

Slika 10. Imunohistohemijski nalaz u mozgu lisica inficiranih virusom besnila
Ekspresija IL1-B, LSAB2. Glija ¢elije i perivaskularni infiltrat (a). Glija celije (b).

Ekspresija TNF-0, LSAB2. Makrofage i glija ¢elije (c). Perivaskularni infiltrat (d,e).
Glija ¢elije i epitelne ¢Celije plexus chorioideusa i ependima (f).
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5.5. Morfometrijska analiza

Procenat pozitivnih neurona po pojedinim regijama mozga kod svake ispitane

Zivotinje prikazan je u tabeli 6.

Tabela 6. Procenat pozitivnih neurona po regijama mozga ispitivanih Zivotinja

% hipokampus kora velikog mali mozak produZena
mozga moZdina

1 70 38 56 66

2 54 22 34 62

3 76 40 52 68

4 84 40 70 82

5 68 36 42 54

6 74 38 42 76

7 22 12 14 16

8 44 16 18 22

9 70 34 54 56
10 48 20 32 54
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Prosecan broj neurona pozitivnih na prisustvo antigena virusa besnila po

pojedinim regijama mozga ispitivanih Zivotinja prikazan je u grafikonu 1.

100% -
90% -

80% -
70% -

60% -
50% -

40%
30% -~
20% -
10% -

O% T T T 1
hipokampus kora velikog mali mozak produzena
mozga mozdina

Grafikon 1. Prosecan broj pozitivnih neurona po regijama mozga

Testiranjem na normalnost pomocu Kolmogorov-Smirnov (Kolmogorov-
Smirnov) testa nije ustanovljena signifikantna razlika odstupanja od normalnog

rasporeda (p>0,05) (tabela 7).

Testiranje znacajnosti razlika izmedu ispitivanih grupa pomocu ANOVA i

Tukey testa prikazano je u tabeli 8.
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Tabela 7. Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa

Kolmogorov-Smirnov*
Statistic df Sig.
hipokampus ,246 10 ,089
kora velikog mozga 257 10 ,059
mali mozak ,128 10 ,200
produZena mozdina ,238 10 , 116

Tabela 8. Rezultati ANOVA i Tukey testa

Table Analyzed Data 1l

One-way analysis of variance

P value 0,0012

P value summary ok

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 4

F 6,581

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 1605 3 534,9

Residual (within columns) 2926 36 81,27

Total 4530 39

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
Hipokampus vs Kora vel. mozga 15,70 5,507 Yes ok
Hipokampus vs Mali mozak 9,800 3,438 No ns
Hipokampus vs Produz. mozdina 1,700 0,5963 No ns
Kora vel. mozga vs Mali mozak -5,900 2,070 No ns
Kora vel. mozga vs Produz. mozdina -14,00 4911 Yes ok
Mali mozak vs Produz. mozdina -8,100 2,841 No ns
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Tabela 9. Deskriptivni statisticki parametri

n X SD Se CV% | Min. Max.
Hipokam
10 30,502 9,37 2,9640 | 30,73 11,00 42,00
pus
Kora
velikog 10 14,802ab 5,43 1,7180 | 36,71 6,00 20,00
mozga
Mali mozak| 10 20,70 8,73 2,7610 | 42,18 7,00 35,00
Produzena | | 5a 000 | 1147 [3,6260 | 3982 | 800 | 41,00
mozdina
*Istim slovima je opisana signifikantna razlika: p<0,05 a, b
50=
40+ -1 |
30+
20+ ——_
10+ B
0 L L ¥ ¥
Hipokampus Kora vel. mozga Mali mozak Produiena moZdina

Grafikon 2. Graficki prikaz deskriptivnih statistickih parametara
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Analiziraju¢i deskriptivne statisticke parametre broja neurona u kojima je
utvrdeno prisustvo virusnog antigena (tabela 9, grafikon 2), ustanovljeno je da je
statisticko signifikantno (p<0,01) najmanji broj pozitivnih ¢elija bio u kori velikog
mozga (14,80+5,43) u odnosu na broj pozitivnih ¢elija u hipokampusu (30,50+9,37) i
produZenoj mozdini (28,80+11,47). Dobijeni statisticki pokazatelji ukazuju na povecan
varijabilitet ispitivanih delova mozga, koji se kretao od 30,73% kod hipokampusa do
42,18% kod malog mozga.
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6. Diskusija

Iako je covecCanstvu poznato hiljadama godina, besnilo i dalje predstavlja realnu
pretnju po zdravlje ljudi i Zivotinja. I pored velikih napora i ogromnih sredstava
potroSenih za njeno suzbijanje, ova bolest je jo§ uvek prisutna na svim naseljenim
kontinentima, a godiSnje u svetu, mahom u Aziji i Africi, odnese izmedu 55000 i 75000

ljudskih zivota (Jackson, 2009; Jackson, 2011).

Crvena ili rida lisica (Vulpes vulpes) je idealan rezervoar virusa besnila,
prvenstveno zbog veoma visoke prijemcivosti vrste, visokog stepena ekskrecije virusa i
odsustva postinfektivnog imunskog odgovora (Blancou, 1988). Pored toga, i njena
ubikvitarnost, sposobnost prilagodavanja, plodnost, nacin ishrane i etologija doprinose
odrZavanju i prenoSenju virusa besnila u prirodi. Od tridesetih godina prosloga veka
lisice predstavljaju glavni rezervoar besnila u Evropi. Osamdesetih godina zapocete su
prve planske kampanje peroralne vakcinacije lisica protiv besnila, koje su imale velikog
efekta u kontroli bolesti. Kontinuiranim sprovodenjem peroralne vakcinacije u vecini
evropskih zemalja, a od 2010. godine i u Srbiji, broj slucajeva besnila kod lisica je
znacajno opao. Samim tim, znacaj lisice kao rezervoara bolesti je smanjen, a paznja je u
vecoj meri usmerena na rakunopsa i na razli¢ite vrste slepih miSeva (Niezgoda i sar.,

2002; Holmala i Kauhala, 2006)

Pregledom mozdanog tkiva lisica koje su ispitivane u ovom radu, metodama
direktne imunofluorescencije i RT-PCR, utvrden je pozitivan rezultat kod svih deset
uzoraka. Metoda direktne imunofluorescencije predstavlja standardnu metodu za
dijagnostiku besnila koja se ve¢ viSe od pola veka upotrebljava Sirom sveta. Ukoliko su

uzorci sveZzi, metoda ima veoma visoku osetljivost i specifi¢nost (OIE, 2012). Uz to,
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ona je relativno brza, jeftina i nije previSe tehniC¢ki zahtevna, te se stoga najcesce
upotrebljava u svakodnevnoj dijagnostici (Malovrh 1 Hostnik, 2005). Sa druge strane,
direktna imunofluorescencija je prilicno subjektivha metoda i zahteva iskusnog
dijagnostic¢ara, precizno uzorkovanje i brz transport uzorka do laboratorije, jer joj
senzitivnost znacajno opada kod uzoraka sa razliitim stepenom autolize (Whitfield i

sar., 2001).

RT-PCR metoda joS uvek nije zvani¢no preporucena za rutinsku post-mortem
dijagnostiku besnila (OIE, 2012). Medutim, ona je brza, veoma senzitivna i ¢esto se
upotrebljava kao potvrdna metoda. Za razliku od direktne imunofluorescencije, moZe se
primeniti na autoliziranom mozdanom tkivu, kao i na uzorcima koji sadrze veoma malu
koli¢inu virusa (Malovrh 1 Hostnik, 2005; Fooks i sar., 2011). Primenjiva je i u
antemortem dijagnostici, mahom u humanoj medicini, gde se kao uzorci mogu koristiti

koza, saliva i cerebrospinalna te¢nost.

U naSem ispitivanju prisustvo genoma virusa besnila je nakon direktne
imunofluorescencije dokazano i RT-PCR metodom kod svih deset ispitivanih uzoraka.
Ova metoda se pokazala vrlo upotrebljivom i pouzdanom, ali treba imati u vidu da se
radi o sluCajevima prirodno inficiranih Zivotinja u ¢ijem se moZdanom tkivu nalazi
relativno velika koli¢ina virusa. Sem toga, uzorci su bili relativno sveZi, tako da se
prave prednosti ove metode (dijagnostika besnila u uslovima loSeg kvaliteta uzorka i

male koliCine virusa) nisu mogle potpuno sagledati.

Razvojem molekularnih tehnika ustanovljeni su protokoli koji omogucavaju
brzu, efikasnu i veoma preciznu dijagnostiku besnila metodom RT-PCR, $to potvrduju
mnogobrojna komparativna istraZivanja na razliitim uzorcima poreklom od ljudi 1
Zivotinja (Heaton i sar., 1997; Biswal i sar., 2007; Panning i sar., 2010; Biswal i sar.,
2012; Deubelbeiss i sar., 2014). Ipak, lazno negativni rezultati su potencijalno veci
problem kod molekularnih tehnika, jer je kod lisavirusa homologija ve¢a na nivou
aminokiselinskih nego nukleotidnih sekvenci, a novi izolati virusa ¢e pre imati ista
antigenska mesta kao poznati izolati nego iste nukleotidne sekvence (Bourhy i sar.,

1993; Trimarchi i Smith, 2002).
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PatohistoloSke promene su kod svih deset ispitivanih lisica bile u tipu akutnog
negnojnog encefalitisa, u vecini slucajeva blagog do umerenog intenziteta. Kod svih
Zivotinja utvrdena je difuzna mikroglioza. Ova promena je bila prisutna u svim
ispitivanim regijama mozga, pa se moZe re¢i da je bila dominantna. Literaturni podaci
govore da difuzno umnozavanje mikroglije Cesto dominira patohistoloSkom slikom
besnila kod prirodno inficiranih Zivotinja (Zachary, 2007; Jovanovi¢, 2012), §to je u

skladu sa naSim nalazom.

Cest nalaz bio je i prisustvo takozvanih Babesovih ¢voriéa, fokalnih nakupina
nabujalih mikroglija ¢elija. Kod 60% slucajeva (6 Zivotinja) utvrdeno je njihovo
prisustvo u kori velikog mozga i produzenoj mozdini, dok ih je u hipokampusu i malom
mozgu bilo znatno manje. Nekada je njihovo prisustvo u mozdanom stablu i ki¢menoj
mozdini smatrano patognomoni¢nim za besnilo, ali ove promene su Ceste 1 kod drugih
virusnih encefalitisa, pa i kod toksi¢nih stanja, kao Sto su uremija ili hroni¢no trovanje

arsenom (Ercegovac, 1987; Iwasaki i Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007).

Neuronofagija je kod pet sluCajeva ustanovljena u kori velikog mozga, dok je u
ostalim regijama bila nesto reda. U fagocitozi oSteenih neurona ucestvuju aktivirane
ramifikovane mikroglija Celije, tako da je i ova promena ocekivana u regijama gde je

izraZena proliferacija mikroglije.

Mikroglija c¢elije centralnog nervnog sistema vode poreklo od cirkuliSuc¢ih
monocita koji su naselili CNS tokom ranog postnatalnog perioda. Ove celije prve
reaguju na oSteCenje centralnog nervnog sistema, a ja€ina reakcije je u korelaciji sa
stepenom oStecenja (Jovanovi¢, 2012). Nakon oStecenja nervnih ¢elija, one se aktiviraju
— proliferiSu difuzno ili fokalno, u€estvuju u neuronofagiji, sintezi hemokina, citokina 1

drugih medijatora inflamacije, a sluze i kao antigen prezentujuce celije.

Satelitoza je takode bila Cesta promena, prisutna u svim ispitivanim regijama
mozga. Ona zapravo predstavlja proliferaciju perineuronske satelitske oligodendroglije,
Sto je takode reakcija na oStecenje nervnih ¢elija. Medutim, uloga oligodendroglije u

neuronskom oStec¢enju, odnosno zapaljenskom procesu nije potpuno poznata.

Perivaskularni infiltrati, nakupine inflamatornih c¢elija debljine jednog do

nekoliko slojeva, zapazeni su najceS¢e oko krvnih sudova kore velikog mozga. U
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infiltratima su dominirali limfociti 1 makrofagi, uz manji broj plazma celija. Ivasaki i
saradnici (1993) su ispitivanjem fenotipskih karakteristika inflamatornih celija u
perivaskularnim  prostorima utvrdili da 50-70% mononuklearnih  Celija u
perivaskularnim prostorima ¢ine CD3 T-limfociti, u velikom broju su utvrdeni CD4 T-
limfociti, nesto manje ima CD68 makrofaga, dok su CD20 B-limfociti utvrdeni u

zanemarljivom procentu.

Sero-limfocitni leptomeningitis je zabeleZen kod dve Zivotinje. Ovakve promene
su kod Zivotinja inficiranih virusom besnila uglavnom retke i blage, a infiltrat se sastoji
od limfocita i makrofaga, u veoma retkim slucajevima i od polimorfonuklearnih ¢elija

(Ercegovac, 1987).

Negrijeva telasca predstavljaju eozinofilne intracitoplazmatske inkluzije Cije se
prisustvo u nervnim ¢elijama smatra patognomoni¢nim za besnilo. U ovom istraZzivanju
ona su utvrdena kod tri ispitivane Zivotinje (30 %), i to u piramidalnim neuronima kore
velikog mozga i hipokampusa. Celije u kojima su se nalazila Negrijeva tela su bile
naizgled potpuno normalne, bez ikakvih morfoloskih promena. Sem toga, u njihovoj

neposrednoj okolini nije bilo znakova ¢elijskog oStecenja niti zapaljenskog procesa.

Prema literaturnim podacima, Negrijeva telasca se rede nalaze u regionima gde
su zapaljenske promene izaZenije. Dupont 1 Erl (1965) su, proucavajuci 49 slucajeva
besnila kod ljudi, utvrdili da su zapaljenske promene naj¢eS¢e u produZenoj mozdini 1
ponsu. Negrijeva tela su u 59,5 % slucajeva nadena u malom mozgu, 42,9 % u
hipokampusu, i svega u 14,3 % slucajeva u produzenoj mozdini. U regijama sa

Negrijevim telima zapaljenske promene su bile neupadljive (Iwasaki i Tobita, 2007).

Kod infekcije uli¢énim sojevima virusa, Negrijeva tela se mogu naci kod 40 — 70
% besnih Zivotinja, dok 1h kod infekcija fiksiranim sojem virusa nema (Iwasaki i1 Tobita,
2002; Maxie i Youssef, 2007; Zachary, 2007). Prema pisanjima nekih autora, ucestalost
njihovog pojavljivanja zavisi od nacina infekcije, virulencije i koli¢ine virusa, kao i od
vrste 1 starosti inficirane Zivotinje (Cvetni¢, 1989). U naSem ispitivanju procenat
Zivotinja kod kojih su Negrijeva tela utvrdena je nesto manji od navedenih (30%), ali
treba imati u vidu da je ispitivanje izvrSeno na malom broju uzoraka (10), Sto

relativizuje poredenje ovog rezultata sa literaturnim.
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Distribucija Negrijevih tela po regijama mozga se razlikuje od slucaja do
slucaja. Ranije se smatralo da su naj¢eS¢a u neuronima hipokampusa, a danas se zna da
mogu biti prisutna u neuronima sive mase u svim moZdanim regijama. Ce$ée se mogu
na¢i u velikim neuronima tkiva sa slabo izraZzenim zapaljenskim procesom, pre svega
piramidalnim ¢elijama Amonovog roga, i Purkinje ¢elijama kore malog mozga. Neka
ranija istrazivanja govore da se kod karnivora sre¢u uglavnom u Amonovom rogu i
velikom mozgu, a kod herbivora u Purkinje ¢elijama malog mozga (Iwasaki i Tobita,

2007). Rezultati naseg ispitivanja idu u prilog ovim podacima.

Elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da se Negrijeva telaSca sastoje od
virusnih Cestica povezanih zrnastim matriksom, ali njihova uloga u patogenezi besnila
joS uvek nije potpuno utvrdena. Sem toga, postavlja se pitanje zasto ih nema kod
infekcije fiksiranim sojevima virusa. Jo§ 1967. godine Mijamoto i Macumoto su
pretpostavili da fiksirani sojevi virusa besnila ne dozvoljavaju stvaranje Negrijevih tela
zbog toga $to izazivaju znacajnu destrukciju neurona, za razliku od uli¢nih sojeva virusa
koji izazivaju znatno manja oStecenja. Ipak, karakteristike inkluzija koje se vide kod
imunofluorescencije se razlikuju od karakteristika Negrijevih tela u istim neuronima, $to
govori da su Negrijeva tela neSto viSe od jednostavne akumulacije virusnih

nukleoproteina (Kristensson, 1996).

U neuronima hipokampusa i kore velikog mozga zapazene su i eozinofilne
inkluzije koje ne sadrZze male blede tacke, takozvana unutraSnja telaSca, koja su
karakteristi¢na za Negrijeva tela. Ove inkluzije koje se obi¢no nazivaju lyssa telaScima
su u mozgu besnih Zivotinja brojnija od Negrijevih telasaca, ali su nespecificna, i
relativno Cesto se srecu i kod drugih virusnih bolesti (Iwasaki i Tobita, 2002). Sem toga,
homogene eozinofilne citoplazmatske inkluzije mogu se na¢i u velikim neuronima
zdravih macaka, tvorova, pasa, zatim kod starih ovaca i goveda (Nietfeld, 1989; Iwasaki

i Tobita, 2002; Maxie i Youssef, 2007).

Noviji literaturni podaci, uzimaju¢i u obzir sve navedeno, naglaSavaju da
Negrijeva tela predstavljaju najbitniji patohistoloski nalaz kod besnila i imaju nesporni
znacaj u dijagnostici, ali da njihovu patognomonic¢nost svakako treba tumaciti sa dozom
rezerve (Iwasaki 1 Tobita, 2002). Interesantan podatak je da su u studiji koja je bazirana

na RT in situ PCR dijagnostici, na materijalu koji vodi poreklo od ljudi, Negrijeva tela
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dokazana u manje od 1% neurona koji su inficirani virusom besnila (Nuovo 1 sar.,

2005).

U svim ispitivanim regijama mozga ustanovljene su distroficne promene na
neuronima, najceS¢e bubrenje, karioliza i kariopiknoza. Najizrazenije su bile u
produzenoj moZzdini, $to je u skladu sa literaturnim podacima, koji govore da se one
mogu sresti u svim delovima mozga, ali su najbrojnije u mozdanom stablu (Iwasaki 1
Tobita, 2002). Ove promene cesto kod karnivora mogu biti veoma izraZzene i u

disproporciji sa inflamatornim promenama (Maxie i Youssef, 2007).

Interesantno je da su pojedini autori u mozgovima besnih Zivotinja opisali
spongiformne promene koje su veoma slicne promenama kod TSE (Charlton, 1984;
Foley i Zachari, 1995; Zachary, 2007). U naSem ispitivanju ove promene nisu
ustanovljene. Ispitivanjem kod eksperimentalno inficiranih lisica i tvorova, utvrdeno je
da se vakuole primarno pojavljuju u neuropilu sive supstance, i to najeSc¢e u regionu
talamusa i kori velikog mozga. Ove vakuole se najces¢e nalaze u dendritima, uvecavaju
se, vrse pritisak na okolno tkivo i na kraju prskaju, pri ¢emu se formiraju karakteristi¢ne
Supljine. Pomenutim ispitivanjem je utvrdeno da ucestalost spongiformnih lezija ne
zavisi od imunskog odgovora, nac¢ina inokulacije i pripremanja virusa, niti inkubacionog
perioda (Charlton, 1987). One se ipak mogu razlikovati od spongiformnih lezija kod
TSE, i to na osnovu perivaskularne infiltracije koja je prisutna kod besnila, distribuciji
vakuola uglavnom u talamusu i kori velikog mozga, tendenciji formiranja neSto vecih

vakuola i kra¢em inkubacionom periodu (Foley i Zachari, 1995).

Virusni antigen je imunohistohemijski dokazan kod svih deset ispitanih lisica, 1
to u svim ispitivanim delovima mozga. Protokol 1 poliklonsko antitelo koje je koriS¢eno
dali su veoma dobre rezultate, ¢cime su potvrdena pozitivna iskustva Stejna i saradnika
(2010). Sli¢na iskustva u dokazivanju antigena virusa besnila ovom metodom kod ljudi i
Zivotinja, koriS¢enjem razli€itih, uglavnom nekomercijalnih antitela, imali su i drugi

autori (Jogai i sar., 2000; Arslan i sar., 2004; Suja i sar., 2009; Hicks i sar., 2009).

U odnosu na druge dijagnosticke metode, imunohistohemija u uzorcima
fiksiranim formalinom ima nekoliko prednosti. Pre svega, virus besnila se veoma brzo

inaktiviSe u rastvoru formaldehida, Sto sam dijagnosticki postupak ¢ini bezbednim.
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Transport i manipulacija uzorcima su takode olak$ani, narocito ako se radi o udaljenim
laboratorijama. Ipak, treba imati u vidu da postoje odredena ogranic¢enja ove metode, u
smislu da se tkivo ne moZe jako dugo cuvati u formalinu, jer to moZe otezati
demaskiranje antigena. Nakon stavljanja u parafinske blokove uzorak prakti¢no postaje
trajan 1 moZe se koristiti dugi niz godina. Sa druge strane, ova metoda je tehnicki
zahtevnija od direktne imunofluorescencije, njeno izvodenje duZe traje, a oprema i
reagensi su znatno skuplji. Sem toga, izolacija virusa nije moguca iz uzorka tretiranog
formalinom. Ipak, glavna prednost imunohistohemije je to Sto se pored virusnog
antigena na preparatu moze videti 1 struktura tkiva, odnosno patomorfoloSke promene,
Sto ima veoma veliki znacaj u diferencijalnoj dijagnostici 1 proucavanju patogeneze

bolesti.

U naSem ispitivanju najintenzivniji imunohistohemijski signal je zapaZen u
hipokampusu i produzenoj mozdini. Procenat nervnih ¢elija sa pozitivnim signalom bio
je najmanji u kori velikog mozga (parijetalni lobus) ali treba imati u vidu znacajne

razlike u ovom procentu kod pojedinac¢nih Zivotinja.

Decenijama unazad, smatralo se da su hipokampus karnivora i mali mozak
herbivora idealni uzorci za dokazivanje prisustva virusa besnila. Razlog za to je
verovatno i taj Sto se u ovim regijama najceS¢e srecu Negrijeva tela, ¢iji je nalaz u
jednom periodu predstavljao najbrzi nacin utvrdivanja bolesti. Ispitivanjem koje je
izvrSeno na preko 800 uzoraka mozgova petnaestak vrsta Zivotinja metodom direktne
imunofluorescencije, utvdeno je da su idealne regije za testiranje na besnilo mozdano
stablo, hipokampus i cerebelum, a ukoliko je dostupan ceo mozak, treba testirati

sagitalne preseke mozdanih hemisfera (Whitfield i sar., 2001).

Bingam i van der Merve (2002) su ispitivali distribuciju antigena virusa besnila
metodom direktne imunofluorescencije na 225 pozitivnih uzoraka poreklom od
razlicitih Zivotinjskih vrsta. Regije kod kojih je u svakom uzorku dokazano prisustvo
virusa bili su talamus, pons i produzena mozZdina, Sto prakti¢no ¢ini moZzdano stablo
najpouzdanijom regijom za dokazivanje prisustva virusa besnila kod svih Zivotinja.
Pored toga, antigen je u moZdanom stablu bio prisutan u najvec¢oj koli€ini, Sto svakako
olakSava postavljanje dijagnoze. Mali mozak, hipokampus 1 veliki mozak bili su

negativni u 4,1 do 11,1 % uzoraka. U okviru velikog mozga, najbolji za ispitivanje je
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temporalni rezZanj, dok je najviSe negativnih uzoraka utvrdeno u potiljacnom reZnju.
Autori su naglasili da uprkos mnogim preporukama hipokampus, veliki mozak 1 mali
mozak ne mogu biti regije izbora za ispitivanje besnila metodom direktne
imunofluorescencije. Ovo neslaganje sa postoje¢im preporukama oni su objasnili time
Sto se u hipokampusu 1 kori velikog mozga nekih vrsta Zivotinja nalazi znatno veci broj
srednjih 1 velikih Cestica antigena, koje su mogle biti otkrivene tradicionalnim

histoloskim bojenjima (Bingham i van der Merwe, 2002).

Navedenim ispitivanjem je u uzorcima poreklom od divljih kanida u svim
delovima mozga dokazana velika koli¢ina virusnog antigena. Izuzetak je jedan Sakal,
kod koga je antigen bio lokalizovan samo u mozdanom stablu. Najveci broj velikih

Cestica antigena je ustanovljen u hipokampusu (Bingham 1 van der Merwe, 2002).

Stejn 1 saradnici (2010) su izvrS§ili imunohistohemijsko ispitivanje mozgova 39
besnih Zivotinja, 13 Zivotinjskih vrsta, koriS¢enjem komercijalnog poliklonskog antitela
koje je korisS¢eno i u nasem ispitivanju. Kod domacih karnivora najintenzivniji
imunohistohemijski signal je bio u hipokampusu, potom u velikom mozgu, mozdanom
stablu 1 malom mozgu. Kod goveda je najintenzivniji signal bio u mozdanom stablu, pa
potom u malom mozgu, kod konja u cervikalnom delu kicmene moZdine i moZdanom
stablu. Kod rakuna je signal bio jak u svim delovima mozga, ali je po intenzitetu
prednjacio hipokampus. U mozgu dve sive lisice (Urocyon cinereoargenteus) i jedne
ride lisice (Vulpes vulpes) koje su bile podvrgnute ispitivanju, najjaca imunoreaktivnost
zabeleZena je u mozdanom stablu i kori velikog mozga. Treba naglasiti da u uzorku

mozga ride lisice hipokampus nije bio dostupan za ispitivanje (Stein i sar., 2010).

Siroka distribucija virusnog antigena, koja je ustanovljena u nafem ispitivanju,
moze se pre svega objasniti prijemc¢ivoscu lisice kao vrste, ali 1 prirodnom infekcijom
divljim sojem virusa besnila. Sem toga, vazno je napomenuti da je vecina lisica nadena
uginula, ili je odstreljena sa klinickim simptomima bolesti, dakle kada je bolest vec
uzela maha i kada se moZe ocekivati veca koli€ina i Sira distribucija virusa u centralnom
nervnom sistemu. Nije ustanovljena direktna korelacija izmedu distribucije virusnog

antigena i ustanovljenih patomorfoloskih promena.
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Citokini su heterogena grupa polipeptida male molekulske mase za koje se zna
da imaju ulogu u aktivaciji imunskog sistema, kao 1 u inicijaciji, Sirenju i supresiji
inflamatornog odgovora u perifernim tkivima (Hopkins i Rothwell, 1995; Acarin i sar.,
2000). Poslednjih decenija, paznja je usmerena na njihov uticaj na centralni nervni
sistem, gde su ukljufeni u razvoj i normalnu moZdanu funkciju, ali i patofizioloske
procese, poput mehanic¢kih trauma, ishemije, demijelinizacije i neurodegenerativnih
bolesti. Iako precizna uloga citokina u ovim patolosSkim stanjima jo$ uvek nije potpuno
razjasnjena, smatra se da neki od njih, ukljucujuci IL1-B i TNF-a, imaju klju¢nu ulogu u
oblikovanju odgovora glija celija i povec¢anju propustljivosti krvno-moZdane barijere.
Oni predstavljaju vazne meducelijske glasnike koji su ukljueni u odnos izmedu
neurona i glija ¢elija, kao i u komunikaciju izmedu aktiviranih astrocita i mikroglija
¢elija (Acarin i sar., 2000). Pored toga, IL1-B indukuje stvaranje drugih citokina i
faktora rasta, utice na krvotok 1 neuroendokrine odgovore (naro€ito osovinu
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda), kao i na procese remijelinizacije. Zajedno sa
TNF-a direktno utice i na degeneraciju nervnih ¢elija, a njihova inhibicija Stiti neurone

od lezija koje nastaju tokom cerebralne ishemije (Choi i Friedman, 2009)

IL1-B i TNF-a se u veoma malim koli¢inama mogu dokazati i u mozgu zdravih
Zivotinja. Tokom oSte¢enja mozga, oni se sintetiSu pre svega u mikroglija ¢elijama,
makrofagima i limfocitima. Pored ovih ¢elija, sintetiSu ih 1 astrociti, oligodendroglija,
neke populacije neurona, cerebrovaskularne celije 1 Celije imunskog sistema koje se
nalaze u cirkulaciji i koje mogu da invadiraju mozak tokom zapaljenskog procesa
(Hopkins i Rothwell, 1995; Merrill i Benvenieste, 1996; Rothwell i Luheshi, 2000;
Nuovo i sar., 2005; Figiel, 2008).

Smatra se da izvor citokina u centralnom nervnom sistemu zavisi od tipa lezije,
akutne ili hroniCne, 1 nije ogranien na jedan tip ¢elija koje ih stvaraju. U akutnoj fazi
glavnu ulogu u produkciji citokina u centralnom nervnom sistemu imaju mikroglija
¢elije, dok u hroni¢noj fazi tu ulogu preuzimaju astrociti (Marquette i sar., 1996; Acarin

i sar., 2000; Rothwell i Luheshi, 2000).

Istrazivanjem na pacovima koji su eksperimentalno inficirani virusom besnila
(Marquette 1 sar., 1996), autori su koriS¢enjem peroksidaza-antiperoksidaza metode

utvrdili IL1-B i TNF-o imunoreaktivnost u ramifikovanim i ameboidnim mikroglija
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¢elijama, kao 1 u infiltrovanim makrofagima. U periodu tre¢eg do Cetvrtog dana nakon
infekcije ekspresija citokina je utvrdena u infiltrovanim makrofagima, do ¢ije infiltracije
dolazi zbog naruSavanja krvno-moZdane barijere, dok je ekspresija u mikrogliji
utvrdena nesSto kasnije, Sestog dana nakon infekcije. Ovi citokini potom indukuju
proliferaciju nove mikroglije i astrocita, koji sintetiSu velike koli¢ine razlicitih citokina 1

ukljuceni su u regulaciju inflamatornog odgovora u mozgu.

Imunopozitivne ¢elije su uglavnom bile lokalizovane u delovima mozga koji su
inficirani virusom besnila 1 gde je zapaZena izraZena aktivacija mikroglije 1 astrocita.
Ovi delovi mozga pripadaju ili su u vezi sa limbi¢kim sistemom (hipokampus,
hipotalamus, amigdala, septum), koji je veoma bitan u patogenezi besnila (Marquette i

sar., 1996).

Mehanizam aktivacije mikroglija celija nije potpuno objaSnjen, ali se
pretpostavlja da ih aktiviraju neuroni depolarizacijom ili modifikovanjem jonske
ravnoteZe. One potom sintetiSu citokine, ali i druge potencijalno citotoksi¢ne faktore,
poput vodonik-peroksida, azot-monoksida, ekscitatornih aminokiselina, koji mogu biti
odgovorni za primarna oSte¢enja u mozgu kod infekcije virusom besnila (Marquette 1

sar., 1996).

Ispitivanjem na miSevima eksperimentalno inficiranim virusom besnila, autori
su utvrdili veoma bitnu ulogu TNF-a u zapaljenskom procesu u mozgu. Ustanovljeno je
da misevi koji nemaju specificni pSSKD receptor za TNF-a Zive nekoliko dana duze i
imaju manju infiltraciju zapaljenskih ¢elija, u poredenju sa normalnim (Camelo i sar.,

2000; Camelo i sar., 2001).

U istrazivanju koje je izvrSeno na mozgovima ljudi inficiranih virusom besnila
(Solanki i sar., 2009), ekspresija IL1-f i TNF-a je metodom imunohistohemije
ustanovljena u mikroglija ¢elijama, makrofagima i limfocitima. Daljom fenotipizacijom
je utvrdeno da su u pitanju CD3 limfociti. Utvrdena je snazna pozitivha korelacija
izmedu zapaljenskih procesa i ekspresije citokina, dok korelacija izmedu distribucije
virusnog antigena 1 ekspresije citokina nije postojala, Sto je u skladu sa rezultatima

naSeg istraZivanja. Autori su utvrdili i izrazenu pozitivhu korelaciju izmedu ova dva
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citokina, §to ide u prilog pretpostavci da IL1-f i TNF-a verovatno zajedno igraju bitnu

ulogu u koordinaciji inflamatornog odgovora kod besnila (Solanki i sar., 2009).

IL1-B i TNF-a nesumnjivo imaju vaznu ulogu u oblikovanju inflamatornog
odgovora u centralnom nervnom sistemu prilikom infekcije virusom besnila. Medutim, i
danas postoje brojne nedoumice oko mehanizma njihovog delovanja u mozgu, uticaja
na patogenezu besnila i koristi, odnosno Stete koju stvaraju. Neka naredna istraZivanja
¢e dati odgovore i na eventualno leCenje encefalitisa izazvanog virusom besnila, ali 1

neurodegenerativnih bolesti, u ¢ijem nastanku ovi citokini takode imaju bitnu ulogu.
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7. Zakljucci

Na osnovu rezultata istrazivanja u okviru ove disertacije izvedeni su sledeci

zakljucci:

1. Prisustvo virusa besnila je uspe$Sno dokazano u svim ispitivanim uzorcima
metodama direktne imunofluorescencije, RT-PCR i imunohistohemijski.

2. Promene u tipu negnojnog encefalitisa su ustanovljene kod svih ispitivanih
Zivotinja.

3. Ustanovljena je Siroka distribucija virusnog antigena, Cije je imunohistohemijska
vizuelizacija bila najintenzivnija u hipokampusu i produzenoj mozdini.

4. Nije ustanovljena zavisnost izmedu patomorfoloskih promena i distribucije
virusnog antigena.

5. Ekspresija proinflamatornih citokina (interleukin 1, tumor nekroti¢ni faktor o)
ustanovljena je u zonama zapaljenja, i to u glija ¢elijama, makrofagama i
limfocitima.

6. Ustanovljena je pozitivna zavisnost izmedu zapaljenskih promena i distribucije

proinflamatornih citokina.
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