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PatomorfoloSka, mikoloSka i molekularna ispitivanjaorgana¢uri éa
razli¢itog imunoloSkog statusa nakon veStke infekcije sporama

Aspergillus fumigatus

REZIME

Aspergilozacuraka je jedno od najvaznijih respiratornih obggemard@ito kod
najmlaie kategorije, koje moze da prouzrokuje cajpe ekonomske gubitke zbog
mortaliteta i niskih proizvodnih performansi. U nadnim uslovima infekcija nastaje
aerogeno, tj. udisanjem velikog broja germinativolilika sporaAspergillus fumigatus
u kratkom vremenskom periodu ili dugotrajnim izlapan respiratornog sistema niskoj
koncentraciji u kontaminiranom vazduhwPredisponirajéi faktori za nastanak
aspergiloze koduraka, pored virusnih i bakterijskih infekciija jesslab imuni status
nastao zbog duze primene antibakterijskih lekowmtikuirano izlaganje stresogenim
faktorima (&estala vakcinacija, loS kvalitet hrane), izlagalgéim ambijentalnim i
sanitarnim uslovima uzgoja.

lako postoji mnogo radova o aspergiléarica, malo se zna o patogenezi bolesti
i patomorfoloSkim promenama u razlim tkivima kod imunosuprimiranih ptica.
Imajwi to u vidu zadatak ovog rada bio je da u ekspeamtalaim uslovima ispita
zdravstveno stanje, nastanak patomorfoloskih premerdiseminaciju Aspergillus
fumigatusu razlgitim organima kod imunosuprimiranih i imunokompeteh curica.

Ogled je izveden na ukupno $drica oba pola, provenijencije ,Converter”,
podeljenih ucetiri grupe: ogledna grupa 1 (O-1) i ogledna gr@péO-2) sa po 30
jedinki i kontrolne grupe 1 (K-1) i 2 (K-2) sa p® Jedinki u svakoj. Ispitivanja su
obavljena 1, 3, 7, 14. i 21. dana nakon intratrefee@okulacije 5,056><1705p0raA.
fumigatus14 dana starinturicima grupe O-1, kao i grupe O-2, koja je prethodno
tretirana deksametazonom u dozi od 4mg/kg telesasernmtramuskularno u trajanju od

Sest uzastopnih dana.



Za ocenu T¢elijskog imunskog statusaurica kori&en je fitohemaglutinin koji
je intradermalno aplikovan u dozi od 1(@/jedinki kod 40¢uri¢a (po 10 iz svake
grupe) starosti od 28 dana.

Uradena su klintka, patomorfoloSka, mikoloSka, hematoloSka i maleta
ispitivanja.

Klini ¢ki simptomi infekcije udeni su vé nakon prvog dana od inficiranja kod
dve tre&ine deksametazonom tretiranih (grupa O-2) i neaeiin curica (grupa O-1).
Klini ¢ki simptomi oboljenja bili su viSe izrazeni kédri¢a tretiranih deksametazonom
u odnosu na netretirane.

PatomorfoloSki, u prvim danima posle infekcijecani su hiperemija i edem
pluéa uz peéetnu fokalnu ili difuznucelijsku infiltraciju. Od 3. do 21. dana posle
infekcije dominira granulomatozna pneumonija rag obima i intenziteta, Sto je
uslovljeno, pored ostalog, i vremenom proteklimiofgkcije. U p@&etku granulomi su
solitarni, a kasnije postaju multipli i konfluentsé regresivnim promenama néto od
14. i 21. dana posle infekcije. Histopatoloske j&eZod ¢urica prethodno tretiranih
deksametazonom bile su intenzivnije i opseznije.

Na osnovu rezultata mikoloSkih ispitivanja dobifenpregledom pléa i
vazdusnih kesa dobijenih od po 6 inficirandurica za svaki dan Zrtvovanja,
ustanovljeno je da jé. fumigatusizolovan iz respiratornih organadervog i tréeg
dana od infekcije kod 4 od 12 inficiranih jedinld3(33%). Sedmog dana uznik je
izolovan kod 50% inficiranih jedinkietrnaestog kod 83,33%urica i dvadesetprvog
dana od infekcije kod 6 od 6 zrtvovargitrica (100%).

Ustanovljeno je da se od sedmogtrnaestog i dvadesetprvog dana od infekcije
poveava broj izolata A. fumigatus iz organa ¢urica inficiranih i tretiranih
deksametazonom u odnosu na broj netretiranih cimafiih ¢urica. U grupi ¢uri¢a
prethodno tretiranoj deksametazonom izolacija gaoa 1. i 3. dana posle infekcije je
bila ista kao u grupi O-1, dok se 7, 14. i 21. dauwsle infekcije broj izolata.
fumigatuspovetao u pordenju sa netretiranom grupom O-1.

Dvadesetetiri sata od aplikacije fitohemaglutinina prosa vrednost debljine
koze (DK) kod inficiranih i deksametazonom tretitaiurica (O-2) bila je statistki
veoma zn&jno manja (p<0,001) u odnosu na ptosevrednost DK kod inficiranih
¢uri¢a (O-1).



Rezultati hematoloskih ispitivanja pokazali su €@anfekcijacurica gljivicomA.
fumigatusprouzrokovala slabu anemiju, leukocitozu, limfogit i heterofiliju, posle
druge i trée nedelje.

PCR metodonA. fumigatusz zbirnih uzoraka piéa i vazdusnih kesa, srca, jetre
i mozgadurica posle 1, 3, 7, 14. i 21. dana od veéisba inficiranja ustanovljen je e

broj pozitivnih uzoraka na prisustvo DNK fumigatuskod ¢uri¢a ogledne grupe 2.

Klju €ne reci: ¢urici, Aspergillus fumigatysvestaka infekcija, patomorfoloSke

promene, histopatologija, nested PCR.

Nauéna oblast: Klini ¢cka patologija i terapija zivotinja

UZa nawna oblast: PatoloSka morfologija

UDK broj: 591.2 : 616-091.8 : 636.592



Pathological, mycological and molecular research to the organs of
turkey poults of various immunological status follaving artificial

infection with Aspergillus fumigatus spores

SUMMARY

Aspergillosis is one of the most important respiratdiseases of turkeys,
especially in the youngest age category. It mag teasignificant economic losses due
to mortality and poor production performance. Irunal conditions the infection is
aerogenous, that is, it occurs following the inhafaof large numbers oAspergillus
fumigatusgerminating spores in a short period of time, pidng-lasting exposure of
the respiratory system to their low concentrationair. Apart from virus and bacterial
infections, the predisposing factors for the emecgeof aspergillosis in turkeys are:
low immune status due to long-lasting use of actidy@al drugs, continual exposure to
stressogenic factors (frequent vaccination, poed fquality), and exposure to poor
ambient and sanitary conditions of rearing.

In spite of plenty works about turkey aspergillpdittle is known about the
pathogenesis of the disease and the pathomorphalogfianges in various tissues in
immunosuppressed birds. Having considered thesewtitk was aimed at the research
into the health status, development of pathologidanges and dissemination of
Aspergillus fumigatusn various organs of immunosuppressed and immunpetent
turkey poults in experimental conditions.

The experiment was performed on 90 turkey poultsboth sexes, of the
Converter hybrid, divided into four groups: treagrdups 1 (O-1) and 2 (O-2) with 30
specimens in each, and the two control groups sto(K-1) and group 2 (K-2) - each
consisting of 15 birds. The analyses were done aysd., 3, 7, 14 and 21 after
intratracheal inoculation of 5.056x1A. fumigatusspores to 14-day-old poults of group
O-1 and those of O-2, which were intramuscularlyninistered dexamethasone in the

dose of 4 mg/kg body weight, on six consecutivesday



To assess the T cell immune status of turkey paiiigohaemagglutinin was
used, which was administered intradermally in tlmsedof 100ug/specimen, to 40
poults (to 10 in each group) at the age of 28 days.

Clinical and pathological observations, and mycmal haematological and
molecular tests were performed.

Clinical symptoms of the infection were noticed sson as after day one
following the infection in two thirds of dexametlme-treated (group O-2) and
untreated poults (group O-1). Clinical symptomsh# disease were more pronounced
in poults treated with dexamethasone in comparisdhose untreated.

As for pathomorphology, in the first days post atien (p.i.) hyperaemia and
pulmonary oedema were noticed along with initiaaficor diffuse cell infiltration. From
day 3 to 21 p.i. granulomatous pneumonia dominatdihse extent and intensity
depended, besides some other factors, on the timehvwassed from the infection. In
the beginning, the granulomas are solitary, betr laecome multiple and confluent with
regressive tissue changes, especially from dayn#i42a p.i. Histopathological lesions
in turkey poults treated with dexamethasone wereermdensive and extensive.

Mycological analyses, which were done on lung aindack samples obtained
from 6 infected poults per each day of sacrifiexealed thaf. fumigatusvas isolated
from the respiratory organs as soon as on daysd13gpost infection in 4 out of 12
infected specimens (33.33%). On day 7, the catesaient was isolated from 50% of
infected birds, on day 14 in 83.33% and on day &t mfection in 6 out of 6 sacrificed
turkey poults (100%).

It was detected that from days 7, 14 and 21 pufsiciion the isolates oA.
fumigatusfrom the organs of turkey poults infected and tedawith dexamethasone
increased in comparison with infected but untreatedits. In turkey poults pretreated
with dexamethasone isolation from organs on dagsdl3 p.i. was the same as in group
O-1, whilst on days 7, 14 and 21 p.i. the numbeA ofumigatusisolates increased in
comparison to the untreated group O-1.

Twenty-four hours after the administration of pthdaemagglutinin the average
skin thickness (DK) in infected and dexamethasoeatéd turkey poults (group O-2)
was significantly lower (p<0.001) in comparisoniihe average DK in infected poults
(O-1).



The results of haematological research showedteanfection of turkey poults
with A. fumigatus produced mild anaemia, leucocytosis, lymphocytosisd
heterophilia, two and three weeks after infection.

PCR assay performed fér fumigatusDNA detected higher numbers of
positive samples in pools composed of pooled sasmgil&ungs and air sacks, hearts,
livers, and brains of poults in group O-2 1, 31Z,and 21 days after the artificial

infection.

Keywords: turkey poultsAspergillus fumigatysartificial infection, pathological

changes, histopathology, nested PCR.

Field of scienceClinical pathology and therapy of animals

Specific field of sciencePathological morphology

UDK number: 591.2 : 616-091.8 : 636.592
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1. UVOD

Respiratorne bolesti zauzimaju Zamo mesto u patologiji Zivine, a njihov
znaaj usko je povezan sa intenziviranjem Zivinarskeizwodnje. U etiologiji
respiratornih bolestidestvuje viSe bioloSkih agensa (virusi, bakterigdjivice). Pojava
klinicko — manifestnih oblika bolesti i@&e je posledica sinergigkog delovanja vise
respiratornih patogena i faktora sredine, pa njibioaaj stoji u pozitivnoj korelaciji sa
brojnim negativnim faktorima koji prate intenzivéivinarsku proizvodnju.

Aspergilozacuraka je jedno od najvaznijih respiratornin obgkemardgito kod
najmlaiih kategorija, koje moze da prouzrokuje Zmae ekonomske gubitke zbog
mortaliteta i niskih proizvodnih performansi. Asgioza je mikottno nekontagiozno,
primarno oboljenje respiratornog sistema sa akuihifironicnim tokom, sporadnim
ili endemskim karakterom. U prirodnim uslovima ikéga nastaje aerogeno, tj.
udisanjem velikog broja germinativnih oblika spdkapergillus fumigatusi kratkom
vremenskom periodu ili dugotrajnim izlaganjem restmrnog sistema niskoj
koncentraciji u kontaminiranom vazduhu./stepen gestalostiAspergillus fumigatus
u etiologiji aspergilozecuri¢ca, u odnosu na druge vrste aspergiluda flavus, A.
glaucus, A. niger, A. nidulapge posledica njegovih brojnih morfoloSkih i fizddko -
biohemijskih osobina (mala véiha, ve&a otpornost, adhezivnost i germinacija spora,
rast na viSim temperaturama, proizvodanja toksineiSe enzima). Veruje se da
navedene osobine ove vrste aspergilusa imajéapma ulogu u patogenezi aspergiloze,
a da bitho ne wiu na stepen virulencije uzhoika. Svakako, poZelijna visoka
ambijentalna temperatura u prvim nedeljama odgojaca, posebno kod najmidn
kategorija, pospeSuje razvoj gljivica koje kontamaju prostirku ili kompletnu krmnu
smeSu namenjenu za ishranu ove kategorije. Spgreicgl dospele u vazduh
predstavljaju rizik da osobe koje rade u zivinama obole od aspergiloze.

Aspergiloza je rasprostranjena Sirom sveta, pad kas, posebno u uzgoju
¢uraka kod najmikdih kategorija prouzrokugi znatajne ekonomske gubitke nastale

zbog mortaliteta, niskih proizvodnih performankiSeg kvaliteta trupova.



U prirodnim uslovima infekcijaturica nafe&e nastaje preko respiratornog
sistema, odnosno aerogeno, d@eréngestijom spora. Kligkom slikom dominiraju
respiratorni simptomi (dispnoja, hropci, disanjeateoren kljun, opSta slabost), aiee
simptomi nervnog sistema, kada je inflamatorni psotokalizovan n@g&e u malom
mozgu. Nervni simptomi su posledica hematogenendiszcije uzraénika. Zn&ajno je
saznanje da infekcija gsspergillus fumigatusnoze da zagme ve u inkubatoru ili u
inkubatorskoj stanici. Poznato je da fumigatusmoze da penetrira kroz neastau
ljusku jaja, odnosno pore, i tako dospe u vazdusmmoru gde se razmnozava. 1z
vazdusSne komore prolazi kroz gapu ovojnicu u belance i ubija embrioterica u
starosti od 10 do 12 dana. Zaprljanost ljuske iepama vlaznost vazduha u
inkubatorima, u fazi leZzenjauri¢a pospesSuju razvoj gljivica i njihovu penetracijjaja.

Predisponirajti faktori za nastanak aspergiloze kédraka, pored virusnih i
bakterijskih infekcija su: slab imunski status aaszbog duze primene antibakterijskih
lekova, kontinuirano izlaganje stresogenim fakta@ri(@estala vakcinacija, gladovanje,
lo$ kvalitet hrane ili hrana kontaminirana gljivioa i njihovim toksinima, metabgka
oboljenja, prenaseljenost), izlaganja loSim amlbgkrim i sanitarnim uslovima uzgoja,
i loSem menadZmentu (visoka vlaznost i temperatnealovoljna ili loSa ventilacija,
loSa higijena objekta, vlaZzna i plesnima kontanaina prostirka, visoka koncentracija
prasine u objektima i dr.).

PatomorfoloSke promene apergiloze kod ptica kargigelobro diferencirana i
organizovanacelijska infiltracija u respiratornim organima sasfeginim razvojem
granulomatozne pneumonije sa nekrozom. Za razunevaatogeneze aspergiloze
posebno je zr@jno poznavanje mehanizama indukcije inflamatorndgovora pod
uticajem A. fumigatus evolucije patomorfoloSkog supstrata, kao i usloyagove
hematogene diseminacije u r&ih tkiva, zavisno od broja unetih spora icima
infekcije.

U literaturi su opisani rezultati ispitivanja milskopskih lezija u pkima,
vazdusSnim kesama, srcu i jetfiurica eksperimentalno inficiranih inokulacijom
suspenzije konidij@spergillus fumigatus vazduSne kese i traheju.

lako postoji dosta radova o aspergiléarica, malo se zna o patogenezi bolesti i
patomorfoloSkim promenama u ra#im tkivima kod imunosuprimiranih jedinki.

Imajwi to u vidu, zadatak ovog rada bio je da u ekspeni@nim uslovima ispita



zdravstveno stanje, nastanak patomorfoloskih premerdiseminaciju Aspergillus

fumigatusu razl&itim organima kod imunosuprimiranih i imunokompeteh ¢urica.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Respiratorne gljivine infekcije ptica

Aspergiloza je mikotino oboljenje koje se karakteriSe prvenstveno pr@men
na respiratornim organima, a ponekad [@eoii kao generalizovana infekcija. Negi
uzrainik je Aspergillus fumigatysa u opadajtoj incidenci A. flavus A. niger A.
glaucusi A. nidulans(Akan i sar., 2002; Kunkle, 2003; Martin i sarQ0Z; Beernaert,
2010). Razlog sto jaspergillus fumigatuprevalentan prouzrokovdezi ucinjenici Sto
raste na temperaturi supstrata i do 50°C kada dgrlegmi (gljivice) gube tu sposobnost,
Sto su njegove spore pahudiste i zn&ajno manje (1-3 um) od drugih, Sto ima znatno
vecu germinaciju od drugih vrsta aspergilusa, i ngukrato A. fumigatusima veu
sposobnost adherencije za respiratorni epitel adyidraspergilus vrsta (Richard i
Thurston, 1983; Tronchin i sar., 1997; Bouchararn.,s1997; Joseph, 2000). Prema
tome,Aspergillus fumigatuge nage&i uzraénik aspergiloze Zivine i prvi put je dan u
plu¢ima droplje QOtis Tardg 1863 god., a ustanovio ga je Fresenius. Ovonikeni
Fresenius je nazvao uzroka danaSnjim imenom, a otkrivenu respiratornuesol
nazvao je aspergilozom. Od tada do danas, aspeagjoopisana kod velikog broja
vrsta ptica (piléi, ¢urici, gu&i¢i, golubovi, labudovi, nojevi, kanarinci i dr.) (Fenia i
sar., 2007; Beernaert i sar., 2010; Arne i sarl120

Ovo mikoticno oboljenje akutnog i hromog toka rasireno je u celom svetu.
Prevalenca kod komercijalnih i repro ja&tari¢a i pilica u zemljama Evrope kte se od
10 do 25% (Sabino i sar., 2012), a u zemljama U8/ alo 10% (Richard i Thurston,
1983; Morris i Fletcher, 1988; Kunkle, 2003). Prosegodisnji gubici od aspergiloze u
Zivinarstvu u SAD su oko 11 miliona dolara (Suleimiasar., 2012). Svée&a pojava
gljivi¢cnih oboljenja kod Zivine, izmil ostalog, pripisuje se i nekontrolisanoj i
neadekvatnoj primeni antibakterijskih lekova kojnidtavaju prirodne saprofitske
mikroorganizme neophodne za suprimiranje rastamrazavanja gljivica (De Lucca,
2007).



2.2. Otkriée infekcije Aspergillus fumigatus kod ptica

Aspergiloza je ustanovljena kako kod ptica kojeaveru zatvorenom prostoru
kada se javlja endemski, tako i kod onih koje skedu slobodnom prostoru uz
sporadénu pojavu, a nakito ako se smanji njihova opSta otpornost izazvana
imunosupresivima (Kahn, 2000). e bolest nije kontagiozna deXe nastaje kod
imunokompromitovanih jedinki (Calnek, 1997; LevinsoJawetz, 2001). Ipakijni se
(Kureljusi i sar., 2011).

Aspergiloza nastaje inhalacijom velikog broja sparage&eg prouzrokovéa
A. fumigatus u kratkom vremenskom periodu ili dugotrajnim gdajem ovog
organskog sistema niskoj koncentraciji spora (kmm&ana prasina iz prostirke ili
hrane), a rée njihovom ingestijom preko kontaminirane hraneizgptskoj pojavi
bolesti cesto prethodi stres izazvan loSom ventilacijom,inbodislovima drzanja,
visokom temperaturom u objektima koja obe#the brz rast i razmnozavanje gljivica
Sto za posledicu ima stvaranje hidrofobnih konjdikaje lako dospevaju u vazduh i
respiratorni sistem zivine. Sa druge strane, vistetaperatura smanjuje vlaznost i
dovodi do stvaranja praSinecyim se ¢esticama nalaze uzmoici. Isto tako, primena
antimikrobnih lekova, za koje se zna da imaju insupyesivni efekat, doprinosi
nastanku bolesti (Pinello i sar., 1977; Latge, 19R0nkle, 2003; Lugauskas i sar.,
2004; Gigli i sar., 2005 ;Nichita i sar., 2010; byaisila i sar., 2011). Izgleda da i
aktivna imunizacija Zivine protiv nekih oboljenjeadk Sto su infektivni bronhitis i
atipicna kuga Zivine putem aerosola péaea incidenciju nastanka aspergiloze, ali i
prisustvo mikotoksina u hrani (Barton i sar., 1998yakako, za nastanak bolesti je
znaajna i disfunkcija odbrambenih mehanizama predagilova respiratornog sistema,
pa ¢ak i poreméena funkcija intrapulmonalnih odbrambenih faktéip je zadatak
eliminacija respiratornog patogena (Latge, 199%rBeert i sar., 2008).

Bolest obéno protte u akutnom ili hroinom toku. Akutnu aspergilozu
karakteriSe invazivni oblik sa promenljivim morltiom i visokim mortalitetom, brzo
napredovanje i loSa prognoza. Kéku simptomatologiju karakteriSe dispnoja,
dahtanje, distenzija abdomena zbog razvoja asc{lesge, 1999; Saif i sar., 2008;

Zafra i sar., 2008). Hro&mi tok aspergiloze nastaje nakon kontinuiranoggadtajnog



izlaganja Zivine sporamd&. fumigatusu sluiajevima kada je oslabljena otpornost
organizma, odnosno kada je smanjena imunska sposbjedinki. Obino se javlja kod
Zivine starosti od 13 do 18 nedelja (Akan i sa@Q2 Kunkle, 2003; Femenia i sar.,
2009; Martin i sar., 2007; Zafra i sar., 2008; Kapev i sar., 2011). Makroskopsku
sliku hrontnog toka bolesti karakteriSe nalaz viSe gjinh ¢vorica u pliénom tkivu
koji nekad konfluiraju, a u njihovom centru otkrjuase gljivicni elementi (hife).
Ovakvi granulomi otezavaju plau cirkulacijucije se posledice reperkutuju i n&anu
funkciju. U nekim sldajevima promene se otkrivaju u traheji i donjem ljgriu
(syrings) (Pal i sar., 1988; Reichard i sar., 19%0nekad gljivice invadiraju i krvne
sudove kada dolazi do njihove propagacije u driyat organe sa razvojem milijarnih
i supramilijarnih granulomatoznih inflamacija (Rérl, 1997; Keymer, 1982; Reece i
sar., 1986; Akan i sar., 2002). Dokaz hematogeopggacije jeste nalaz germinativnih
oblika gljivice u krvi posle aerogenog izlaganjsiie sporama uztmika A. fumigatus

A. flavus(Richard i Thurston, 1983).

2.2.1. Westalost pojavljivanja aspergiloze kod zivine u nag i drugim zemljama

sveta

Aspergiloza kod ptica je prijavljena skoro u sviendjama sveta. Zivinarska
industrija sudava se sa zgajnim ekonomskim gubicima nastalim zbog infekcig s
nage&e izolovanim ubikvitarnim gljivicama vrstaspergillus fumigatysA. flavus A.
niger, A. glaucus A. nidulans Gubici izazvani gljivicama&spergillusspp. nastaju zbog
niskih proizvodnih performansi Zivine, mortalitetdoSeg kvaliteta trupova (Joseph,
2000).

Neke geografske i sezonske karakteristike imajucajdi na destalost
pojavljivanja aspergiloze kod nas, ali i Sirom sveRriméeno je da se aspergiloza kod
brojlerskih pilia i ¢urica u naSoj zemljteSe zapaza severno od reke Save i Dunava u
odnosu na druge delove. 8fjevi akutne aspergiloze kod brojlerskih ¢alii ¢uri¢a u
Vojvodini su dijagnostikovani na osnovu klkikih i laboratorijskih ispitivanja tokom tri
izabrane godine (2000, 2010 i 2014.) kod jaja inBwrazltite starosti (izleZzena jaja,
mlade i odrasle jedinke). Ustanovljena je p@ra incidencija akutne aspergiloze,

posebno kod mladih jedinki (Kapetanov i sar., 2011)



Tokom 2000. godine akutna aspergiloza je ustanoaljeod 12 komercijalnih
jata brojlerskih pilta i ¢uri¢a, 2010. kod 16 jata, a 2014. godine kod 21 jata\obte
brojlera. Infekcija oka sA. fumigatusdijagnostikovana je kod dva jata brojlera uzrasta
od 10 dana. Aspergillus spp. je izolovan iz 6,868tmkubiranih jaja, 23,07% uzoraka
prostirke, 36,17% uzoraka iz spolijnog okruzenja ,85%6 uzoraka sa povrSine
inkubiranih jaja (Kapetanov i sar., 2011).

Ucestalost pojave aspergiloze kod komercijalnog wzgajraka (8,5%) i
roditeljskih jata (5%) je zr@jno manja od pojave kolibaciloze (16%) i koler8%d) u
vecini zemalja SAD (Richard i Thurston, 1983; MorriBletcher, 1986; Kunkle, 2003).
U zemljama Evrope prevalencija aspergiloze kod keijanih i roditeljskih jatacuraka
i pili¢a krete se od 10% do 25% (Sabino i sar., 2012).

Sluicajevi ugina zivine od aspergioloze mogu da se ustanove wkbj®vreme
tokom godine. Maksimalan stepertestalosti uginéa curaka od aspergiloze na
zapadnoj i isténoj obali SAD zapazen je tokom leta zbog visokedemtacijecestica
prasine u vazduhu koje su a@h nosa spora gljivica (Sabino i sar., 2012).

Aspergiloza prouzrokuje pro&a godiSnji gubitak od 11 miliona dolara u

Zivinarstvu SAD (Suleiman i sar., 2012).

2.3. Etiologija

2.3.1. Klasifikacija (sistematika i nomenklatura)

Uzroenici aspergiloze su gljive iz rodAspergillus unutar kojeg prevalira.
fumigatus Ovaj rod obuhvata oko 200 vrsta, ali samo nekatih (manje od 20) moze
da se razmnoZava u organizmu sisara i ptica (Dgnhnisar., 2003; Richardson i
Warnock, 2003). Ovi mikroorganizmi su ¢bo saprofiti tla koji rastu na organskom
materijalu pri temperaturi od 30 do%7uz veliku vlaZznost te su Siroko rasprostranjeni
u prirodi. Rastu na opalom &8, u skladiStima zita, sena i drugim materijamgnbg
porekla. Njegove sporgesto se nalaze u vazduhu, praSini, vodi i hramic&mjuje se da
se koncentracija konidija u kubnom metru vazduhazenda krée od 1 do 100

(Denning i sar., 2003). Tako j&. fumigatusnajzastupljeniji organizam u mikroflori



fermentirajuieg biljnog materijala, a mozZe se Zapno razmnoZiti i u vlaznoj dubokoj
prostirci Zivinarnika.

Aspergillus fumigatusrazmnozava se porw spora koje se stvaraju
aseksualnim putem, pa se takve gljive nazivajuwnwésae, odnosno neprave gljive -
Fungi imperfecti (Deuteromycetgs Inate, polni n&in razmnozavanjaA. fumigatus
opisan je od strane O'Gorman i saradnika (2008koTaovi naziv za seksualni tip
razmnozavanja, i@ aseksualne gljiveA. fumigatus je Neosartorya fumigata
(O’Gorman i sar., 2008). Nomenklatura fumigatusi srodnih vrsta odidena je
ispitivanjem fenotipskih makro i mikromorfoloSkihsabina, temperaturnog rezima
rasta, genotipskih karakteristika (RAPD — PCR) pizacijom multilokus sekvence
(MLST) za beta tubulin, kalmodulin i aktin gene. bisnovu ovih rezultata otkriveno je
30 vrsta unutar podfamilijeumigati(Horn i sar., 2009). Detaljno ispitivanje soje\@ik
su ranije smatramh. fumigatugpokazalo je da se ova vrsta moZe da podéditui grupe
i to: A. fumigatus sensu strigtd\. lentulus A. fumigatiaffinisi A. novofumigatus
(Balajee i sar., 2007; Horn i sar., 2009). Prem&jBa i sar. (2007) u tabeli 1 prikazano
je filogenetsko stabldspergillusspp. podfamilijeFumigati dobijeno analizom gena za
beta tubulin, a u tabeli 2 prikazan je spektar pkada Aspergillusspp. (Tabela 1 i
Tabela 2).

Identifikacija klinickih izolata A. fumigatusvrSi se na osnovu makroskopskih
karakteristika kolonija, morfoloSkih osobina konédii konidiofora (oblik, vekina,
boja, n&in vezivanja, prepoznavanje seksualne i aseksusinkture), mikroskopskih
(pregled organa za razmnozavanje, izgled,ciwelii boja hifa, prisustvo ili odsustvo
septi), filogenetskih (beta tubulin, kalmodulin,tiaki ITS) i molekularnin DNK
karakteristika dobijenih sekvenciranjem (GibbonRokas, 2013). Nazalost, postoje
brojne poteskée u indentifikacijiA. fumigatusna osnovu fenotipskih osobina, jer su
one nestabilne, a kli¢ki izolati ponekad imaju atipan izgled sa sporom sporulacijom i
aberentnim konidioforama koje ne produkuju konidij@red toga, morfoloSke osobine
¢lanova podfamilijeFumigati mogu da se preklapaju sa nekoliko posibjevrsta
(Balajee i sar., 2007). To su eukariotski mikrooigeni koje odlikuje heterotrofni réan
ishrane (ne sadrZe hlorofil), vi&dijska organizacija i prisustvo polisaharida Hatin
nesSto malo celuloze éelijskom zidu. Micelijum aspergilusa se sastoji re@dgranatih

septiranih hifa. Na vrhovima hifa su proSirenjaonkliofore na kojima su kratki dr3ci -



fijalide na koje se nastavljaju konidiospore - spdako da formacija pod&e na
masla&ak. Hidrofobni proteinski omotastiti konidije od odbrambenih mehanizama
domaina (Penalver i sar., 1996). Pored ovog, i prisustelanina welijskom zidu sa
svojim hidrofobnim svojstvom Stiti aspergiluse o @ratenja i oksidativhog stresa

(Grosse i sar., 2008, Jorgensen i sar., 2011).

Tabela 1.Filogenetsko stabl@spergillusspp. Identifikovane vrste zé&ane za humanu

i veterinarsku medicinu (zatamnjena polja).

Neosartorya aurata Aspergillus viridinutans

N. stramenia N. laciniosa

N. assulata N. spinosa

Aspergillusunilateralis A. fumigatiaffinis

A. brevipes A. terreus

A. duricaulis A. tubigensis

N. multiplicata A. niger

N. galapagensis A. novofumigatus

N. glabra N. coreana

A. turcosus A. lentulus

N. nishimurae A. flavus

N. hiratsukae A. fumisynnematus

N. fennelliae A. brasiliensis

N. tatenoi A. brasiliensis

N. spathulata A. fisherianus

N. pseudofischeri Aspergillus fumigatus

N. quadricincta A. fumigatus var. acolumnarip

N. udagawe A. fumigatus var. ellipticus

N. aureola A. fumigatus var. phaliseptus
A. fumigatus var.
sclerotiorium
A. fumigatus=A. anomalus
A. fumigatus (albino mutant)




Tabela 2.Produkti vrsteAspergillus podfamilijeFumigati

Vrste

Produkti

Aspergillus brevipes
Aspergillus duricaulis
Aspergillus fumigatiaffinis

Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumisynnematus
Aspergillus lentulus

Aspergillus novofumigatus

Aspergillus turcosus

Aspergillus unilateralis

Aspergillus viridinutans
Neosartorya assulata

Neosartorya aurata

Neosartorya aureola

Neosartorya australensis
Neosartorya coreana
Neosartorya denticulata

Neosartorya fennelliae

Neosartorya ferenczii

Neosartorya fischeri

Neosartorya galapagensis
Neosartorya glabra
Neosartorya hiratsuke
Neosartorya laciniosa
Neosartorya multiplicata
Neosartorya papuensis

Neosartorya pseudofischeri

rokvefortin G meleagrin

pseurotin A, fumagilin, asperpentin, asperduriontanoli

aurantin, cikloehinulin, neosartorin, palitantin,
piripiropeni

fumagilin, fumitoksini, fumitremorgini , gliotoksin,
tripacidin , pseurotin, verukulogen, fumikvinazolini

neosartorin, piripiropeni, fuminmci

piripiropeni A, E, O, terein, aurantin, neosartorin

aszonalenin cikloehinulin, neosartorin, palitantin,

teritrem B

kotanini i nekoliko jedinstvenih ali joS uvek
nedovoljno poznatih sekundarnih metabolita

mikofenolna kiselina, drugi nedovoljno poznati seétarni

metaboliti
viriditoksin, fomaligin A, variotin, viriditin

indol alkaloidi i nepolarni metaboliti

helvolic kiselina, Zute neidentifikovane komponente

fumagilin, triptokvivalini, triptokvivaloni, pseutm
A i viriditoksin

vortmanin, aszonalenini

aszonalenini

gliotoksin, viriditoksin

asperfuran, aszonalenin, fumigaklvin,
viridikatumtoksin

asperfuran, aszonalenin, fumigaklavin,
viridikatumtoksin, gliotoksin, fumigatins,
aszonalenin

terein, fumitremorgin A i C, triptokvivalin A,
tripacidin, verukulogen, sarcin, fiSerin, neosartor

gregatins

asperpentin, avenaciolide

avenaciolidi

aszonalenini, triptokvivalini, triptokvivaloni
helvolic kiselina

vortmanin

asperfuran, citohalazinu &ha jedinjenja
gliotoksin, piropiropeni
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Neosartorya quadricincta kvinolaktacin, aszonalenini

Neosartorya spinosa pseurotin, aszonalenini
Neosartorya spathulata ksantocilidi, aszonalenini
Neosartorya stramenia avenacidide
Neosartorya tetonoi aszonalenini
Neosartorya udagawae fumigatin, fumagilin, triptokvivalini,
triptokvivaloni
Neosartorya warcupii vortmanin, aszonalenin, hromanol, triptokvivaloni

Za Aspergillus fumigatusbicno se kaze da je termofilna vrsta, s obzirom da
raste na temperaturi i do 55°C i da prezivi na enmauri 75°C, ali obilna sporulacija
moze da bude na temperaturi od 30°C (Raper i Feri@85; Kwon-Chung i Bennett,
1992; Haines, 1995; Tekaia i Latge, 2005). Ustgead je daAspergillus fumigatus
proizvodi mnoge enzime kao 3to su fosfolipaze ili¢de proteaze (serin alkalna
proteaza, aspartat proteaza, metaloproteaza) kogguisposobnost da suprimiraju
imunski odgovor i oStete tkivo doiaa (Monod i sar., 1991; Monod i sar., 1993; Birch
i sar., 1996; Reichard i sar., 1997). Ta#&pdokazano je dA. fumigatusproizvodi
nekoliko toksénih supstanci od kojih je najviSe pt@van gliotoksin. On inhibira
fagocitozu makrofaga i heterofila, kao i aktivadgu T limfocita, a podstie apoptozu
makrofaga (Mullbacher i sar., 1985; Sutton i SE994; Sutton i sar., 1996).

2.3.2. MorfoloSke osobinéspergillus fumigatus

Hife Aspergillus fumigatupreinika su 1 - 3um, septirane su i granaju se u dva
dela. Konidiofore su glatke, bezbojne do svetlelerze boje, duzine do 300pum i Sirine
od 5 do 8 um. Na kraju se postepeno pavaju i formiraju vezikulu u obliku boce -
pljoske ¢iji se pre&nik krece od 20 do 30pum sa jednim nizom fijalida iznad adrst
polovine. Fijalide su duzine od 6 do 8um i rasgere su naviSe paralelno sa osovinom
konidiofore. Karakteristino za A. fumigatusje razvoj kolumnarnog oblika lanca
konidija koji mogu da dostignu duZzinu i do 400unaifS2008). Konidije su sfathog
do elipténog oblika, izrazito hidrofobne i lako dospevajuvazduh ako su zrele
(Bennett i Klich, 2003).
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Nekoliko izolataAspergillus fumigatusie poseduje pigment i stvaraju bezbojne
konidije, a svaka konidijalna glava produkuje higaspora prika 2 - 3um (Latge,
1999).

Rezultati skorasnje molekularne studije DNK (RFLMRerstriction Fragment
Lenght Polymorphism) pokazali su visoki stepen gekeeraziitosti izmeiu pojedinih
klini¢kih izolata kod ljudi, morfolo3ki definisani ka&. fumigatus Ovo je dovelo do

opisa novih vrsta A. lentulusi A. udagawadBalajee i sar., 2007; Horn i sar., 2009).

2.3.3. Kulturelne osobineAspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatusveoma brzo raste na ratim konvencionalnim
podlogama kao Sto je Sabouraud dekstrozni agarapé€lz agar. Kolonije dostizu
velicinu od 4 + 1cm tokom jedne nedelje kada se uzgajajuCzapek podlozi pri
temperaturi od Z& (Raper i Fennell, 1965). Kao termofilna vrétafumigatusraste i
do 55°C, a moZe da se odrZava i opstane na tempardb 70°C. Za mnoge patogene
vrste Aspergillus spp. optimalna temperatura za rast je od 30°C #¢&,3a obilna
sporulacija se deSava pri temperaturi od 30°C (Rapennell, 1965; Kwon-Chung i
Bennett, 1992; Haines, 1995).

Kolonije A. fumigatussu pljosnatog oblika, platasto - zelene, najpre bele boje,
a zatim plawasto - zelene kada konidije gioju da sazrevaju, posebno u sredini
srediSnjeg dela kolonije. Daljim sazrevanjem kg®mobijaju sivo - zelenu boju, dok
rubovi kolonije ostaju bele boje. Ovakav morfoloskgled kolonija A. fumigatus
karakteristian je za najwé broj klini¢kih izolata, ali moZze da se razlikuje po boji,
morfologiji i brzini rasta (Leslie i sar., 1988).e@eralno se moze dieda aspergilusi
izolovani iz zemljiSta i obolelih ljudi i zivotinjamaju izuzetno promenljive kulturelne i
morfoloSke karakteristike u odnosu na izglaéd fumigatusopisan 1965. godine od
strane drugih autora (Raper i Fennell, 1965; LesBar., 1988; Schmidt i sar., 1997;
Horn i sar., 2009).
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2.3.4. Biohemijske osobinéspergillus fumigatus

Potreba za bolje taksonomsko definisanje vréte fumigatus uslovilo je
otkrivanje njegovih specifnih biohemijskih i molekularnih karakteristika koje
obuhvataju identifikaciju sekundarnih metabolitakihinon sistema (Matsuda i sar.,
1992), kao i poznavanje izoenzimske strukture {Lsar., 1995; Rodrigez i sar., 1996).
Aspergillus fumigatusproizvodi veéi broj hidrolitickih enzima, serin i aspartat
proteinaze i metaloproteinaze koje poseduju sna&astruktivne osobine koje imaju
zna&ajnu ulogu u patogenezi bolesti (Kolattukudy i s4893; Reichard i sar., 1997).
Pored togaA. fumigatusprodukuje i alkalne proteinaze (Smith i sar., 19Bknco i
sar., 2002), dipeptidilpeptidaze i fosfolipaze kajeprinose virulenciji ove plesni
olakSavajui joj kolonizaciju plénog, ali i drugih tkiva (Karkowska—Kuleta i sar.,
2009). Kothary i saradnici (1984) su prvi opisalzfivnu korelaciju izméu produkcije
elastaza i invazivnosf. fumigatus Isti autori su dokazali da sojefi. fumigatuskoji
produkuju elastaze su letalniji od sojeva koji medukuju ove proteaze. Tako, prvi
izazivaju uginde kod svih inficiranih miSeva tretiranih kortizonpa drugi samo kod
jedne tréine inficiranih miSeva. U drugim istraZivanjima ystanovljeno da svi sojevi
izolovani iz ljudi obolelih od invazivne aspergipokazuju elastaznu aktivnost kao i
jedna tréina sojeva izolovanih iz spoljaSnje sredine (Blaricsar., 2002). Serin
proteinaza i metaloproteinaze imaju elastiiiti dejstvo, a prevashodno deluju na
plu¢no tkivo koje je bogato elestinom (Horn i sar., 20(Berin proteinaza (AFA 1p) je
¢lan familije suptilizina i moze da degradira ne saelastin vé i kolagen, fibrin i
fibrinogen. Ovaj protein nalazi se ekstracelularalb,je povezan i séelijskim zidom
(Kauffman i sar., 2000). Pored navedenih proteinazdumigatusprodukuje i druge
hidroliticke enzime, nukleaze i fosfataze (Kauffman i s&10®. Na kraju, ustanovljeno
je da postoji zngajna korelacija izm#u aktivnosti fosfolipaze i jane intenziteta

infekcije prouzrokovane s&. fumigatugAlp i Arikan, 2008).
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2.3.4.1 Aspergillus fumigatusmogui faktori virulencije

Zn&aj infekcije izazvane s#. fumigatusopisan je u brojnim radovima, a
odnose se na identifikaciju faktora virulencije ymookovaa. Oni su vrlo razéiti i
varijabilni. Prema rezultatima dosadasSnjih istrahja njegova virulencija je
multifaktorijalna, i pre svega, zavisi od imunskstgtusa dont@na i bioloSkih osobina
plesni, a kodirana je od strane viSe gena (Remarntsar., 2005). Prema istrazénama
Latge (2007) i Abadu i saradnicima (2010) virulgmé@. fumigatuszavisi od nekoliko
klju¢nih faktora: morfoloSke strukture plesni, kapaeiteta rast i adaptaciju na
spoljasSnje stresne uslove, razvijenih sopstvenilihamgama za izbegavanje uticaja
imunskog sistema dordiaa i sposobnosti da izazove tkivne lezije kod démea Da bi
gljivica A. fumigatusbila invazivna neophodno je da njene konidije imsposobnost
adherencije za bazalnu membranu ili r&tdi proteine domé@na kao Sto su laminin,
fibrinogen, albumin, kolagen, surfaktantni proteifiA i D), komplement,
imunoglobulini i fibronektin, kao i sposobnost peaeije (Annaix i sar., 1992; Coulot i
sar., 1994; Gil i sar., 1996; Bromley i sar., 19Bénalver i sar., 1996; Bouchara i sar.,
1997; Madan i sar., 1997; Tronchin i sar., 1997). @@stojéih mehanizama adhezije
samo njih nekoliko iztavani su na molekularnom i biohemijskom nivou. $patid
¢elijskog zida konidijeA. fumigatussastoji se od upletenih snéai sastavljenih od
hidrofobnih proteina (hidrofobini) koji su odgovéma hidrofobna svojstva (Thau i sar.,
1994). Hidrofobini su porodica homolognih proteprésutnih na povrsini plesni. Imaju
malu molekulsku masu koja se &eeod 10-20 kDA i izuzetno su otporni na hemijsku
degradaciju. Mapiran je i gen koji kodira Rodlebtgin RodApA. fumigatus(Parta i
sar., 1994; Thau i sar., 1994). Detektovani swgdhidrofobni proteini tokom klijanja
konidija A. fumigatusali njihova priroda i uloga u virulenciji nije ogpoznata (Penalver
i sar., 1996). Ugljeni hidrati i drugi proteinskiotekuli prisutni na povrSini zida
konidija ukljueni su u njihovo vezivanje na proteine déma (Madan i sar., 1997).
Ova veza nastaje preko nespeuiiin fizicko - hemijskih interakcija i/ili specinih
receptora naelijskom zidu plesni gienih od alfa, beta - 1,3 glukana, galaktomanana i
hitina (Latge, 1999; Latge, 2005). Zagnim faktorom virulencije i invazivnostA.
fumigatussmatra se tolerancija na toplotu, prisustvo adl@zinodukcija pigmenata i

ekstracelularnih enzima, kao i sekundarnih met&bdlmikotoksina) (Latge, 2007;
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Karkowska-Kuleta i sar., 2009). Matim, mnogi od njih Stite plesan od Stetnih uticaja
spoljne sredine te je njihova uloga u patogentetio nedovoljno jasna (Alp i Arikan,
2008; Karkowska-Kuleta i sar., 2009). Tako, &@jan protektivni faktoA. fumigatuge
sposobnostelijskog zida konidije, ali ne i hifa, da uzege enzima kodiranih od 6
gena sintetiSe braon - zeleni ili sivi pigment méia(Latge 2007). Proizvedeni pigment
ima hidrofobne osobine (Brakhage i Liebmann, 20@%jsustvo melanina ograiva
aktivaciju komplementa i aktivnost neutrofil@injenica je i to da odsustvo proizvodnje
melanina (bela konidija) smanjuje njihovu virulgoci ¢ini ih osetljivim na dejstvo
H,O, i natrijum hipohlorita, ali i na fagocitozu od a&tre makrofaga u uslovima vitro
(Abad i sar., 2010). Opisano je nekoliko vrsta mela: prekursor 1,8
dihidroksinaftalena (DHN melanin) i prekursor L 43dihidroksifenilalanina (DOPA
melanin) su najvazniji i ¢estvuju u patogenezi bolesti (Hamilton i Gomez, 200
Langfelder i sar., 2003). Sivo - zeleni i plavoeleni pigmenti konidijaA. fumigatus
poticu od DHN melanina (Brakhage i Liebmann, 2005). &isani melanini StiteA.
fumigatusod uticaja ultravioletnog spektra, visokih tempera i enzimskog razlaganja
i tako obezbéuju njegovo preZivljavanje i produzavanje opstafRementeria i sar.,
2005). Melanini takae Stite A. fumigatusod uticaja reaktivnih kiseonikovih radikala
nastalin tokom infekcije donéma i obezbéduju bolju podnosljivost temperaturnih
razlika u odnosu na druge vrste aspergilusa, &d jgustinske vaznosti za njegov rast u
raspadnutoj organskoj materiji spoljne sredine. OfiaioloSka prilagodljivost
obezbduje plesni predominantnu patogenost (Hensel i 4898; Araujo i Rodrigez,
2009). Virulenciji A. fumigatusdoprinosi icinjenica da su njegove konidije malog
precnika (2 - 3um) i da se lako distribuiraju kroz cesspiratorni sistem donmena.
Konidije dospele iz spoljne sredine u tkivo daina, gde su uslovi druggi, da bi
prezivele moraju da se stalno prildgoju (Bhabhra i sar., 2004; Rhodes, 2006).
Proizvodnja i sekrecija hidrolikih enzima, kao Sto su proteinaze, lipaze i foptie
su veoma vazni faktori virulencije jer imaju Zagu ulogu u ishrani, osienju tkiva,
diseminaciji po organizmu, pribavljanju gwv# i savl@ivanju imunskog sistema
dom&ina (Aboul-Nasr i sar., 2013). Ovi enzimi om@guaju lakSu penetraciju plesni u
tkiva i brzi razvoj infekcije jer remete mehanizimeunskog sistema doréiaa (Birch i
sar., 2004). Méutim, luenje enzima u spoljaSnje okruZzenje moZe da budanvaz

adaptivni mehanizam tokom Zivotnog ciklusafumigatugMonod i sar., 1993). Uloga
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i znataj nekih faktora koji doprinose stepenu virulentnds. fumigatusi dalje su
predmet ispitivanja jer se veruje da postojicajaa veza izmiu njih, kao i da su neki
od faktora kodirani brojnim genima. Zbog togasto je nemogie, da se bez sumnje,
definiSe koji od faktora u z&ajnoj meri doprinosi mehanizmu razvoja patogenosti.
Postoje mnogi geni i proteini kojima se pridaje éajaa virulentnosA. fumigatusali
joS uvek nije otkriven faktatiji bi nedostatak kompletno inhibirao invazivnosttalitet
ove plesni.

Vaznost uloge gena u patogenosti plesni pégne je upotrebom mutanata kod
kojih je eliminisan gen za virulentnost, Sto jepmsledicu imalo smanjenje virulencije
(Rementaria i sar., 2005). Tako, ribozomalna bieganproteina kodirana je od strane
crgA (Bhabhra i sar., 2004), monoziltransferaz&kedmntl (Wagener i sar., 2008), a
transmembranski senzor sa ireA genom (Feng i2@t1). Dobijeni rezultati pokazuju
da su ovi proteini odgovorni za termotolerantnt rasumigatud hipovirulentnost kada

se odgovarajti gen ukloni iz genoma ove plesni (Feng i sar.,1301

2.3.4.2 Aspergillus fumigatusmikotoksini

Dokazano je daA. fumigatusprodukuje veéi broj sekundarnih metabolita
poznatim pod imenom mikotoksini. Oni mogu da p@xaju patogenost aspergilusa, da
inhibiraju sintezu DNK i RNK i da izmenéelijsku membranu Sto ima za posledicu
oSteenje i smrtcéelije (Dagenais i Keller, 2009). ¥ma mikotoksina su produkti
micelijuma. Oni su raaite hemijske strukture i male molekulske mase (Dage i
Keller, 2009). Proizvedeni i osloieni iz plesni mikotoksini inhibiraju druge
mikroorganizme u svom okruzengiime obezbéuju sopstvenu egzistenciju (Losada i
sar., 2009), ali i modunost da prouzrokuju oboljenje ili smrt zivotinj§judi (Bennett i
Klich, 2003; Bhatnagar i sar., 2015). Isto takokotoksini povéavaju virulentnost,
odnosno doprinose po&@nju stepena patogenosti plesni. Nasuprot tome,i nek
mikotoksini imaju dokazana farmakoloSka dejstvatigte se u terapiji nekih oboljenja
(Latge, 2007; Ben-Ami i sar., 2010).

Izolovani su i opisani W& broj mikotoksina koje proizvodiA. fumigatus
Poseban zraj imaju: gliotoksin, fumagilin, fumitremorgin, fugeklavin C, helvolik
kiselina, aureperon C, restriktocin i dr. (Dagend{ller, 2009; Ben-Ami i sar., 2010).
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Znxajnu ulogu u patogenezi aspergiloze imaju mikotuksiiz grupe
EpipoliTiodioksoPiperazina (ETP), a thenjima najpotentniji je gliotoksin sa @m
anti - angiogenim efektom i odgovoroSza nastanak invazivne aspergiloze (Gardiner
i Howlett, 2005; Ben-Ami, 2010).

Gliotoksin je cikleni neribozomalni dipeptid, a dobio je ime po metabo
identifikovanom iz gljiviceGliocladium fimbriatum Njegova toksinost zasniva se na
postojanju disulfitnog mosta koji moze da inaktvigroteine preko reakcije sa tiolnim
grupama i da stvara reaktivne vrste kiseonikowitbatinih radikala. Zbog dostupnosti
sekvencama kompletnog genoma plesni i efikasnilodaera remeenje funkcije gena
sada je mogte pristupiti putevima biosinteze mikotoksina grdp€P i imati uvid u
evoluciju te grupe gena (Gardiner i Howlett, 2006Jiotoksin ima vaZna bioloSka
dejstva kao Sto su: antimikrobno, antivirusno, dgeksino i imunosupresivno
(Nieminen i sar., 2002). Visoka toksost grupe ETP toksin&inila ih je privianim i
potencijalno terapijskim supstancama u tretmanwikama (Tsunawaki i sar., 2004;
Orciudlo i sar., 2007). Rezultati ispitivanja sukppali da gliotoksin inhibiSe aktivnost
NADPH oksidaze, smanjuje proizvodnju reaktivnihtar&iseonika (Reactive oxygen
species-ROS) i slabi fagocitnu aktivnost neutrofifaunawaki i sar., 2004; Orciuolo i
sar., 2007). Takie je dokazano da gliotoksin u uslovima in vitroymmmkuje apoptozu
i nekrozu (Gardiner i Howlett, 2005). Ranija ispéthja su pokazala da svi sojedi
fumigatusne moraju obavezno da produkuju gliotoksin, i gassbnost za njegovu
sintezu nije stalna (Lewis i sar., 2005), kao ida,razléiti parametri mogu da utii na
biosintezu gliotoksina u uslovima in vitro (Kerzaiogar., 2008).

Drugi vazan toksin kojeg proizvodA. fumigatus je fumagilin. To je
antitumorski antibiotik koji inhibira angiogenez®dmenteria i sar., 2005). Njegovo
toksicno dejstvo ogleda se u inhibiciji proliferacije etelnih ¢elija i smanjivanju
funkcije ciljarnog aparata respiratornog sisterod Kudi. Skorasnji rezultati dokazuju
da fumagilin utte na aktivnost neutrofila i da smanjuje lokalni mski odgovor (Fallon
i sar., 2010). Helvolik kiselina, poznata pod imendumigacin je¢lan porodice
antibiotika iz grupe fuzidina (Rementeria i sarQ02). Ona moze da d& na

oksidativno praZnjenje i da prouzrokuje rupturu@pih ¢elija (Amitani i sar., 1995).

17



2.3.5. ImunolosSke osobinéspergillus fumigatus

Poznato je daA. fumigatusproizvodi zn&ajan broj alergogenih molekula sa
antigenim svojstvima $to je posluZilo kao osnovaara razvoj i primenu imunoloSkih
testova za seroloSku dijagnostiku aspergiloze kaainokompetentnih donma.
Nazalost, postoje kvalitativne i kvantitativne kel u sastavu antigene komponente
primenjene u raznim laboratorijama &k razlike postoje izni serija koje potiu iz
iste laboratorije (Hearn, 1992). Neki od njih kdo g citoplazmatska Mn superoksid
dismutaza, kiseli ribosomalni protein P-2, cikloifjl tioredoksin pripadaju porodici
unakrsno reaktivnih alergena i reaguju sa raznigtegmima ljudskog organizma te
mogu biti pokret&i autoimunih bolesti u humanoj populaciji (Cramesar., 2011). Kod
astmattara i pacijenata sa alergijskom bronhopulmonaln@peryilozom (ABPA)
alergene molekule reaguju sa IgE antitelom (Abadri, 2010). Antigena svojstva
fumigatuspoticu od komponenti njegovoéglijskog zida koje se prema istrazivanjima
(Latge i sar., 2005; Latge i sar., 2007 i Gastebemr., 2009) sastoje od polisaharida i
proteina. Polisaharidi kofiine ¢elijski zid su: beta 1,3 glukan (20-30%), alfa @l8kan
(10%), hitin (35-46%) i galaktomanan (20-25%). Rkaicijom galaktomanana
ustanovljeno je da je on jedini polisaharidni aetigga odrdenim karakteristikama koje
odgovarajuA. fumigatug(Latge i sar., 1999). Tom prilikom je ustanovljed@ manan
jezgro ima linearnu konfiguraciju koja sadrzi alfe2 i alfa 1-6 povezane ostatke u
odnosu 1:3 i antigene kisele nestabilnénmlance koji su razgranati na dva alfa (1-2)
vezane ostatke manoze sastavljene od beta (1&ipkatgalaktofuranoze sa prosien
stepenom polimerizacije od 4. Njegova sinteza @dgg poméu enzima gvanozil i
galaktoziltransferaze (Abad i sar., 2010). Izolavgadaktomanan iA. fumigatusoristi
se danas u komercijalnom testRldtelia Aspergilluy za dijagnostiku invazivne
aspergiloze kod ljudi (Del Palacio i sar., 2007¢t&8glukan, komponentalijskog zida
takole moze da se koristi za dijagnostiku invazivne aglmze (Ishibashi i sar., 2004),
a kinetika beta glukana je u korelaciji sa galakdiaanom kod pacijenata obolelih od
invazivne aspergiloze (Pazos i sar, 2005). Sa dmtgene, neki autori u svojim
istrazivanjima (Latge, 1999; Rementaria i sar.,20Qatge, 2007) izveStavaju da je
grada ¢elijskog zida aspergilusa promenljiva i zavisi oidev faktora.Celijski zid
konidija se prema Abad i sar., 2010. razlikuje adazhifa. Tako, hidrofobni sloj

18



konidija A. fumigatuspokriva imunogene struktureelijskog zida kao 5to su glukani i
manani. Ovaj takozvani ,Rodlet sloj* sastavljengé hidrofogina A i nestaje u fazi
aktivacije konidija. Ovako konstituisardelijski zid svojom inertna®i i rigidnoZu
poveava otpornost prema aktivnosti imunskog sistem#g@,a2007). Prepoznavanje
fumigatus (polisaharidi, beta glukani, hitin i galaktomanam) strane makrofagnih
celularnih elemenata odvija se prekelijskin receptora PRR (Pattern Recognition
Receptors) tpll receptor® (TLR) i lektina tipa C. Lektini C (nafito dektin 1) ima
vaznu ulogu u prepoznavanju i ubijanju plesni ilanfacijskom signaliziranju.
Odsustvo dektina 1 izrazito paiava sklonost ka infekciji sA. fumigatugLatge i sar.,
2005). Takde, vezivanje konidijalnog galaktomanana za penimaBgeceptor (PTX 3
receptor) povéava fagocitozu alveolarnih makrofaga i dendnith ¢elija Sto rezultira
promocijom Th 1¢elija i citokina (Garlanda i sar., 2002). SusStingki&aj PTX 3
receptora i njihova pofana aktivnost kod antigljighih reakcija izdavani su na

modelu miSa sa transplantacijom kostne srzi (Beni ifsar., 2010).

2.4. Animalni modeli aspergiloze

Zivotinjski modeli inficirani sa Aspergillus spp. se intenzivno koriste za
izucavanje raznih aspekata aspergiloze. Razvijeno klike animalnih modela od
strane raznih istrazi¥a. Glavni cilj ovakvog eksperimentalnog ispitivamjgpergiloze,

u uslovimain vivo je da se postigne detaljan uvid u patogenezu hepani animalne
aspergiloze, kao i njeno efikasn@daje. Potom, cilj je i da se proceni validnost ovi
dijagnosttkih metoda aspergiloze, weni i adaptivni imunski odgovor, putevi
prenosenja infekcije i njena imunoloSka analizatdka 1999). Nedavno su razvijeni
molekularni protokoli koji omogtuju dobijanje véeg broja gljivica mutanata, odnosno
alternativni model infekcije zasnovan éalijskim kulturama ili beskimenjacima. Ovi
modeli ¢e se Siroko koristiti za proveravanje takvih mutap&éime ¢e se smanijiti broj
zrtvovanih zivotinja u grupi. Embrionirana jaja gdan od alternativnin modela za
ispitivanje stepena virulencije i patogenoAtifumigatus predstavljaju prelaz iznde
beskEmenjaka i kkmenjaka (Jezdimirovii sar., 2013). Ovaj model je jeftin i na njemu
se lako izazove infekcija s#spergillus spp. Istina, ishod infekcije na modelu

embrioniranih jaja zavisi od doze - koncentracipmiklija i starosti embriona. Na kraju,
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ovaj model je visoko reproducibilan (Jezdimirovisar., 2013). Da bi se obezbedio
koristan i validan rezultat ispitivanja aspergilop@ inficiranim Zivotinjama kao
modelima, neophodno je pre z&pganja eksperimenta uzeti u obzir nekoliko faktora
Prvo, potrebno je da se izborom modela i vrstetiije moze da imitira klirika slika
bolesti, Sto bolje, tj. da se proceni da li jertaydel akutne kliriki manifestne bolesti
viden kod ljudi ili Zivotinja. Drugo, da se proceni ki model reproducibilan, tée, da

li su protokoli laki za standardizaciju, i na krapla li je izabrani model ekonodain.
Tako, veliki broj studija je sproveden na raitim vrstama eksperimentalnih zivotinja
koje su posluzile kao model bolesti (Polak, 1998). ispitivanje aspergiloze ptica
kori&eni su razlliti modeli: embrionirana jaja zivine, mlade i odegedinke inficirane
preko pléa ili intravenski (Richard i Thurston, 1983; Chaadhi Sadana, 1988;
Kunkle i Rimler, 1996; Jezdimiro®ii sar., 2013). Dokazano je da su @ilmanje

osetljivi od¢uri¢a i japanskih prepelica (Ghori i Edgar, 1973; Ghdtlgar, 1979).

2.4.1. Pt&iji modeli aspergiloze

Aspergiloza je jedna od vaznih phih infekcija kod ptica i razvijeno je
nekoliko pttijih modela koji treba da imitiraju razite oblike aspergiloze kod Zivotinja
i ljudi (Clemons i Stevens, 2005). Kie razlitim vrstama Zivotinja koje su obolele od
aspergiloze, ptice su jedna od retkih vrsta kojeggunda podlegnu prirodnoj infekciji
iako ne postoji imunosupresija (Dagenais i KelBX09). Iz&avanje aspergiloze vrseno
je na razkitim vrstama ptica (pifi, padici, ¢uric¢i, prepelice i domé golubovi),
razlicite starosti (prvi dan Zivota, nekoliko nedelja drasle jedinke), razlitog
imunskog statusa (imunokompetentne, imunosuprimjaz razkiti nacin aplikacije
suspenzije konidijaAspergillus spp. (intratrahealno, intrapulmonalno, direktno u
vazdusSne kese) (Steinbach i sar, 2004; Beernaart,i2008; Dagenais i Keller, 2009).
Imunosupresija je prouzrokovana aplikacijom Kkorsilevoida nekoliko dana pre
infekcije, a neutropenija ciklofosfamidom ili nekindrugim hemoterapeutikom
(Stephens-Romero i sar., 2005; Beernaert i saf8)2od najvéeg broja inficiranih
jedinki smrt je nastupila veoma brzo, ¢&fe dva dana posle infekcije. Ovim
ispitivanjima je dokazano da su prepelice osejijivad curaka, morke manje, a da su

pili¢i najmanje osetljivi. Isto tako, dokazano je datppgazli¢ita osetljivost izméu
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pojedinih linija (Ghori i Edgar, 1973; Ghori i Edgd 979). Makroskopskim pregledom
organa respiratornog sistema prepelica ustanovigenéokalne hemoragne lezije u
traheji, plénom tkivu i vazduSnim kesama koje u daljoj evolugfjogrediraju u
belicaste noduse (Chaudhary i Sadana, 1988). Ovim igdigina je ustanovljena
diseminacija uzrénika jedino kodé¢urica i hematogeno Sirenje detektovano jé &
minuta posle aplikacije konidija putem aerosolacfRrd i Thurston, 1983). 8hi
rezultati ispitivanja patogeneze aspergiloze dobijsu i od strane drugih autora
(Kunkle i Rimler, 1996; Kunkle, 2003). Prema PedaRhoades (1992) patogeneza
aspergiloze zavisi od virulencije uzroka izolovanih iz raziitih izvora, kao i od
natina aplikacije patogena. Ovakva ispitivanja su pela da toksini koje produkuje
Aspergillusspp. mogu, ali i ne moraju, da imaju uticaj naogahezu bolesti ili da
toksini ¢ine zivotinje osetljivim na infekciju. Ipak, aflatsin dodavan u hrani ne
poveava osetljivostéurica prema infekciji (Richard i sar., 1984). Sa drugeane,
gliotoksin izazivajéi imunosupresiju ima z®faj u patogenezi bolesti (Richard i sar.,
1984). Takde, na modelu ptica je ispitivano da li konidfepergillusa razltitog
porekla (dobijene iz raznih izvora) imaju uticaja sam tok bolesti. Tako je dokazano
da Aspergillus poreklom iz prostirke od meke strugotine drvetésyian u véoj
koncentraciji od 18ig prostirke izaziva teZak oblik aspergiloze, a a&mjoj doda bakar
- sulfat smanjie se koncentracija konidija aspergilusa i smrtikost eksperimentalnih
¢urica (Hamet i sar., 1991). Druga ispitivanja pokazda kontaminacija ljuske
embrioniranih jaja s&. fumigatus kasnije rukovanje sa njima ima za posledicurjae

konidija u inkubatoru (Hamet i sar., 1991).

2.4.2. Zamorac kao model za aspergilozu

Zamorci su eksperimentalne zivotinje koje se kerista ispitivanje
eksperimentalne aspergiloze, ukljuci modele za iz&avanje invazivne pline
aspergilozelfvasive Pulmonary AspergillosidPA), sistemske aspergiloze i model za
endokarditis. Ovi modeli su posebno koéesi u proceni efikasnosti terapije IPA,
posebno kod imunosuprimiranih Zivotinja koje sucman&ajno manje eksploatisane

od imunokompetentnih (Kirkpatrick i sar., 2000).

21



2.4.3. Kunit kao model za aspergilozu

Nekoliko vrsta aspergilusaA( fumigatus, A. flavus, A. terréugu¢avano je na
kuni¢ima tokom ispitivanja IPA, sistemske infekcije,iglfnog keratitisa i efikasnosti
terapije gljiviénih infekcija (Polak, 1998; Latage, 1999). Modelnka je takde
koris&¢en u cilju ispitivanja postojanja veze izdue progresije bolesti i njene tezine
(Chilvers i sar., 1989).

Prema Loeffleri i saradnicima (2002) PCR metode uspesno koriste u
dijagnostici sistemske bolesti na animalnim modalindaleko su osetljivije u odnosu
na konvencionalno zasejavanje kulture krvi.dMgm, za odrdivanje tezine gljivine
infekcije u plénom tkivu kod IPA O’Sullivan i saradnici (2002) pauiuju
kvantitativnu fluorescentnu PCR tehniku. U posleginjdeceniji uvedena je
dijagnosttka procedura oddévanje koncentracije galaktomanana u krvi Kanjenzim-
imunska proba - EIA), odnosno GMEIA. KoncentracgakuliSuceg antigena je u

korelaciji sa tezinom o&tenja tkiva sa gljivicama (Marr i sar., 2004).

2.4.4. Glodari kao modeli za aspergilozu

Eksperimentalni modeli glodara koriste se z&aanje invazivne aspergiloze, i
oni se tokom poslednje decenij@&e koriste u pordenju sa modelima na drugim
vrstama Zivotinja. Prednosti modela glodara (mi&cqy i zamorac) su: moguoost
kori&enja véeg broja zivotinja, lakSe rukovanje njima, dostugtrgenetski definisanih
linija i veca ekonominost (Clemons i Stevens, 2005; Desoubeaux i Ci@lj72 Mis je
nage&a vrsta glodara kord&na kao model za ispitivanje invazivne aspergildag, i
smatra se zlatnim standardom za ispitivanje patmerovog oboljenja (Dagenais i
Keller, 2009). Bibliografskom analizom 800 publikovh saopStenja ustanovljeno je da
model miSa ima prioritet u istrazivanjima i k@e$ jecak u 85,8 % od ukupnog broja
saopstenja, model pacova u 10,8 % i zamorca u 3s&dpStenja (Desoubeaux i Cray,
2017). Takde, ustanovljeno je da je tricetvrtine modela miSeva imalo
imunokompromitovani imunski status.

Razvijena su najmanje tri pulmonalna modela aslmagina miSevima. Prvi

model je izazivanje sistemske (diseminovane) infekcsa A. fumigatus kod
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imunokompetentnih i imunokompromitovanih jedinki sg® intravenske inokulacije
konidija ove gljivice (Dixon i sar., 1989; Sarfatsar., 2002; Stephens-Romero i sar.,
2005; Sheppard i sar., 2006). Imunosupresija jevama prethodnom aplikacijom
glikokortikosteroida ili ciklofosfamida. Ovi modeimitiraju dve glavne rizine grupe
ljudi za nastajanje aspergiloze. To je transplajat&ostne srzi kod ljudi sa leukemijom
i transplantacija parenhimatoznih organa (Marri,s2002; Denning i sar., 2003; Latge,
2007;). Drugi pléni model aspergiloze kod miSeva je izazivanje inwa plune
aspergiloze (IPA) posle intranazalne ili intratralme inokulacije suspenzije konidifa
fumigatusi to pre svega, kod imunosuprimiranih jedinkiikojitira bronhopneumoniju
kod ljudi. Objavljeno je nekoliko modela inhalaciprouzrokovéa aspergiloze kao
alternativa za intranazalnu infekciju. U posledmjegeniji razvijen je model aspergiloze
centralnog nervnog sistema (CNS) kod pancitajreni miSeva kojima su konidije
inokulisane direktno intracerebralno. Ovaj modelkseisti za ispitivanje efikasnosti
antigljivicnih lekova i progresije aspergiloze (Chiller i s&002; Clemons i Stevens,
2005). Centralni nervni sistem ¢esto mesto hematogene diseminadigpergillusspp.

iz respiratornog sistema, a stepen mortalitetaangsbsle ove infekcije kod ljudi je &ie
od 80% (Clemons i Stevens, 2005).

Model alergijske bronhopulmonalne aspergiloze (ABR&d miSeva je poseban
primer kada bolest nastaje posle preosetljivostiatna na alergenAspergillusspp., a
ne invazivne infekcije. Ovaj spedcifii model razvijen je i koristi se za patoloSka i
imunoloSko - alergoloSka ispitivanja. Modeli miSesa takde kori€eni za razliita
ispitivanja aspergiloze uklfwju¢i i komparativho ispitivanje stepena virulencije
razlicitih izolata Aspergillusa, identifikacije gena zwajnih za stepen njihove
virulencije, komparativno ispitivanje stepena gseisti na infekciju saAspergillusi
predklinicko ispitivanje antigljivéne efikasnosti lekova (Clemons i Stevens, 2005).

Takade, viSe od jedne decenije pda@o je korienje genetski deficijentnih
modela miSeva (Knockout - KO) jer su lako dostugsivetini slucajeva miSevi su
deficijentni u jednoj vrsti citokina ili faktora ionskog odgovora. Upotreba ovih modela
pokazala je da deficijencija IL-4 i IL-10 poseeva otpornost miSeva prema infekciji,
dok deficijencija IL-6, IL-12 i interferona gama amjuje njihovu otpornost (Clemons i
Stevens, 2005). Postoje i modeli mutanata miSejimkcse oponasa humana hrora

granulomatozna bolest, nasledni poréajeprirodne osetljivosti na razlte infekcije
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NADPH - oksidaze koji umanjuje oksidativni strefagocitniméelijama koje destvuju
u fagocitozi Aspergillusa. MiSevi sa mutacijom u genu gp91l ili gp47 u NADP
oksidazi mogu da budu inficirani intrapulmonalnomlikacijom aspergilusa bez

izazivanja imunosupresije (Clemons i Stevens, 2005)

2.5. Patogeneza aspergiloze

Respiratorni sistem je glavni put infekcije Zivisa A. fumigatus Zivina se
inficira inhalacijom konidija ove gljivice iz konmainiranog vazduha ili hrane
(Oglesbee, 1997; Fedde, 1998; Kunkle, 2003; Pruitadovi¢ i Mazija, 2006).
Zivina moze da se inficira u svim uzrastima, maglgpatogenost uzéaika zaéurke
izraZzenija kod mldih jedinki. Konidije — sporeAspergillus fumigatusznaajno su
manjeg prénika u pordenju sa sporama drugih vrsta aspergilusa gaaenjin lako
savladava odbrambene mehanizme prednjeg dela atspiog sistema (Fedde, 1998;
Nganpiep i Maina, 2002; Reese i sar., 2006; Beernaar., 2010; Arne i sar., 2011,
Olias i sar., 2011) piemu ih hidrofobni proteinski omatatiti od odbrambenih snaga
dom&ina (Penalver i sar., 1996). Pored toga, spdrdumigatusznaajno vise od
drugih vrsta aspergilusa, imaju sposobnost adhgeeze epitel vazdusnih puteva
(Tronchin i sar., 1997; Bouchara i sar., 1997).edanapred navedenog mali dijametar
aspergilusnih spora i anatomija respiratornog siagtemoguaavaju disperziju patogena
u skoro sve njegove segmente (Mari Simonovt, 2009), tako da su Kklitke
manifestacije aspergiloze rezultat stepena invadst organizma, ostenja tkiva i
imunskog odgovora donima (Marr i sar., 2004). Veoma vazan podatak izrgedini
autori (Monod i sar., 1991; Monod i sar., 1993;i@iri sar., 1996; Reichard i sar.,
1997) da u patogenezi bolesti Zapu ulogu imaju proteaze uzroka koje suprimiraju
imunski odgovor ili lediraju afektirano tkivo (Mudacher i sar., 1985; Sutton i sar.,
1994). Sutton i sar. (1996) pokazuju da sekundametaboliti plesni, pre svega,
gliotoksin doprinose razvoju bolesti inhibirdjufagocitozu od strane neutrofila i
makrofaga ili remet@ saradnju T i B limfocita. Konidije dospele u rasporne puteve
se zadrzavaju na epitelu. Na ovim mestima stvasajévorici ili granulomi promera

nekoliko milimetara. U sredini su nekrotizovani adsZze razgranate hife. Plesni
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proliferiSu unutar granuloma koji se p@a@a, a toksini i enzimi, koje proizvodi plesan,
ostetuju tkivo. Nakon udisanja, spore se hematogeno Birzona ostala tkiva. Zivina
obolela od hrorginog oblika aspergiloze atrio ima oteZanu ptunu cirkulaciju koja za
posledicu ima proSirenje desnetare komore i ascites (Cvetni2002). Isti autor
navodi da alergijski faktori, koji su dobro p&@ani kod ljudi nisu dovoljno poznati kod

Zivotinja, te je njihova uloga u patogenezi bolesfpoznata.

2.6. Klini¢ka slika aspergiloze

Aspergiloza, ili kako je neki autori jo$ nazivajmikoticna pneumonija,
pneumomikoza, pseudotuberkuloza i “asper* mikozangkontagiozno sporaffio
gljivi¢no oboljenje viSe vrsta zivine, kaveznih i diviptica (Arne i sar., 2011). Napred
navedeni termini za ovu bolest, prema navodima €hsér., (1975) i Kunkle (2003)
odnose se samo na onecslgve kada je inflamatorni proces situiran uéplbm tkivu,
vazdusnim kesama, pamk i na mukozi traheje. Oboljenje je ustanovljerma kskoro
svih vrsta, proizvodnih i starosnih kategorija @i kod pilea u odgoju (Corkich, 1982;
Steinlage i sar., 2003; Zafra i sar., 2008), rditdrojlerskih pilca (Martin i sar.,
2006),¢uri¢a (Singh i sar., 2012; Olias i sar., 2010a; Arsari, 2011; Kureljusii sar.,
2011; Kureljust i sar., 2012), pac¢a u odgoju (Beytut i sar., 2007) i gusa (Beytut i
sar., 2004).

Zdrava zivina oliino ne oboljeva, iako je izlozena uticaju visoke demtracije
konidijaA. fumigatugKapetanov i sar., 2011). Neki pralri iz Zivinarske proizvodnje
smatraju da je aspergiloza kod Zivine indukovamassim, odnosno imunosupresijom
(Tell, 2005). Eksperimentalno je dokazano da sidipituri¢i do tri dana starosti veoma
osetljivi na infekciju, dok su stariji znatno otpgr (Islam i sar., 2005). Nadalje,
ustanovljena je i zréajna razlika izméu stepena morbiditeta i mortaliteta kod jedinki
razlicitih proizvodnih kategorija. Tako, najviSi mort&it zabelezen je kod peh
(9,03%), maniji kod brojlerskih pda (5,48%), a najmanji kod nosilja (1,92%) (Islam i
sar., 2005).

Klini ¢cka eksprimacija akutne aspergiloze kod zivine wadd jata do jata, od
sezone do sezone i od godine do godine. U naSiraviogh incidenca akutne

aspergiloze kod brojlerskih pilh je véa u odnosu na period od pre deset godina
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(Kapetanov i sar., 2011). Kao predisponitajéaktori za nastanak aspergiloze, pre
svega, kod mladih kategorija spominju se: gew® kontaminacija vazduha i krmne
smeSe konidijama. fumigatusvisoka ambijentalna temperatura, nizak procetagev
ambijentalnog vazduha, loSa ventilacija, ne spdewje sanitarno-higijenskih mera i
neadekvatno skladiStenje kompletne krmne smeSstzanu zivine (Oglesbee, 1997,
Tell, 2005; Khosravi i sar., 2012). Tale® pad imuniteta nastao tokom dugotrajne
upotrebe antibiotika i glikokortikoida,ceste vakcinacije, neadekvatna ishrana,
prenaseljenost, kontinuirani stres, metatkaj bakterijska i virusna oboljenja,
toksikoze, upotreba drvene strugotine za prostigavetana reproduktivna aktivnost i
dr. mogu da doprinesu nastanku infekcije (McMilidPetrak, 1989; Barton i sar., 1992;
Isobe i Lilleho, 1992; Oglesbee, 1997; Verstapp@oirestein, 2005; Beernaert i sar.,
2010).

Zivina se inficira inhalacijom konidijaA. fumigatusdospelih u vazduh iz
prostirke ili hrane, a izleZzerduri¢i ili pili ¢i inhalacijom konidija iz kontaminiranih
inkubatora ili penetracijom konidija kroz ljuskygéa (Jezdimiro\d i sar., 2013).

Klini¢ki simptomi aspergiloze, pre svega, zavise od tdgali je infekcija
lokalna ili generalizovana, odnosno od infekcijomheatenog organa ili organskog
sistema. Méutim, intenzitet klinékih manifestacija aspergiloze koglrica i pilica
zavisi od vekine infektivhe doze, imunskog statusa i staroslinki (Dahlhausen i sar.,
2006). Ustanovljena su dva klékia toka aspergiloze - akutni i hréni. Pretpostavlja se
da je akutna aspergiloza posledica udisanja velidtoga konidija, a hrogni oblik ovog
oboljenja je posledica imunosupresije. Sirom svietazabeleZzeno nekoliko oblika
aspergiloze: kozni, nervni¢ni, nazalni i visceralno—pneumdani - pluéa i vazdusne
kese (Tsai i sar., 1992; Islam i sar., 2005).

Akutni tok aspergiloze, koji traje svega nekolikand, pored opstih simptoma
(inapetenca, somnolenca, nakostreSenost perjaljaijepzivotinja na mestima gde je
dotok svezeg vazduha, &edijareja, svrab koze sa intenzivnim kljucanjemgrmpenjen
glas do njegovog potpunog gubitka) karakteriSu bilp® respiratorni simptomi -
tahipneja i dispneja (Islam i sar., 2005; Stowutari, 2009; Beernaert i sar., 2010; Arne i
sar., 2011). Ponekad secamaju i promene nacoma, vodenasti iscedak izigu sa
posledénim blefarospazmom, fotofobijom, periorbitalnim etd®m i zamdenjem

korneje (Hope i sar., 2009; Beernaert, 2010). @akdod ¢uri¢a i brojlerskih pilta
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opisani su neuroloSki simptomi (porefag ravnoteze, tortikolis, veslanje nogama,
konvulzije, paraliza, a kod p#la epidermalne ciste na grudnom delu kozZe i krestama
(Akan i sar., 2002).

Kod pilica i ¢uri¢a inficiranih in vivo ili za vreme izleganja, aspergiloza je
visoko smrtna u prvih 10 dana zivota, adersa je omfalitisom i ozbiljnim respiratornim
poremeéajima. Omfalitis obino nastaje od 3. do 9. dana starosticaili curica. Ovo
oboljenje je poznato pod imenom ,Brooder* pneurmar(ikunkle, 2003). Istraziva
Cortes i sar. (2005) opisuje dve epidemije om&aditkod mladil€uri¢a inficiranih saA.
fumigatus Kod akutnog toka aspergiloze ugdeunastaje unutar 24 do 48 sati od
infekcije sa mortalitetom od 50 - 90% (Dhama i,52013).

U hroninom toku, koji se sk& kod odraslih jedinki bolest préé sporadino, a

takaie mogu da se konstatuju respiratorne smetnje (Dhaara, 2013).

2.7. PatomorfoloSke promene

Kod vetine vrsta zivine primarna mesta razvoja patomosiodg supstrata su
nizi delovi respiratornog sistema. Tako, &g za invazivnu aspergilozu je nalaz
belicastog mukoidnog eksudata u respiratornom sisterpadljiva kongestija pika,
zadebljanje membrana vazduSnih kesa i nalaz mmijanodula sa rastom gljivica,
nage&e u kaudalnoj, torakalnoj i abdominalnoj vazduSkepi, kao i spoljasnjoj
povrsini plia (Keymer, 1982).

Kod hronine aspergiloze makroskopski s&ana vise gljivénih ¢vorica koji se
stapaju u véa granulomatozna o&tenja ucijem centru leze gljivini elementi (Pal i
sar., 1988; Richard, 1997). Patoloski supstrat nut@éude situiran, osim na pima i
u vazdusnim kesama (#age pogdeni), na slezini, mozgu,éoma i potkoznom tkivu.
Makroskopski u plénom tkivu i vazduSnim kesama nalaze se multiptkasti ili sivo -
beli ¢vori¢i veli¢ine zrna prosa do leSnika, a i¢cueNa njihovoj povrSini udavaju se
sivkaste radijalne pruge Sto se histoloski verjgkkao radijalni rast plesni. Metim,
kod starijih ¢vorica centralno se nalazi kazeifikgjuproces. Vé 12 sati nakon
intratrahealne inokulacije spora moze seéitu@ozinofilna infiltracija plénog tkiva, a
tokom tri dana od inficiranja reaktivno bujanje tefmidnih celija, fibroblasta i
angioblasta (Schiefer, 1967).
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Slicne patomorfoloSke promene opisuju KneZevMatejic (1996) kod pilta
starih 8 do 10 dana. Ovi autori nalaze hepatizosbeve pliénog parenhima, négge
na zadnjim delovima u kojima su prisutni aspergilozoduli. Prema nalazima ovih
autora, granulomatozne promene&ipu pojavom homogenog eozinofilnog centra oko
kojeg se nalaze multijedarnéelije. Kod starijih ¢voriéa ustanovljen je potpuno
nekrotizovan centar oko kojeg se na periferiji malaljivice, a zatim fibroblasti,
histiociti, limfociti i kolagena vlakna. Hife gljica se nalaze i u krvnim sudovima
(Ozmen i Dorrestein, 2004).

Julian i Goryo (1990) su na 190 jednodnevnih komedrth pilica, smesStenih na
dubokoj prostirci koja je tri nedelje pre naseljaja kontaminirana sporama.
fumigatus izu¢avali zn&aj plucne hipertenzije kod ptune aspergiloze i slabost desnog
srca u otkrivanju etiologije ascitesa. #lika vrlo izrazenim disajnim sindromom uginuli
su pre 15. dana starosti, a makroskopskim pregledstanovljena su tamna phi i
tvrda konzistencija. M#utim, kod pilica uginulih od slabosti desnog srca i ascitesa
posle 15 dana nalaze se jako kongestiranéapldistoloSki primarno ostena pléda
o¢itana su kao akutna do subakutna fibrinozna brondomonija. Rezultati ovog
ispitivanja pokazuju da je 85% parabronha optudrflorinom i nekroténim detritusom
ili granulomima. U tim ZariStima nalaze se i asflasyj U kongestiranom ptinom
tkivu uctavaju se bogati inflamatorni infiltrati. Pored uédjenih celijskih elemenata,
autori isttu i postojanje fibroblasta koji su komprimirali vhi&ne, a odvoijili krvne
kapilare.

Na osnovu nalaza moze da se zakljda infekcija, koja uzrokuje akutnu
fibrinoznu pneumoniju blokira tercijarne bronhesir&ava razvitak vazdusnih kapilara
i moze da prouzrokuje ptau hipertenziju, kao i infekcije koje dovode dor@iplazije u
intersticijalnom tkivu ili oStéenja plénih kapilara. Autori zakljguju da gljivicna
pneumonija moze da uzrokuje ascites usled slalestiog srca.

U jednom ispitivanju prgene su patoloSke promene kéarica starih 9 i 19
nedelja posle 24, 48, 72 i 96 sati od inokulacijeilija A. fumigatugkonc. 5x10) u
vazdusne kese (Kunkle i Rimler, 1996). U obe gr&yp&a uaene lezije su ogratene
na membranama vazdusnih kesa i¢ptu tkivo, u obliku fulminantnog zapaljenja.
Slicne promene zapazene su posle 24 i 96 sati od mcjah. fumigatusTipi¢cna slika

posle 24 sata od inokulacije karakteriSe se nalo@m epiteloidnih celija i
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perivaskularnim infiltratima limfocita. Zbog jakeflamatorne reakcije, delovi gljivica
nisu dokazivani u mnogim tkivnim presecima, a akobdi obicno su ih sadrzavali
fagociti i nekroténa podrdja. Uglavnom su nalazeni u citoplazmi epiteloidadiija i
multijedarnih dZinovskih ¢elija. Prema istraZivanjima navedenih autoracema
oSte&enja brzo su napredovala, tako da su granulomatpmeemonije sa nekrozom
nadene vé 72 ¢asa od inokulacije. Na kraju, autori zakijju da se konidije sa mesta
inokulacije prenose hematogeno ili limfogeno u sideéni prostor tokom 24 sata od
unoSenja, i da je u petku zahvéen intersticijum membrane vazduSne kese, a ne njena

povrsina.

2.8. Seroloska dijagnostika

SeroloSka dijagnostika za detekciju antitela naganeA. fumigatusmoze biti
od velike poméi u otkrivanju dva oblika aspergiloze (aspergilomalergijska
bronhopulmonalna aspergiloza - ABPA) kod imunokotapwih osoba. lako je rast
gliivica u tkivima pacijenata ograren kod oba oblika oboljenjaiesto je snazan
humoralni imunski odgovor na prisutni antigen (KprnuKumar, 1991; Latge, 2005).
Razvijeno je viSe od dvadeset dijagnéigsh procedura za detekciju antitela protiv
aspergilusa, a u klitkim laboratorijama n&p&e se Kkoriste imunodifuzija i
imunoelektroforeza (Hearn, 1992). Obe metode sougstvne, lako izvodljive, jeftine i
dovoljno osetljive da stvarno onemdgulazno pozitivne rezultate koji su posledica
niskih nivoa antitela (Latge, 2007). Obe procedsgezasnivaju na otk dve glavne
precipitirajute supstance, katalazi i dipeptidil-peptidazi. Primnaedostaci ovih metoda
su nemogénost kvantifikovanja imunskog odgovora i nedostatdndardizacije zbog
upotrebe neobtenog ekstrakta aspergilusa (Hearn, 1992). Kasnijeolsjavljeni
rezultati korigenja imunoeseja koji je p¥is¢en biohemijskim procedurama (Moser i
sar., 1994). Danas je magu koristiti molekularno - bioloSke tehnike za praidnju
¢istog antigena. Tako, proteiA. fumigatussu proizvedeni UE. colii Pichia pastoris
(Moser i sar., 1992; Moser i sar., 1994). Ovakvigani sluze kao osnova za razvoj
ELISA metode koja omodiava kvantifikaciju antitela (Kobayashi i sar., 1993atge i

sar., 2005). U poslednje vreme u dijagnostici sesk® i imunofluorescentna tehnika
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kao i dokazivanje antitela na rekombinantne antgéB-kDa Aspfl, Aspf2, Aspfa
(Bernard i Latge, 2001).

2.9. Eksperimentalna infekcija ptica saA. fumigatus

Primarni prouzrokowéaspergiloze kod ptica ja. fumigatusCesto je udruZen
sa drugim vrstama aspergilusa, bakterijama i vmasiu izazivanju akutnog i
subakutnog oblika ovog oboljenja.

Ptice imaju jedinstvenu anatomsku dwai fizioloSke funkcije respiratornog
sistema (Fedde, 1998) u odnosu na sisare, Zegm su nezamenljiv model za
ispitivanje patogeneze, histopatologije i teragigpergiloze kod njih, jer je oboljenje
globalni problem u zivinarstvu.

Izazivanje veSigke infekcije saA. fumigatuskod ptica je koristam vivo model
za prodavanje interakcije izm# domé&ina i patogena i procenu validnosti réilh
kontrolnih metoda za dokazivanje prisustva prouavaka. Zavisno od cilja ispitivanja
mogu da se koriste visSe akutnih ili hréomih modela. Model hrotne infekcije je
pogodniji za izdavanje efikasnosti antimikékih lekova, dok je model akutne
eksperimentalne infekcije svrsishodniji za otkriMamostojanja razlika od oboljenja
zavisno od stepena virulencije izdeerazlcitin sojevaA. fumigatusi tezine klintke
slike.

Eksperimentalna infekcija sA. fumigatusizvedena je na pdima, ¢uri¢cima,
prepelicama, golubovimaivorcima i sokolovima raalite starosti, péev od jednog
dana Zivota pa do osamnaest nedelja. Ptice suirarfee unoSenjem suspenzije sa
razlicitom koncentracijom konidijaA. fumigatus(dobijene od izolata inficiranih i
klinicki obolelih ptica ili referentnih sojeva) ragtim nacinima aplikacije u cilju
dobijanja modela sa akutnim ili hrénim oblikom aspergiloze (Julian i Goryo, 1990;
Kunkle i Rimler, 1996; Clemons i Stevens, 2005; Eara i sar., 2007; Beernaert i sar.,
2008; Beernaert i sar., 2010; Arne i sar., 2011).

Vestaka infekcija je izazivana inokulacijom spofa fumigatugputem aerosol i
parenteralno u respiratorne organe. Inokulacijasp®obavljana nebulizacijom u vidu
suvog i vlaznog aerosola u ukupnoj koncentracijisodo 500 mg, i koncentraciji od

5,18x10 u suvom aerosolu; intratrahealno (1,35%160 1,2x18 po ptici);
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intrapulmonalno (1%, direktnom injekcionom aplikacijom u torakaln@bhdominalnu
vazdusnu kesu (1,35x3@o 16) i intravenski, naje&e kod jedne iste vrste ptica kako
bi se odabrao najpodesnijidia aplikacije inokuluma spora za izazivanje asgerg, i

to kako kod imunokompetentnih, tako i kod imunosupanih jedinki (Taylor i
Burrooughs, 1973; Van Cutsem, 1983; Julian i Gord@90; Femenia i sar., 2007,
Beernaert i sar., 2008; Arne i sar., 2011). Ekspentalna aspergiloza je prouzrokovana
kod jednodnevnikRturica aplikacijom soja CBS 144.89 (prethodno izolovanljudi
obolelih od invazivne aspergiloze), u desnu kaudaiorakalnu vazduSnu kesu u
koncentraciji od 10 konidija po jedinki, a u cilju procene klitkih, mikolo3kih i
patoloskih nalaza (Femenia i sar., 2007). Ova kainaeija nije prouzrokovala ugine.
Cilj injekcione aplikacije konidijaA. fumigatusu traheju, plda, vazdusSne kese i venske
krvne sudove je izazivanje primarnog oboljenja mr@sprnog sistema (Beernaert i sar.,
2008; Arne i sar., 2011). Ovim &aima aplikacije inokuliSe se definisan broj kofjadi
koji je isti za svaku jedinkdime se postiZe isti intenzitet patoloSkih promeéviadutim,
svim navedenim putevima aplikacije, manje ili viz@obilazi se vazan deo gornjih
disajnih puteva i njihovih udruZzenih mehanizamaradb, posebno ako se inokulum
aplikuje u torakalnu ili abdominalnu vazdusnu késedde, 1998).

Aplikacijom inokuluma u vazduSnu kesu generaln@astiZzu ograriiene lezije
na lateralnim delovima péa i vazdusSnoj kesi. Miitim, promene su uglavhom u
skladu sa onim koje seddju kod zapaljenja vazduSnih kesa i pneumonije Kkan
1996; Richard i Sacco, 1998).

Vestaka infekcija prouzrokovana nebulizacijom konidigpargilusa ima za cilj
da imitira prirodne uslove kontaminacije, ali zafestrogu standardizaciju ove
procedure. Faktori koji z&ajno mogu da wu na ovaj né&n infekcije su: vreme
izlaganja zivine uticaju konidija (od 5 do 60 mjnzapremina komore nebulizatora,
koncentracija konidija i izwbenje inokulacije (Klimes i Severa, 1964; Taylor i
Burrooughs, 1973; Richard, 1981; Van Custem, 1988¢ i sar., 2011).

Nebulizacija pulverizovanih (suvih) konidija, u pdenju sa vlaznim aerosolom
dala je bolje rezultate u pogledu procene stepeorbiditeta i mortaliteta. Nedostatak
primene vlaznog aerosola je u ¥ali kapljica u kojima su suspendovane konidje
fumigatus(Klimes i Severa, 1964), a pulverizovanog aerosofgepreciznom doziranju

i delikatnom rukovanju. Infekcija izazvana aerosol@bezbduje prisustvo velikog
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broja konidija u pldima ¢iji se broj izraZzava na masu phi(gram) mereno neposredno
posle izlaganja. UnoSenje konidija u ¢duu koncentraciji od 5xf0na gram
prouzrokuje uginée kod 50% inficiranih¢urica starosti tri nedelje (Richard i sar.,
1981), a koncentracija od 3X1§ ne dovodi do uginia jednodnevnih pitia
neposredno posle njihovog izlaganja (Taylor i Bugies, 1973).

Eksperimentalna imunosupresija se koristi u cifazivanja aspergiloze kod
manje osetljivih vrsta ili da smanji razlike u odgou ptica na infekciju saspergillus
spp. Protokol izazivanja imunosupresije obuhvateemi@ralnu viSednevnu aplikaciju
imunosupresivnih supstanci (deksametazon, ciklafogl) pre infekcije. N&ese je
primenjivan deksametazon u dozi od 2 do 5 mg/kgamuskularno tokom tri dana kod
golubova (Beernaert i sar., 2008), brojlerskinh¢gil{Corkier i De Loach., 1990xuri¢a
(Le Loch i sar., 2006). Genotipizacija izolata izutrasnjih organa inficiranih jedinki
obezbduje proveru i dokaz da je eksperimentalna infekpgaledica datog inokuluma
tog sojaA. fumigatugBeernaert i sar., 2008).

U vecini slucajeva eksperimentalna aspergiloza je hiperakutieikéija dobijena
jednokratnim unoSenjem veoma visokih koncentrdajaidija aspergilusa, te mortalitet
i morbiditet nastaju obno izmetu jednog icetrnaestog dana od infekcije (Ghori i
Edgar, 1979; Richard i sar., 1981; Chaudhary i 8ad4988; Peden i Rhoades, 1992;
Kunkle i Rimler, 1996; Arne i sar., 2011). Ako jaelle prezive akutno izlaganje uticaju
konidija aspergilusa sedam dana posle njihove ilagie mogu da se razviju hraime
lezije (Faublee i Boller, 1975).

Ovi eksperimentalni modeli prikazuju pulmonalnu ergilozu sa klintkim
simptomima i unutradnjim lezijama. U ovim modelimi@o i onim sa inhalacijom
konidija opisane su obimne intraokularne promeneuroloski simptomi koji su u vezi

sa granulomima mozga (Faublee i Boller, 1975).
2.10. Eksperimentalna primena deksametazona kod uta

Glikokortikoid kortizol intenzivno se produkuje slmbata uglavnom iz slojeva
unutrasnje zone kore nadbubreznih zlezda (zonakidata i retikularis) pod uticajem

adrenokortikotropnog hormona (ACTH) koji se pod mamim uslovima oslolta u

fizioloSkim koncentracijama iz adenohipofize, a dok stresa u znatno é&ien
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koncentracijama (Ferguson i Hoenig, 2001). Kon@aijx kortizola u cirkulaciji se
naglo povéava tokom stresa i ona je marker za procenu irtetazstresne reakcije
(Hardy i sar., 2005).

Model ponavljane primene deksametazona, sintetdkagata kortizola, ima za
cilj da izazove stres i/ili imunosupresiju kédri¢a i pilica ¢ime se povéava osetljivost
organizma na oportunigke bakterijske i gljiiine infekcije (Huff i sar., 2001).

Imunosupresija izazvana deksametazonom se koristeksperimentalnim
ispitivanjima kod ptica da bi se prouzrokovala agpeza kod manje osetljivih vrsta, ili
da se smanje razlike u odgovoru na infekciju i@mebolelih jedinki. Protokol se
zasniva na ponavljanoj parenteralnoj aplikaciji shrketazona ili betametazona
svakodnevno tokom tri do sedam uzastopnih danarolratno sa razmakom od dva
dana u dozama od 2 do 5 mg/kg telesne mase (Asae,i2011). Deksametazon ima
viSe farmakoloSkih dejstava od kojih su najvaZaiiinflamatorno i imunosupresivno.
Takade, ovaj glikokortikoid prouzrokuje smanjenje ukupndroja T limfocita,
stvaranje limfokina i interferona (Isobe i Lillehdj992). Glikokortikoidi deprimiraju
razvoj i rast skeletnih mi& pilica, smanjuju apetit, unos hrane i telesnu masu (Dong
sar., 2007) tako Sto inhibiraju sintezu proteingadvetavaju njihov katabolizam.
Sedmodnevna s.c primena deksametazona u dozi od/irkod pilica ne utte na
koncentraciju glukoze i ukupnu koncentraciju amisekna u krvi, ali zn&jno
pove&ava koncentraciju insulina i urata (Song i sar120

Deksametazon primenjivan kod brojlerskih daliu hrani tokom tri nedelje u
dozama od 1, 2, 3, 4 i 6 mg/kg prouzrokuje primaneterofiliju izazivajdi povetano
oslobatanje heterofila iz kostne srzi u cirkulaciju. Ovovgtanje je dozno i vremenski
zavisno (duza - sedmodnevna primena deksametazonarpkuje zn&ajnu heterofiliju
u odnosu na kie vreme - dvodnevna primena). Ovo p&age broja heterofila se
smanjuje i dostize fizioloSke vrednosti posle deetid nedelje od poslednje aplikacije
deksametazona. Odnos heterofila/limfocita kod brejih pilca je zn&ajno povéan
posle primene deksametazona. Rawe odnos heterofila/limfocita bio je izrazeniji
neposredno po zavrSetku primene deksametazonaaswdra sam getak tretmana,
kao i sedam tetrnaest dana od obustavljanja primene hrane sanllRengwanich,
2007).
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2.10.1. Mehanizam inflamatorne i imunske reakcije granizma

Inflamatorna reakcija je primarni odbrambeni odgodom&ina na oStéenje
tkiva ili infekciju koja je neophodna za obnavljanjhhomeostaze posle uspeSne
eliminacije Stetnih agenasa i reparacije tkiva (@dw i Chapman, 2011).

Inflamacija moZe da bude akutna i hkord. Zapaljenje zagmje na mestu
oSte&enja, pre sveg&elija mastocita i makrofaga koje oslalgu proinflamatorne
medijatore kao Sto su: bioaktivni amini, medijatonetabolizma lipida i citokini,
uglavhom faktor nekroze tumora (TMN#-i interleukin-1 (IL-1). Oni prouzrokuju
vazodilataciju, poveanu permeabilnost kapilara (humoralni odgovor) ign&aciju
leukocita u povréena tkiva ¢elijski odgovor) Sto za posledicu ima stvaranjecaf®e
bola, povéanje toplote, nastajanje crvenila i otoka, kao mbtaksénih mehanizama
koji pokretu aktivnost ¢elija na mesto ostenja (Hotamisligil, 2006; KnezZe¥ii
Jovanow, 2008).

Ovo akutno zapaljenje je pozitivan odgovor, jerdbetiminiSe patogene i atno
ne dovodi do oStenja okolnih tkiva celija. Nasuprot tome, hrotno zapaljenje moze
da bude Stetno za normalno funkcionisanje organidama&ina, i mozZe da prouzrokuje
oStetenja tkiva icelija (Hotamisligil, 2006).

Odgovor akutne faze zapaljenja je sastavni deo grammienog imunskog
odgovora koji se takie sastoji od fizikih barijera, fagocita, komplementa i toll-like
(TL) receptora (Kaneko, 1997; Cray i sar., 2009ayCr2015). Odgovor akutne faze
zapaljenja je kompleksan sistemski inflamatorni cp koji p@inje sa lokalnom
stimulacijom i odgovorom na o$tenje ili infekciju, a nastavlja se produkcijom bibj
citokina koji se stvaraju u makrofagima, monocitimigukocitima, endotelnim,
epitelnim i adipozniméelijama, fibroblastima i tumorskinelijama. Neki od nastalih
citokina Salju signal jetri da zapee ili povea sintezu proteina akutne faze. Procenjuje
se da tokom akutnog inflamatornog odgovora mozeselgorodukuje vise od 200
proteina akutne faze (Kaneko, 1997). Svaki protakutne faze ima jedinstvenu
bioloSku funkciju, pdev od toga da kao opsonin aktivira komplement iepava
fagocitozu (C reaktivni protein-CRP), ptégva hemotaksu i pomaZe reparaciju tkiva
(amiloid A iz seruma) do toga da se vezuje za héohigda bi mu smanjio oksidativnu
aktivnost (haptoglobin - HP) (Cray, 2011; O'Reillickersall, 2014).
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Tokom razvoja odgovora akutne faze funkcija praeakutne faze moze da se
poveava ili smanjuje (Cray i sar., 2009a; Cray, 201G)avni proteini akutne faze
mogu da se poveju 10 do 1000 puta, dok su kod zdravih Zivotinjsuini u
zanemarljivim koncentracijama. P@amje nastupa brzaiesto u toku 24 h. Kada
nastane odgovaraju odgovor na inflamatorni stimulus, smanjenje karicacije
proteina akutne faze moZe da bude jednako brzo zwgo izrazenog sistema
negativne povratne sprege i kratkog bioloskog pebia. Kod pasa, ntaka i velikih
zivotinja amiloid A i CRP su glavni proteini akutniaze. Niske ili umerene
koncentracije proteina akutne fazec¢ssto prisutne kod zdravih zivotinja. Ustanovljeno
umereno povanje koncentracije proteina akutne faze moze gesgeta 2 do 10 puta,

a niske koncentracije poé&u se za manje od dva puta. Ispoljavanje pang
koncentracije proteina akutne faze (amiloid A i GRR#Zze da bude odlozeno - posle 4
do 6 dana od inzulta, a paane koncentracije mogu da se odrzavaju i po priestan
zapaljenja. Haptoglobin s&esto nalazi u niskim koncentracijama kodiime vrsta
Zivotinja.

Ispitivanje  koncentracija proteina akutne faze #apm izazvane
inflamatornom supstancom (gud® obavljeno je kod pida (Chamanza i sar., 1999;
Chamanza i sar., 1999a). Ustanovljene suana promene koncentracija serumskog
amiloida A (SAA), transferina, antiinflamatornogopgina analoga haptoglobina (PIT-
54) i alfa-1 kiselog proteina samo kod ptica (WichEries, 2010; Cray, 2015).

Imunski sistem¢ine urateni i st&eni imunitet. Urdeni imunitet obezhiuje
pocetni, nespecitini odgovor na dejstvo patogena. Komponente koje uraieni
imunski odgovor su leukociti, citokini, eikosanqidiao i neimunskeelije: epitelne i
endotelne (Coutinho i Chapman, 2010).

Steleni imunitet je viSe spectfan odgovor koji se aktivira kada infektivni agens
nije eliminisan putem urenog imunskog odgovora. Ako zivotinja stupi u kémtsa
bilo kojim patogenom ponovo, imunska memord@ proizvesti brzi i ja& imunski

odgovor nego onaj koji se dogodio tokom prvog sasféaneway i sar., 2005).
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2.10.2. Mehanizam delovanja glikokortikoida

Glikokortikoidi se koriste da smanje bréglija i aktivnost imunskog sistema.
Ovaj supresivni efekat glikokortikoidi uglavnom @javaju nacelije imunske odbrane
u odnosu na humoralni imunitet. Umereno visoke dgldeokortikoida ne utiu na
stvaranje antitela, a visoke doze i duga primenhibigu njihovu produkciju.
Glikokortikoidi prouzrokuju limfopeniju i eozinopgn, njihovu redistribuciju i/ili lizu,
i umanjuju funkcionalnu sposobnost monocita, madgaf i eozinofila inhibisti
stvaranje interleukina (IL), kao Sto su: IL-1 (madagi), IL-2 (limfociti), IL-3 i IL-6 i
druge hemotaktke faktore (Ferguson i Hoenig, 2001). Glikokortiioimogu da
prouzrokuju apoptozu normalnih limfoidndelija, ali i malignih.

Mehanizam dejstva glikokortikoida je povezan s&akortikoidnim receptorom
(GR), koji je vezan za ,stresne proteine” Hsp90spH0 u citoplazméelije. Kortikoidi
difunduju kroz¢elijske membrane u citoplazmu gde se vezuju za BR& posledicu
ima oslobdanje receptora iz veze sa stresnim proteinima.o&tiktikoidni receptor se
translocira u jedru gde se, posredstvom DNK veziuimena vezuje na tzv. elemente
koji reaguju na kortikoide (engl. glicocorticoidsponse element-GRE) koji su povezani
sa ciljnim genima. U zavisnosti od podtipa glikakaidnog receptora i smestaju GRE,
kompleks ligand - glikokortikoidni receptor moze damuliSe ili inhibira ekspresiju
gena (primer antiinflamatorno delovanje glikokooiitta). Kompleks ligand - GR kb
aktivnost antiinflamatornih¢initelja transkripcije koji se nalaze u kompleksa s
hromatinskim kompleksom koji sadrzi histonske dtatisferaze. Kompleks ligand -
GR prouzrokuje razdvajanje tog koaktivacijskog kéekpa i stvaranje kompleksa koji
sadrzi histonske deacetilaze, 5to za posledicu korlenzaciju hromatina i Kenje
transkripcije. Kompleks glikokortikoid - GR inhilairfunkciju aktivacijskog proteina
transkripcije (AP-1). Aktivacijski protein transkcije indukuje nekoliko gena
odgovornih za aktivnost kolagenaze, interleukiha?] IL-2R) i ciklooksigenaze (COX
2) (Ferguson i Hoening, 2001).

Antiinflamatorni efekat glikokortikoida nastaje kaposledica ili njihovog
direktnog vezivanja za glikokortikoid/glikokortikibi receptorski kompleks (GRE)
povezan sa cilijnim genima, ili stupanjem kompleksainterakciju sa drugim

transkripcionim faktorima, posebno aktivacijskogteina-1 ili jedarnog faktora kapa
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B. Glikokortikoidi inhibiraju zapaljenje koje nagtakao posledica produkcije citokina,
hemokina, metabolita arahidonske kiseline i adheiomolekula. Oni inhibiSu
oslobatanje arahidonske kiseline i trombocitnog aktivitaig faktora (PAF) iz pita i
makrofaga powEavajlti stvaranje proteina lipokortina koji inhibira enzifosfolipazu
A2 u membranicelije. Na ovaj n&in se spréava produkcija prostaglandina,
leukotrijena i PAF-a. Glikokortikoidi mogu da speei aktivhost fosfolipaze C. Ovi
lekovi odrzavaju mikrocirkulaciju i integritetelijske membrane, a stabilizacijom
lizozomalnih membrana spf@vaju oStéenje celija i tkiva. Glikokortikoidi smanjuju
stvaranje i oslohtanje histamina iz ostenihc¢elija (Aron i Tyrrell, 1994).

Ovi lekovi inhibiSu rane manifestacije zapaljengavénilo, toplota, bol, otok:
smanjen influks i aktivnost leukocita) i kasne é&tanje rana i proliferativha reakcija:
smanjena aktivnost mononuklearrilija, smanjena angiogeneza i manje fibroze). Na
limfoidno tkivo, glikokortikoidi deluju tako Sto samjuju klonalnu ekspanziju T i B
¢elija i smanjuju stvaranje citokina od stranéelija.

Glikokortikoidi imaju uticaj na sve formirane elente krvi. Povéavaju broj
eritrocita i sadrzaj hemoglobina, kao i broj troroib@. Povéavaju broj neutrofila, ali
smanjuju njihovo prisustvo na mestu zapaljenja. k@Kortikoidi smanjuju broj
monocita, eozinofila i bazofila. Smanjuju broj daitiSucih limfocita (T>B) tokom 6 h.
InhibiSu  funkciju makrofaga: blokiraju stvaranje optanoida, leukotriena,
proinflamatornih citokina i PAF-a.

Deksametazon primenjivan u hrani brojlera u dozip@ i 6 mg/kg prouzrokuje
limfopeniju, heterofiliju, limfocitozu i poweava odnos heterofila i limfocita (Gross i
Siegel, 1983; Puvadolpirod i Thaxton, 2000), i ukipbroj leukocita, koncentraciju
hemoglobina, telesnu temperaturu i frekvencu dssarfAengwanich, 2007).

Deksametazon povava koncentraciju hemoglobina i volumen eritrocita.
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2.11. Ispitivanje kozne bazofilne preosetljivostiQutaneous Basophil

Hypersensitivity — CBH) izazvane fitohemaglutininom (PHA) kod Zivire

Kozna reakcija preosetljivosti Siroko se primenjiig® test indikator promena u
¢elijskom imunskom odgovoru tokom izlaganja Zivireznmim stresorima (Lazarevi
sar., 2000). Stepen reakcije zavisi od primenjestogsora i trajanja izlozenosti (Ecker i
sar.,, 1995). Véna imunologa je mislienja da edem koze prouzrokova
fitohemaglutininom (PHA) nije isklitivo posredovan preosetljive$ izazvanom T
limfocitima, ve& je posledica kozne bazofilne preosetljivosti (CBM)cCorkle i sar.,
1980). Ova tvrdnja je potkrepljena analizom edewmekije nastajanje prolazi kroz dve
razlicite faze posle inokulacije PHA kod zivine. Prvadaz nastajanju edema na mestu
aplikacije je eksudacija plazme iz okolnih krvnildsva i ona nastaje posle 6 do 12 h
od aplikacije. Posledica je oslatamja urdenih lokalnih populacij&elija (uglavhom
bazofila i makrofaga) koje aktiviraju PHA stimulisaCD4 i T limfocitnetelije (Elgert,
1996). Druga faza nastanka edema koZe obuhvattdaiju naknadno osloli@nih T
limfocita osetljivih na PHA. Ona nastaje posle 24d aplikacije PHA (Stadercker i
sar., 1977; McCorkle i sar., 1980). Na osnovu gaklataka moZe da se zakijaa su
aktivirane T¢elije ukljucene u nastajanju edema koze.

KoZna bazofilna hipersenzitivhost izazvana intrat@nom aplikacijom PHA je
korisna metoda za procenalijskog imunskog odgovora u uslovirmavivo kod pili¢a i
¢urica (Stadercker i sar., 1977; Goto i sar., 1978; RegrKelly, 1981; Edelman i sar.,
1986; Murray i sar., 1987; Brake i sar. 1988; Mili¢ i sar., 2007). Kozna bazofilna
preosetljivost moze da se izazove kod¢épilaplikacijom PHA u kozu grudnog kosa
(Sinha i sar., 1988), u kozu u okolini uha i podimjaka (Stadercker i sar., 1977), krilni
kozni nabor (Lamont i Smyth, 1984; Cheng i Lamd®88; Parmentier i sar, 1993) i u
drugim uob¢ajenim mestima na kozi (Goto i sar., 1978; Edelingar., 1986; Brake i
sar. 1988). Ipak, intradermalna aplikacija PHA iremge odgovora reakcije teSko su
izvodljivi ako se PHA aplikuje u nedovoljno razuije kozu krila kod pilia i ¢urica
mladih od dve nedelje (Rose, 1977), i u neobraslimdela koZe piléa koji su isuviSe
tanki za adekvatnu primenu (Stadercker i sar., L9KbZna bazofilnacelijski
posredovana odloZena preosetljivost izazvana agjdta PHA u kozZu izméu 3. i 4.

noznog prsta kod brojlera starosti od 3 do 31 gmsebno je korisna i jednostavana
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vivo skrining metoda za procemrelijski posredovanog imunskog odgovora i otkrivanje
smanjene aktivnosti T limfocita (Stadercker i s4®©77; Corkier i De Loach, 1990).
Odgovor na intradermalnu aplikaciju PHA manifestoealemom moZe da gga posle

6 do 48 h od aplikacije. Vreme ispoljavanja makdana infiltracije koZe varira zavisno
od reakcije raztitog tipacelija (Martin i sar., 2006).

Edemi koZe su pokazateljtelijski posredovane imunokompetentnosti i
procenjivani su na osnowetiri vrste zapazanja kod dotila zivotinja: a) infiltracije
leukocitima i/ili proliferacije na injekcionom mesposle intradermalne aplikacije PHA
(Stadecker i Leskowitz, 1974; Stadercker i sar771%inha i sar., 1988; Corkier i De
Loach, 1990), b) nastali edemi su nestajali koetktomisanih ptica (Goto i sar., 1978),
c) fitohemaglutinin pretezno stimuliSe T limfocitali ne i B limfocite u usloviman
vitro (Elgert, 1996) i d) pojave odlozene reakcije pegisosti, ukljucujuci i pojavu
edema na fitohemaglutinin koje su ponekad u uzaggaweri sa sposobnéd Zivotinja
da kontroliSu odréene vrste infekcija (n&¢&e virusne) (Turk, 1967). Na oshovu ovih
nalaza jasno je da je edem koZe posredovan sa PHA, predstavlja imunoloSku
reakciju, ali nije jasan njegov funkcionalan &a@ odnosno tum#nje razlika u
intenzitetu reakcije, tj. valini edema.

Neka ispitivanja na divljim pticama pokazuju da @@ velikog edema koze
posle aplikaciie PHA ukazuje na d&e verovatnéu stepena prezivljavanja ptica
(Gonzalez i sar.; 1999; Soler i sar., 1999). Iz tagloga, edem koZe posredovan sa
PHA predstavlja pouzdanu zamenu za procenu opptamaisti organizma na bolesti
(imunokompetentnost). Metim, rezultati ispitivanja postojanosti edema koze
posredovanog dejstvom PHA ukazuju na njegovu prdjivest zbogéega je sugerisano
da je edem pokazatelj opSteg zdravstvenog stadjakje(Duffy i Ball, 2002; Ardia,
2005) ili zamena za procenu imunoloSke aktivnostodreienim trenucima zivota
Zivotinja (Martin i sar., 2000; Tell i sar., 2009eki imunolozi ukazuju da je pojava
velikin edema koze posledica alergije ili nekorigahe lokalne inflamatorne aktivnosti
(Elgert, 1996), i navode da veliki edemi nisu ubekji (Martin i sar., 2006).

Rusov i saradnici (1994) su ispitivali reakciju tjgeosti na PHA kod lakih i
teSkih provenijencija brojlera u uslovinmavivo i pokazali da se pod uticajem PHA ne
menja ukupni broj leukocita i odnos izénediferenciranih leukocita u perifernoj krvi, i

da citomorfoloSki sadrzaj infiltrata koZze nastaoH2d inokulacije PHA ukazuje na
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poveanje broja heterofila, smanjenje broja leukocitegkmfaga i mastocita. Kod
pracenja imunoloSke reaktivnosti Zivine u intenzivnoegaju brzi odgovori mogu da se
dobiju procenom statusa aktivnosti T limfocita.

Koris¢enje mitogenih supstanci kod T i Belijski zavisnih antigena, bez
prethodne senzibilizacije makroorganizma ti#kose naziva odlozena bazofilna
preosetljivost, pa se&esto oba termina koriste u istraiikaj terminologiji. Kao
mitogena supstanca, u imunologiji se u poslednjegediji koristi makromolekul
fitohemaglutinin izolovan iz ekstrakta crvenog pgas@Phaseolus vulgar)s(Martin i
sar., 2006). Fitohemaglutinin (PHA-P) predstavlj@ciéenu smeSu dva izolektina
(eritroaglutinin PHA-E i leukoaglutinin PHA-L).

Kod ljudi i drugih kémenjaka konzumiranje sirovih zrna pasulja prouzj@ku
inflamaciju digestivhog sistema, a PHA i aglutinaceritrocita (Naspitz i Richter,
1968). Sléno drugim lektinima, PHA je mitogena supstanca @armogim tipovima
¢elija kicmenjaka, ukljdguju¢i i T limfocite (Elgert, 1996).

Odgovor na mestu gde je inokulisan fitohemaglutimanifestuje se lokalnim
poveanjem i zadebljanjem koZe nastalim zbog nakupljahjdimfocita i ¢elija
zapaljenskog procesa. Edem je posledica fmwe permeabilnosti krvnih sudova
izazvane oslohtanjem vazoaktivninh amina, serotonina i histaminsiolmaienim iz
mastocita, kao i zbog senzibilizacije sa antitelitn@ celijama zavisnih antigena (Ptak
i sar., 1991; Miljkow¢ i sar., 2007).

Pili¢i su senzibilisani na kog&ne mitogene i B i Kelijski zavisne antigene
aplikovane intradermalno (Miljkowi i sar., 2007). Najw@ broj autora opisuje
jednostranu interdigitalnu aplikaciju fitohemaghitia kod pilta i ¢urica. Meri se edem
koze u milimetrima pre i posle aplikacije PHA, odno intenzitet odlozene kozne
preosetljivosti. Test koze i odloZzena preosetljivasedeni u usloviman vivo imaju za
rezultat inicijalni edem nastao kao odgovor na tdejsenzibilizirajéeg agensa koji
povetava debljinu koze koja se moze videti posle 4 dsaB od aplikacije. Mnogi
rezultati ispitivanja ukazuju da zdravi giliimaju snazan imunolo3ki odgovor i
potkrepljuju hipotezu da neke promenéadlijski posredovanom imunskom odgovoru i

drugi patogeni mogu potencijalno dacutna imunski odgovor.
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2.12. Vakcinacija

U protekle dve decenije brojne studije su dokumei® zn#aj st&enog
imuniteta za odbranu ljudskog organizma od invazighivicne infekcije. Postoji Siroki
konsenzus na polju medicinske mikologije dac@jski imunitet vazan za uspeSnu
odbranu doména od infekcije gljivicama. Trenutno, postoji vipeojekata istraZivanja
razvoja vakcine protiv Sirokog spektra patogeniivigh kod ljudi (Dixon i sar., 1989;
Clemons i Stevens, 2005).

Medutim, u poslednjih nekoliko godina rezultati nek#pitivanja ukazuju na
potencijalnu efikasnost humoralnog imuniteta u isadbmatina protiv dve glavne
patogene gljivice Gandida albicans Cryptococcus neoformangCenci i sar., 2002).
Ustanovljeno je da je produkcija antitela na unatgigeneC. albicans (manan,
proteaze, proteine toplotnog stresa) povezana&#ara od infekcije. Dokazano je da
vakcine mogu da stvaraju antitela protiv eksperitalere infekcije prouzrokovane sa
Candida albicansi Cryptococcus neoformangdok u sld¢ajevima vakcinacije sa
Coccidioides immitisnije zapazena aktivnost humoralnog imuniteta iastaje
protektivnih antitela kod ljudi (Cenci i sar., 2Q0Dvi rezultati podstu glediSte da
odgovor stéenog imuniteta moze da bude mobilisan za preveeiidacenje gljivicnih
infekcija.

Sli¢na istrazivanja stepena imunogendstifumigatussprovedena su kodrica
i brojlerskih pilica u cilju preveniranja ovog oboljenja. Misljenje ¢ bi aktivni
imunitet, dobijen posle vakcinacije ptica, ali ispani (imunoglobulini) bili korisni u
preveniranju i léenju aspergiloze. Miitim, pokuSaji da se osmisle planovi vakcinacije
sa razlkitim preparatima vakcine su pod velikim znakom mia jer se radi o
imunosuprimiranim Zivotinjama koje bi trebalo trati imunoglobulinima (Schmidt,
2002). Korigenje vakcina saA. fumigatus dobijene raztiitim tehnoloSkim i
farmaceutskim postupcima dalo je veoma neusaglagen#ate (Richard i sar., 1981).

Cinjenica je da je uloga stenog imuniteta u razjadnjavanju aspergiloze i dalje
nejasna. Tako, dvokratna vakcinacija nije obezbed#sStitucurica od prethodnog
nefatalnog izlaganja dejstvu spofa fumigatus ve¢ naprotiv, prouzrokovala je tezi

oblik zapaljenja vazduSnih kesa (Kunkle, 2003).
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Ispitivana je efikasnost nekoliko eksperimentalnigpnemljenih vakcina od
izolata A. fumigatus (kultura filtrata A. fumigatus suspenzija spora, micelijuma,
germinal) kodéuri¢a. Vakcina je aplikovana subkutano, dvokratno (prkauga nedelja
Zivota), a u starosti od jednog meséuéci su izlagani uticaju sporam@a fumigatusu
obliku aerosola i koncentraciji koja prouzrokujeO% uginée kod nevakcinisanih
¢urica. Rezultati ispitivanja efikasnosti radtin vakcina ukazuju na zastitni efekat od
38 do 48% koduri¢a vakcinisanih vakcinom sa germinalnfn fumigatusi 50% kod
¢uri¢a vakcinisanih sa micelijarnom vakcinofn fumigatus(Richard i sar., 1981). Na
osnovu procene efikasnosti ispitivanih vakcina @tiiacurica od infekcije saA.
fumigatusmoze da se zakiu da je stepen zaStite nedovoljan, zh@ga je primena
vakcina ograriiena (Richard i sar., 1981; Richard i sar., 1984)edwa komercijalna
vakcina protiv infekcije saspergillusspp. nije registrovana u svetu (Arne i sar., 2011)

lako su predlagani brojni protokoli primene antiotikkih lekova za léenje
aspergiloze ptica, éenje ove mikoze u Zivinarskim farmama je prékb nemogte
(Beernaert i sar., 2010).

Preveniranje infekcije Zivine saA. fumigatus se sprovodi primenom
biosigurnosnih mera i smanjivanjem broja predispguéih faktora. S obzirom da je
Aspergillus spp. oportunistki patogen redukcija predisponiraji imunosupresivnih
faktora kao Sto su kontinuirani stres, primena leaidierijskinh lekova i drugih
imunosupresivnih supstanci i malnutricija, doprieospréavanju pojave oboljenja.
Izbegavanje prisustva klfnih faktora za nastanak aspergiloze, kao Sto asnjava i
budava prostirka i hrana, ali i spradenje dobrog menadzmenta prostirke zajedno sa
svakodnevnom procenom njenog kvaliteta tokom cetogtnog veka jata Zivine
obezbduju zastitu od infekcije (Beernaert i sar., 201ané\ i sar., 2011). Takie,
prostirka i hranilice treba da budiste, suve i bez praSine da bi se ogfanrazvoj
gljivica. Neophodno je kontrolisati relativhu viaist preko odgovarae ventilacije da
bi se spré&ilo vlazenje prostirke i stvarali pogodni uslovi eazvoj gljivica (DeBey i
sar., 1995; Kunkle, 2003). U cilju sgevanja infekcije i kontrolisanja stepena
kontaminacije zivotnog okruzenja (povrSine i unsitjast objekta) ubikvitarnim
gljivicama korisno je povremeno primenjivati funigiske, kao Sto su: tiabendazol,
nistatin, bakar sulfat (Dyar i sar., 1984) i enilzol u obliku spreja, magle ili

nebulizacije. | na kraju, ali ne manje vazno, poti@ je maksimlno smanijiti efekte
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stresora, kao Sto su: debikiranje kljunova i prefjasanje u objektima (Akan i sar.,
2002).

2.13. Uticaj infekcije saAspergillus spp. ha hematoloSke parametre i

imunski status zivine

Poznate su visoke fizioloSke intra- i interspe@jskematolosSke varijacije kod
ptica. Posledica su postojanja velikog broja vrssalika u brzini metabolizma, pola,
starosti, reproduktivnog statusa i sezonskih veijga

HematoloSko ispitivanje je jedno od zagmih ispitivanja koje moze da
doprinese otkrivanju i pt@nju poreméenog zdravlja i fizioloSkog statusa zivine. Ovim
ispitivanjem se procenjujéelijski (broj i morfologija ¢elijskih elemenata krvi) i
serumski sastav krvi, koagulacija, formiranje khvnielija, sinteza hemoglobina,
imunski status i porendgj svih ovih procesa (Albert, 2005; Kassirskii, 2p1
Promenjene vrednosti hematoloSkih parametara sardodikator za procenu odgovora
Zivine na razliite prouzrokovée bolesti i stresna stanja (Etim i sar., 2014; Anjo
Cyriacus, 2014).

Gljivi¢na infekcija - aspergiloza je gena teSkom do umerenom heterofilijom
(Cesto sa tokgnim promenama u beloj krvnoj lozi), limfocitozommonocitozom kod
brojlerskih pilca (Mitchell i Johns, 2008; Etim i sar., 2014). Riéatii hematoloSkih
ispitivanja dobijeni kod brojlerskih pda, koji su tokom tri nedelje konzumirali hranu
kontaminiranu metabolitim&. flavusi A. ochraceusikazuju da mikotoksini zajno
smanjuju broj leukocita, limfocita, eritrocita, kmentraciju hemoglobina i vrednost
hematokrita, a zr@jno povéavaju broj heterofila (analog neutrofilima kod s&éa
(Tuzcu i sar., 2010; Anjorin i Cyriacus, 2014).

Takade, ispitivan je uticafspergillus terreugmikotoksin - teritrem B) na rast,
biohemijske i hematoloSke parametre brojlerskihi¢ailkoji su tokom Sest nedelja
konzumirali hranu kontaminiranu ovom vrstom pleshistanovijeno je zr@jno
snizenje koncentracije gvéd, hemoglobina i glikemije u krvi, a pad koncenifec
navedenih parametara progresivno se favao sa v\@m unosom kontaminirane hrane
(Kiran i sar., 2015). Pad koncentracije hemoglopaibumina, proteina i glukoze u krvi

brojlera u@en je i posle konzumiranja hrane kontaminiranetgksinom (Reddy i sar.,
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1997). Kiran i saradnici (2015) su nasli da mikaiakteritrem B, primenjivan u hrani
tokom Sest nedelja dovodi do Za@mog smanjenja broja eritrocita, leukocita, hefitro
i limfocita, i da je ovo smanjenje u korelaciji saetom kolinom hrane. Takie, ovaj
mikotoksin prouzrokuje zriiajno povéanje broja bazofilnih granulocita, ali neagtina
broj monocita.

Mikotoksini  zn&ajno  naruSavaju homeostazu krvi i prouzrokuju
imunosupresiju. Taki®, metabolitiA. flavusimaju imunosupresivni efekat, tj. aZtegno
smanjuju aktivnostelijski posredovanog imuniteta, odnosno smanjujupak odnos
leukocita i limfocita. Mikotoksini deluju kao imusapresori dovode do inhibicije i
humoralnog i celularnog imunskog odgovora. Oniliiraju fagocitozu i mikrobiocidnu
aktivnost makrofaga i smanjuju sadrzaj T limfoaitgerifernoj krvi brojlerskih pitia
(Oguz i sar., 2000).

Aflatoksin je veoma snaZan imunosupresor i proug@klepleciju limfoidnog
tkiva, remeti funkcije makrofaga i limfocita i rekluje sintezu i produkciju
komplementa. Ohratoksin dovodi do atrofije limfrmitgana, oSteenjacelija uklju¢enih
u humoralni i celularni imunski odgovor, i remetagbcitnu aktivnost. Takie,
trinoteceni dovode do deplecije limfoidnih organivirie, smanjenja limfocitnog
mitogenog odgovora i citotoksii su za makrofage. Svi ovi mikotoksini slabe inmkins
odgovor na vakcinalne antigene i Zapno povéavaju osetljivost prema raznim
infekcijama (Resanogj 2015).

Stres prouzrokuje povanje broja heterofila i smanjenje broja limfocikao i
loS heterofilno - limfocitni odnos, Sto predstavhalji indikator stresa od povanja
koncentracije kortikosterona u krvi (Resarfovi Palic, 2009). Povéanje heterofila
(heterofilija) nastaje kao posledica opSte zapakerreakcije izazvane intoksikacijom i
akutnim hemoragijama. Ta#te, hemolittka anemija moze da prouzrokuje heterofiliju,
a poveéan procenat bazofila ukazuje na hgoni hemolittku anemiju i gljivénu
infekciju (Anjorin i Cyriacus, 2014).

Parenteralna viSekratna primena deksametazona rpkuje celijski
posredovanu imunosupresiju i smanjuje otpornostinfekcije kod razkitih vrsta
Zivotinja, ukljwujuci pilice i c¢urice (Huff i sar.,, 1998). Injekciona primena
deksametazona se Siroko Kkoristi u eksperimentalnimdelima za procenu

imunomodulacije, odnosno imunosupresije izazvangessimn. Deksametazon
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primenjivan trokratno (svaki drugi dan) ili tokom tlo sedam uzastopnih dana u dozi
od 2 do 5 mg/kg (i.m.) koduri¢a, brojlerskih pilta, golubova i sokolova prouzrokuje
imunosupresijuéelijskog imuniteta i menja odnos heterofila i limfia (Huff i sar.,
1998; Beernaet i sar., 2008). Ovaj glikokortikoibvptava westalost pojave
aerosakulitisa i osteomijelitis - kompleksa nakdtsperimentalne infekcijeurica
izazvane s&.coli. Oba tretmana zkajno su smanjivala relativnu masu burze Fabiricii.
Deksametazon povava broj izolataE. coli iz tkiva ¢uri¢a, kao i odnos heterofila i
limfocita, tj. poveava broj heterofila a smanjuje broj limfocita. @&rultati ukazuju da
stresom izazvana imunosupresija (primenom deksaoedy moze biti ukljena u
etiologiju aerosakulitisa i osteomijelitis komplekauri¢a izazvanog eksperimentalnom

inokulacijomE. coli (Huff i sar., 1998).

2.14. Primena molekularnih metoda dijagnostikeAspergillus fumigatus
kod ptica

Invazivne gljivicne infekcije mogu da predstavljaju ozbiljnu pretpju zdravlje
stanovniStva. Populacija stanovniStva je u stalnporastu, a takie i broj
imunokompromitovanih ljudi, pa je i stepen pojavgvigcnih infekcija u poslednjim
decenijama sve prisutniji. Tradicionalne dijagnidsti metode, kao 5to su histologija i
mikologija imaju nisku osetljivost, ali se jo$ uvednatraju zlatnim standardom u
dijagnostici gljiviénih oboljenja. Zbog oveéinjenice sve viSe se razvijaju i druge metode
za dijagnostiku infektivnih gljivinih agenasa. U klitkoj praksi razvijene su nove
seroloSke i molekularne metode koje imajucivetepen osetljivosti u odnosu na
klasine. Testovi koji detektuju prisustvo antigena gadalanana za dijagnozu
aspergiloze,p-glukana za dijagnostiku invazivne kandidijaze eguli, kao i drugi
antigen i antitelo testovi z&riptococcusspp., Pneumocystispp. i dimorfne gljivice
ve¢ uveliko su nasli primenu u svakodnevnoj rutinskiipi¢koj dijagnostici. S druge
strane nove PCR i druge molekularne metode kagstmatriksna laserska jonizdau
desorpcija (MALDI) i fluorescentna hibridizacija situ (FISH) pokazuju & stepen
osetljivosti i preciznosti, pa polako pronalaze putstandardnoj rutinskoj kligkoj
praksi (Richard C. Barton, 2013).
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Veoma brz razvoj molekularne biologije doprineagevoju novih molekularnih
metoda koje se danas sweXe koriste u dijagnostici infektivnih bolesti. Danas
molekularne metode, od kojih je najZamija PCR koriste u rutinskoj laboratorijskoj i
klini¢ckoj praksi zamenjujti standardne konvencionalne metode. Osnovne prédnos
ovih metoda jesu jednostavnost i brzina temoja. Kori€enje PCR metode potava
mogunost identifikacije uzrénika u ranom stadijumu infekcije kada su ic¢ee
mogunosti za uspesniju terapiju. PCR je jedna od gtarijajSire korisenih metoda za
dijagnostiku gljivenih infekcija (Tsui i sar., 2011). Osnovni nedoskaklaséne PCR
tehnike jecinjenica da ne postoji mogoost kvantifikacije amplifikovane DNK iz
uzorka. Ovo je vrlo zrmjno radi utvdivanja da li se radi samo o kolonizaciji ili o
aktivnoj infekciji. Problem je reSen razvojem réiate PCR tehnike koja ima
sposobnost da kvantifikuje kslhu amplifikovane DNK u realnom vremenu. Danas je
real-time PCR sve viSe u upotrebi u laboratorijsggmeni u odnosu na standardnu
PCR. Uprkos velikom potencijalu PCR metoda, protasacije DNK je ometao
pokuSaje za standardizaciju ovih metoda, jer swrlsecesto javljale zné&jne razlike u
kori&enju raznih metoda ekstrakcije. Gljivice, i to naro plesni imaju kompleksno
graden c¢elijski zid koji se teSko razlaze, Sto zahteva drgjoe i sloZzene postupke
ekstrakcije DNK (Tsui i sar., 2011). Tehnike ekktige su obéno zasnovane na
enzimskoj digestiji uz kor&enje toksinih hemijskih supstanci kao Sto su: fenol -
hloroform, mehartka destrukcija perlicama i sonifikacija. Da bi sevaziSle ove
teSkae razvijene su i metode automatizovane ekstrakckejima je smanjeno vreme
ekstrakcije i mogénost greSke. Drugi problem koji se javija kod pnmaePCR za
dijagnostiku gljivica je potencijalna kros kontamaaija. Imaj¢i u vidu da su gljivice
ubikvitarne u zivotnoj sredini, i da vrlo lako kaminiraju povrSine i materijale koji se
koriste u laboratoriji, ukljguju¢i i reagense, potrebno je primenjivati mere
predostroznosti, a osoblje koje radi u laboratongira biti iskusno i dobro olbano. Na
kraju, vrlo je vazan izbor prajmera za dijagnostikao i kori€enje optimalanih PCR
protokola. Zbog navedenih mafih problema, ni jedan od podenih protokola ne daje
dovoljno dokaza za taost, i ne moze da se smatra standardom u dijagngiivi ¢nih
infekcija.

Zbog visoke incidencije  sistemskih  gljgwiih  infekcija  kod

imunokompromitovanih ljudi i Zivotinja veliki bropawnika pokuSava da otkloni
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nedostatke poznatih molekularnih metoda (PCR), iksaa laserska jonizuja
desorpcija (MALDI) i fluorescentna hibridizacija situ (FISH) tako Sto razvijaju i
modifikuju odrelene postupke u cilju povanja njihove osetljivosti i spedifiosti u
otkrivanju odgovarajteg soja prouzrokova. U tom smislu, razvijen je dvostepeni
PCR protokol koji smo i mi koritili za identifikaci Aspergillus fumigatusu
unutrasnjim organimauri¢a, kao Sto su: pta i vazduSne kese, trahea, jetra, srce,
bubreg, mozak i kostna srz.

Protokol modifikovane dvostepene PCR metode oréaga specitino
pove&ianje osetljivosti mesta na 18S rRNK subjediniciak{@ duboko smesStenaAl
fumigatus Na ovaj n&in obezbduje se direktna i brza detekcija DNK gljivice (Bads
i sar., 2008). Prvi korak u detekclji fumigatuge primena prvog para prajmera AFU7S
i AFU7AS koji daju PCR prozvod od 405 baznih pardlsa). Dobijeni proizvod od
405bp je uziman kao matrica za drugi krug reakaijojem je korigen drugi par
prajmera: AFU5S i AFUS5S. Proizvod drugog kruga &mnih prajmera iznosio je
236bp (Bansod i sar., 2008).
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3. CILJ | ZADACI

Cilj istrazivanja je da se koéurica eksperimentalno inficiranih sespergillus
fumigatus ispita uticaj uzrénika na njihovo zdravstveno stanje, evoluciju
patomorfoloSkog supstrata, imunoloSki odgovor, kawopagacija uzrnika u druga

tkiva. Postavljeni cilj kie realizovan kroz slede zadatke:

1.Klinicka opservacija imunokompetentnih i imunosupriminani
(deksametazonom tretiranihfurica veStaki inficiranih sa Aspergillus

fumigatus.

2.1spitivanje makroskopskih i mikroskopskih promena parenhimatoznim
organima (plaa, vazduSne kese, jetra, srce i mozak) v&stanficiranih
imunokompetentnih i imunosuprimirani€uri¢a, kori€enjem standardnih i

specifnih histoloSkih metoda.

3.MikoloSka i molekularna ispitivanja organa imnunokgetentninh i

imunosuprimiranih inficiranitéurica.

4.Ispitivanje stepenatelijskog imunskog odgovora kod vedta inficiranih
imunokompetentnih i imunosuprimiranduri¢ca posle intradermalne aplikacije

fitohemaglutinina.

5.Ispitivanje aktivnosti humoralnog imunskog odgovkoa imunokompetentnih i

imunosuprimiranil€uri¢a posle primene vakcine protiv atipe kuge zivine.

6.HematoloSka ispitivanja kod ves8ka inficiranih imunokompetentnih i

imunosuprimiraniréurica.
7.Statisttka obrada i powkenje rezultata dobijenih kod oglednih i kontrolnih
grupa.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Formiranje ogleda

Za predviena istrazivanja kor&ni su jednodnevnicuri¢i poreklom od
roditeljskih parova provenijencije ,Converter”. Imeprofilaksa kod roditeljskog jata
sprovedena je prema programu za roditeljske parove.

Ogled je izveden na ukupno %Wrica, oba pola, podeljenih &etiri grupe:
ogledna grupa 1 (O-1), ogledna grupa 2 (O-2) sa@(edinki, i kontrolna grupa 1 (K-
1) i kontrolna grupa 2 (K-2) sa po 15 jedinki u gtuCuri¢i su smesteni u odvojene
bokseve na dubokoj prostirci od drvene SuSke deblfi2 cm, koja je tokom ogleda
redovno negovana. Gustina naseljenosti iznosil2 jgdinki po kvadrathom metru. Pre
naseljavanjacurica objekat je mehatki ociS¢en, sanitarno opran i dezinfikovan sa
komercijalnim hlornim preparatom ,Hlorocet‘. Posie/rSene dezinfekcije uzeti su
brisevi sa viSe mesta u boksu za bakterioloSki kotoBki pregled radi procene
efikasnosti dezinfekcije. ZavrSna dezinfekcija, osf@dena sa parama formaldehida,
izvedena je nakon unoSenja prostirke. Po zavrSemoijgaciji uzorkovana je prostirka
za mikoloSki pregled.

Ishranaéurié¢a, ad libitum, sa kompletnom krmnom smeo@iJ-1) proizvataia
.veterinarski zavod Subotica“ za ishranu ove staeokategorije obavljana je, u
pocetku pomdu plasténih tacni, a kasnije visén cilindri¢nih ru¢nih hranilica prénika
40 cm postavljanih u nivou grudne muskulature. pPogetka hranjenja kompletna
krmna smeSa pregledana je mikoloSki i hemijski kdkose iskljiio moguei izvor
infekcije. Tokom ogledag¢uri¢i su kontinuirano napajani svezom vodom iz zvomasti
plastinih pojilica zapremine 5 litara. Punjene stmo, a svaka od njih je obeztieala
oko 3 cm pojidbenog prostora po jedinki.

Mikroklimatski uslovi su prilagéeni potrebamacurica. Temperaturni rezim

odrZzavan je prema preporuci proideada komercijalnog hibrida uz kotiénje grejnog
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tela (elektrtna veStéka kvatka) konvencionalnog tipa koje je pored toplote
obezbdivalo i izvor svetlosti neophodnedjae zacéurice.

Na dan uvdenja ¢urica u ogled, punkcijom srca jednodnevnduri¢ca
uzorkovana je krv radi oddesanja titra pasivno prenetih antitela protiv viaus
Newcastle bolesti. Istog dana je zrtvovancaui¢a, a uzorci organa ispitivani su
mikoloSki zasejavanjem na Sabouraud dekstrozni agambi se iskljtila moguwa
prirodna infekcija s&spergillus fumigatugkoja moze da nastane joS tokom inkubiranja
jaja.

Nakon aklimatizacije, sedmog dana starésti¢a svecetiri grupe (O-1; O-2; K-

1 i K-2) su vakcinisane protiv atime kuge zivine. Antigen La Sota soj (vakcina
Lasovak, Vet. zavod Subotica) je aplikovan okulaalao, prema uputstvu
proizvaiaca. Kontrola imunskog odgovortaurica na dati antigen obavljena je 21. dana
nakon vakcinacije uzorkovanjem krvi iz krilne vene.

Cetrnaestog dana starostiuri¢i ogledne grupe 1 (O-1) inficirani su
intratrahealno suspenzijom spakapergillus fumigatus koncentraciji od 5,056x1€fu
u zapremini fiziolokog rastvora NaCl od 0,3mlquuetu.Curi¢i ogledne grupe 2 (O-2)
inficirani su istog dana, istom koncentracijom sporistoj zapremini vehikuluma, s tom
razlikom Sto su oni svakodnevno, tokom Sest uzasogana pre infekcije tretirani i.m.
deksametazonom (u obliku natrijum-fosfata - DexaVeé},2) u dozi od 4mg/kg telesne
mase. Curi¢ima kontrolne grupe 1 i Zetrnaestog dana starosti je intratrahealno
aplikovano po 0,3 ml sterilnog fizioloSkog rastvéNaCl, acuri¢cima kontrolne grupe 2 i
deksametazon i.m. u dozi od 4mg/kg telesne masemntogest uzastopnih dana pre

intratrahealne inokulacije sterilnog fizioloSkogtara.
4.1.1. Gljiviéni soj — Referentni sojAspergillus fumigatus

Za eksperimentalnu infekciju koégn je referentni sofspergillus fumigatus
ATCC 204305 (kataloSki broj: 01021, Lot broj: 1028}, KWIK STIK DUO PACK
(Microbiologics, USA).

4.1.2. Priprema suspenzije sporéspergillus fumigatus za vest&ku infekciju

Priprema suspenzije spora za veéltainfekciju je obavljena na Odeljenju za

bakteriologiju i parazitologiju Naunog instituta za veterinarstvo Srbije, a dtivanje
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broja spora u Laboratoriji za mikologiju Odeljerga biljnu fiziologiju Instituta za
BioloSka lIstrazivanja “SiniSa StankdéVi Nakon otvaranja kwick stick duo packa i
pripreme uzorka po uputstvu proizdiaga, dobijena suspenzija je zasejavana na &plo
Sabouraud dekstroznog agara. Jedn&apje inkubirana na 28, a druga na 3T
tokom 48sati. Nakon inkubacije pregledanagjetoca kulture, izgled izraslih kolonija i
napravljeni su preparati koji su obojeni LactopHesaiton blue. KolonijeAspergillus
fumigatussu presejane na 5 gk Sabouraud dekstroznog agara i inkubirane & 37
tokom 72sata. Nakon ponovne kontrotéstoce kulture, spore sa dobijenih kultura
Aspergillus fumigatussu isprane sterilnim fizioloSkim rastvorom NaCla blago
prelazenje podloge sterilnim staklenim Stapa. Dobijena suspenzija spora, sa
sterilnim pasterovim pipetama preneta je u erleembpce, i profiltrirana kroz sloj
sterilne gaze radi odvajanja eventualno prisuteitoxh micelijuma plesni. Za brojanje
spora Aspergillus fumigatuskori&ena je komorica za brojanje krvnilielija
.Neubauer”. Zapremina suspenzije spora od 50 phgieeje na pléicu za brojanje
prekrivenu pokrovnim staklom. Svetlosnim mikroskopoje nalena mrezica i
prebrojane spore u 5 polja, zbog preciznijeg pnama. Izr&unat je pros&an broj spora
po jednom vidnom polju prema sledgformuli:
Xs=(320+310+325+308+318)/5=316,4

Pros€an broj spora po jednom vidnom polju iznosio je ,3h6zatim je taj broj
pomnoZen sa ukupnim brojem polja, 16 i dobijensi¢el€a vrednost:

316,4x16= 5056

5056x10=5,056x10 spora

4.1.3. Vestéka infekcija

Pripremljena suspenzija spordspergillus fumigatusje pre aplikacije
temperirana na sobnoj temperaturi. Pémaautomatske mikropipete (Eppendorf)
suspenzija je razlivena u sterilmgkrotube sa poklopcem u zapremini od 0,3 ml koja
sadrzi individualnu koncentraciju/dozu (5,056%$Pora) spora za vestai infekciju.
Pripremljeni broj mikrotuba odgovarao je braéjuri¢ca oglednih grupa (O-1; O-2).

Curiéi su inficirani intratrahealno udenjem polietilenske braunile (sistem za
intravensku aplikaciju leka) u traheju. Na plasti brizgalicu zapremine od 1ml

stavliena je prethodno, od sistema d@@s@ gumena ceéica. Ovim sistemom je
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aspirirana suspenzija spofafumigatus a poménik je fiksirao jedinku, otvarao kljun i
lagano povlaio jezik rostralno kako bi bio vidljiv otvor larisg. Gumena ceéica je

pazljivo uvatena u traheju i pritiskom na klip brizgalice spaplikovana suspenzija.
4.1.4. Pr&enje telesne mase i kliréka opservacija

Telesna maséurica merena je na dan vedta infekcije, a potom nakon druge i
trece nedelje posle infekcije. Nakon inokulacije suggersporacuri¢i su svakodnevno,
tri puta tokom dana, opservirani u cilju ocene Kkog stanja u periodu posle
inokulacije. U toku ogleda meren je i prosesedmodnevni prirast. Ogled je trajao 35
dana, a za vreme trajanja nije zabelezeno igirkakocurica ogledne grupe 1 i 2, tako

i kontrolne grupe 11 2.
4.1.5. Uzorkovanje

Za seroloSko - imunoloSko ispitivanje, radi kongrolmunskog odgovora
(serokonverzija) na aplikovani antigen uzimanogelp uzoraka krvi punkcijom krilne
vene ¢uri¢a oglednih i kontrolnih grupa, 21. dana posle va&cije. Dvadesetprvog
dana od infekcije uzorkovana je krv od podcl@ica iz svake grupe (obe ogledne i obe
kontrolne) za hematoloSko ispitivanje.

U cilju ocene evolucije patomorfoloSkog supstr&t i propagacije uztmika u druga
tkiva u odrgdenom vremenskom intervalu od infekcije (1, 3, 7j 24. dana) Zrtvovano
je po Sesturi¢a iz oglednih grupa i po tri iz kontrolnih od koj#u uzorkovani organi
(pluca i vazduSne kese, srce, jetra i mozak) za mikaloSgatomorfoloska,
histopatoloSka i molekularna ispitivanja. Dodatnea molekularna ispitivanja

uzorkovani su uzorci kosne srzi i bubrega.

4.2. Metode ispitivanja

4.2.1. Serolosko ispitivanje

Uzorci krvi iz krilne vene&turi¢a uzimani su na dan udenja u ogled i 21. dana

posle vakcinacije protiv atigme kuge Zivine. Ispitani su seroloSki metodom iidiji®
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hemaglutinacije (HI test) na prisustvo spetifin antitela protiv virusa atipne kuge
zivine.
Krvni serumicuri¢a ispitivani su u preditenim terminima (HI test) na slede
nasin:
0,025ml PBS-a se unese u svaki pojedimbunati¢ mikroploce sa V-dnom.
0,025ml seruma se doda u prvi red svih béidarmna plai.
Dvostruko serijsko razdenje od 0,025ml zapremine seruma se izvede nagetoj
Dodaje se 0,025ml virusne suspenzije koja sadFEAd u svaki bunaii¢ i ostavi 30
minuta na sobnoj temperaturi.
U sve bunati¢ce se doda 0,025ml 1% eritrocita petla i ostavi olansj temperaturi
40 minuta.
Ploce secitaju nakon 40 minuta kada se u kontrolnim bdii@ma nataloZe eritrociti.
Ocitava se tako da se u nagnutoj mikrotitar¢plposmatra prisutnost ili odsutnost
toka u obliku suze sa istom brzinom koji ima tolkantrolnim bunati¢cima, koji
sadrze samo eritrocite (0,025ml) ili PBS (0,05ml).

Hi titar je najvéa dilucija seruma koja kompletno inhibira 4 HAJigeha.

4.2.2. Imunolosko ispitivanje sa fitohemaglutininom(PHA)

Za ocenu T¢elijskog imunskog statusaurica kori&en je fitohemaglutinin
(PHA) proizvataca ,INEP* iz Beograda. Fitohemaglutinin je aplikovikad 40¢uri¢a
(po 10 iz svake grupe-ukupno 4 grupe) starosti ®d&na, odnosno 21. dana nakon
primene vakcine protiv atipne kuge zivine. Fitohemaglutinin je davan u dozil®®
pg/jedinki. Pre aplikacije je razblazivan sa steninfizioloSkim rastvorom NaCl u
zapremini od 0,1ml i u njoj aplikovan intradermalizoneiu 3. i 4. prsta desne noge
¢ureta. Sterilan fizioloSki rastvor, koji je istowneno predstavljao kontrolnu supstancu,
aplikovan je u istoj zapremini, na istom mestu kB#A, ali samo u levu nogu svakog
pojedin&nog c¢ureta. Debljina koze (DK) izrazavana u milimetrimmerena je
kutinometrom (,John Bull“, British indicators LTEngland) 0., 6., 12. i 24asa posle

aplikacije PHA i fizioloSkog rastvora.
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Reakcija kozne bazofilne hipersenzitivne preosetyii (Cutaneous Basophil
Hypersensitivity- CBH) je takale vizuelno procenjivana na osnovu intenziteta edte

otoka koze.

4.2.3. Hematolo3ko ispitivanje

HematoloSko ispitivanje je sprovedeno prema prepdrusova-a (2002). Krv je
za za ovo ispitivanje uzorkovana punkcijom krilremg ¢. brachialig.
Uzorkovana je puna krv sa antikoagulansom (EDT&pitana poméu hematoloSkog
analizatora ,ADVIA 120“, Siemens, Nere. Ispitivani su slede parametri: broj
eritrocita, hematokrit, koncentracija Hb i leukograZa odrdivanje broja eritrocita -
direktna metoda, kor&ne su modifikovane Neubauer komorice za brojéeijga, za
odreiivanje hemoglobina hematoloski analizator ,ADVIAQL2 Siemens, Nentka, a
za odrdivanje hematokrita - mikrohematokrit metoda uz &mhje heparisanih
mikrokapilara i centrifuge. Za odtwanje broja leukocita, kord&na je indirektna
metoda brojanja leukocita, a za ailv@nje leukocitarne formule - mikroskopska
analiza bojenog razmaza krvi - Wrightov rastvoro{pvoda¢ NRK InZinjering,

Beograd).
4.2.4. Mikolosko ispitivanje

Uzorkovani organi za mikoloSko ispitivanje su inbkani na Sabouraud
dekstrozni agar i inkubisani na temperaturi odQ% aerobnim uslovima u svrhu
izolacije infektivnog agensa. Da bi se izbegla bdjgka kontaminacija podlozi su
dodavani antibiotici: penicilin G (20 ij/ml) i stgomicin sulfat (40 pg/ml).
Makroskopska i mikroskopska ispitivanja izraslindwja izvrSena su prema Swatek-u
(1985).

4.2.5. Molekularno ispitivanje

4.2.5.1. Priprema tkiva za molekularno ispitivanje

Za molekularno ispitivanje uzorkovani su organipiestornog sistema (péa i

vazduSne kese), zatim kostna srz, mozak, srce, ijgtubreg. Za svaki uzorak organa

54



koris&¢en je poseban pribor (skalpel, pinceta) kojim jgaor prebacivan u obeleZzene
¢aSice vodé pritom ratuna o mogéoj unakrsnoj kontaminaciji.

Da bi se izbegla spoljna kontaminacija uzorakaalsporama\. fumigatu<itav
postupak pripreme i samo izi@nje su obavljani pod sterilnim uslovima u lamirggrn
komori bioloSke sigurnosti nivoa 2 (Bio safety |e2¢

Uzorak tkiva mase 1g je maceriran u steriinom aveauudkom, a zatim je
usitnjeni deo tkiva preldan u sterilne epruvete zapremine 15ml sa dodatkenirneg
fizioloskog rastvora NaCl u odnosu 1:10 (1g tkivAml rastvora). Zatim je izvrSena
temeljna homogenizacija na vortex aparatu. U Eppergieriine mikrotube zapremine
od 1,5ml preb&no je po 200ul homogenizovanog tkiva i dodata gmaiza K u
zapremini od 20ul i 180ul ATL pufera. Mikrotube sbelezene, a zatim inkubirane
tokom ndi u termostatu na temperaturi od°66 Nakon inkubacije uzorci su tretirani u
3 uzastopna ciklusa, od kojih je svaki imao fazmmzavanja u @&om azotu na
temperaturi od -7 (1 minut) i fazu kuvanja na temperaturi od AW@ minuta). Dalja
ekstrakcija je nastavljena €dAamp DNA Mini kit(Qiagen, Hilden, Nem&a) prema
protokolu za ekstrakciju iz tkiva. Uzorci ekstrahae DNK¢Euvani su na temperaturi od
-20°C.
| Ekstrakcija — Ekstrakcija DNKAspregillus fumigatus Nested - PCR iz uzoraka
organa — prema uputstvu proizada QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden,
Nemaka)

Protokol za ekstrakciju DNK:

Procedura:

1. Sipati 2Qul proteinaze K na dno mikrotube zapremine od 1,5 ml

2. Dodati 20Ql uzorka u mikrotubu. Ukoliko je volumen uzorka rjiaxd 20Qul, dodati
PBS do potrebnog volumena.

3. Dodati 20Q pufera AL i meSati 15 sekundi.

4. Inkubirati na temperaturi od 86 tokom 10 minuta.

5. Kratko centrifugirati kako bi se uklonile kapk sa poklopca mikrotube.

6. Dodati 20Q apsolutnog etanola (96 - 100%) u uzorak i mef&ddom 15 sekundi.
Kratko centrifugovati da bi se uklonile kapljice wautrasnje strane poklopca.

7. MeSavinu iz prethodnog koraka pazljivo sipakalonicu i paziti da se ne pokvasi

rub. Centrifugirati na 6000xg (8000 rpm), 1 minBbstaviti kolonicu u novu sabirnu

55



tubicu, a staru i filtrat odbaciti. Ukoliko nije e\proSlo kroz membranu, ponavljlano je
centrifugiranje pri véoj brzini sve dok sav sadrzaj ne @eo

8. Pazljivo se otvora kolonica i dodaje pufer AWzapremini od 500ul. Paziti da se ne
pokvasi rub kolonice. Zatvoriti kolonice i centrifisati na 6000xg (8000 rpm), 1 minut.
Postaviti kolonicu u novu sabirnu tubicu, a stafiltriat odbaciti.

9. PaZljivo otvoriti kolonicu i dodati pufera AW2aapremini od 500ul. Paziti da se ne
pokvasi rub kolonice. Zatvoriti kolonicu i centrgimati pri punoj brzini (20000x g,
14000 rpm), 3 minuta.

10. Postaviti kolonicu u mikrotube zapremine odr5Sabirne tubice i filtrat odbaciti.
Pazljivo otvoriti kolonicu i dodati pufer AE u zagmini od 200ul ili destilovanu vodu.
Inkubirati na sobnoj temperaturi 1 minut. Centrifag na 6000xg (8000 rpm), 1 minut.
Kolonice odbaciti. Izolovana DNK je u mikrotubamepremine od 1,5 ml.

11. Ekstrahovana DNK jeéuvana na temperaturi od - €7 ili je odmah koriena u

reakciji lartane polimeraze.

Izvodenje dvo stepenog (Nested) PCR protokola za dgtekcifumigatus a obavljeno
je prema proceduri Bansod i saradnika (2008). Kera su dva para oligonukeotidnih
prajmera. Prvi stepen PCR protokola i@go je primenom oligonukeotidnih prajmera
AFU7S (5'CGG CCC TTA AAT AGC CCG'3) i AFU7TAS (5'CGGCC TTA AAT
AGC CCG'3), a produkt ove reakcije iznosio je 4050paj proizvod je predstavljao
matricu za drugi stepen reakcije koja je id@pa sa drugim parom oligonukelotidnih
prajmera AFU5S (5'AGG GCC AGC GAG TAC ATC ACC TTEIRAFUSAS (5' GG
G (AG)GT CGT TGC CAA C(CT)C (CT)CC TGA'3) koji sumali sposobnost da se
vezu za 18s rRNKA. fumigatus Metodom provere oligonukleotidnih prajmera
(BLAST) potvrdena je 100% spectinost zaA. fumigatus

Vizuelizacija lagane reakcije polimeraze je postignuta gel elektedom u
agaroznom gelu koncentracije 2%, u 1xXTBE puferudadatkom etidium - bromida
kao fluorescentnog indikatora. Proces elektroforezebavljen uHoeffer submarine
aparatu za elektroforezu, pri naponu od 60 \injestruje od 10mA tokom 30 minuta.

Radi odrdivanja karakteristine duzine amplifikovanog segmenta koes je

molekularni markeFast ruler DNA ladder, low rang@-ermentas, Lithuania
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Da bi se izbegla unakrsna kontaminacija, svaka thzaynostékog postupka
(od pripreme uzorka do nested - PCR) jéera u odvojenim prostorijama koje su
namenjene PCR dijagnostici, uz primenu odgovéeagpreme i materijala.

4.2.6. HistopatoloSko ispitivanje

Za histopatoloSko ispitivanje uzorkovani su tkivsecci pluca, vazdusnih kesa,
srca, jetre, bubrega i mozga dimenzija 1x1x0,5 ae ¢ bilo mogte izmeriti
dimenzije, a zatim fiksirani u 10% neutralnom fofima. Fiksacija je obavljena u
plastenim baticama sa Sirokim grlom i poklopcem u trajanju odd4872 sata. Nakon
fiksacije tkivo je obrdeno u automatskom tkivnom procesoru (dehidratakijaez
rastiée koncentracije etanola, prosvetljavanje u ksildlapregnacija parafinom) i
ukloplieno u parafinske blokove. Parafinski blokast is€eni pom@u rotacionog
mikrotoma na rezove debljine 5um, a zatim obojematoksilin-eozin, Grocott i PAS
metodom. HistoloSki preparati su pregledani &ptn mikroskopom Olympus BX51 uz
upotrebu uoldiajenih uvelkéanja (20, 40, 100, 200, 400 i 600 puta). Za morfoijsku
analizu korigen je morfometrijski softver Olympus Cell B. Didita fotografije su
napravljene pomau optickog mikroskopa Olympus BX51 sa digitalnom kamerom

Olympus Color View Il

4.2.7. Statistéka analiza rezultata

Za statisttku analizu dobijenih rezultata kof&ne su osnhovne statiste
metode, odnosno deskriptivni stat&ti parametri (aritmetka sredina — X, standardna
devijacija - SD, standardna greSka - SE, minimapras€na vrednost - Xin,
maksimalna prosma vrednost - Xax i koeficijent varijacije — CV). Prilikom testiraaji
utvrdivanja statistiki znatajnih razlika upotrebljena su dva testa. Prvi t@sttpuno
slicajan plan (ANOVA), je grupni test i na osnovu njggaustanovljeno eventualno
postojanje signifikantnih razlika izrde posmatranih grupa. Drugi test je pojedima
test, Tukey test, ponéa kojeg su ustanovljene statédi signifikantne razlike izmdu
grupa, pojedinéno. Signifikantnost razlika je odtena na nivou zrajnosti od 5% i
1%. Svi dobijeni rezultati su prikazani tabelarngraficki. Statisttka analiza dobijenih
rezultata je izvrSena u statiftom paketuGraphPad Prism 6.0lu programskom
dodatku zaMicrosoft Excel 2007
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5. REZULTATI

5.1. Pratenje telesne mase i zdravstvenog stangairi ¢a tokom trajanja

ogleda

5.1.1. Telesna maséuri¢a oglednih i kontrolnih grupa

Telesna masd&urica ogledne grupe 1 i ogledne grupe 2 merena je ma da
vestake infekcije, kao i posle dve i tri nedelje od ikége. Telesna maséaurica
kontrolne grupe 1 i kontrolne grupe 2 merena jstimi vriemenskim razmacima (14, 28
i 35. dana starosti) (Tabela 3, Grafikon 1, 2).

Tabela 3.Poreienje vrednosti progaih telesnih maséuri¢a kontrolnih i oglednih grupa.

Prose&na telesna masa (gguri ¢éa kontrolnih i oglednih grupa tokom trajanja
ogleda
Grupe Kontrolna grupa Ogledna grupa
Starost X+SD X+SD
(dani)
i termini K-1 (n=6) K-2 (n=6) O-1 (n=10) 0-2 (n=10)
merenja
14. 343+21 338+14 330+22 358+27
28. 1227+80 11304160 1142+90* 966+143
35. 1451495 1401+ 67 1438125 12761164

K-1 —¢uri¢i kontrolne grupe - netretirani

K-2 —¢uri¢i kontrolne grupe - tretirani deksametazonom tokozastopnih dana

O-1 —¢uri¢i ogledne grupe - inficirani s& fumigatussa 14 dana starosti

0-2 —¢uri¢i ogledne grupe - tretirani deksametazonom tokooe#&stopnih dana pre inficiranja sa

fumigatus

*—statistéki znatajna razlika (P<0,05) izndel vrednosti prosae telesne masairica grupe K-2 i grupe
0-2, kao i izmdu proseéne telesne maseirica grupe O-1 i O-2 posle 2 nedelje od inficiranjar@st 28
dana).

*—statisteki znatajna razlika (P<0,05) iznde vrednosti prosae telesne masaurica grupe K-1 i O-2,
kao i izmetu posmatranog parametra kédrica grupe O-1 i O-2 posle 3 nedelje od inficiranjan@st 35
dana).
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Cetrnaestog dana starosti, prirse telesna masauriéa kontrolne grupe 1 (K-1)
iznosila je 343+21q, a kontrolne grupe 2 (K-2) gtos telesna masa bila je 338+14g.

Kod ¢uri¢ca ogledne grupe 1 (O-1) présa telesna masg&etrnaestog dana
starosti bila je 330+22¢, a k@drica ogledne grupe 2 (O-2) iznosila je 358+27¢g (Tabela
3).

Dvadesetosmog dana starosti, ptosetelesna masaurica grupe K-1 iznosila je
1227+80g, a koduri¢a grupe K-2 bila je neznatno manja, 1130+160g.

Proséna telesna masauri¢ca grupe O-1 na 28. dan starosti, odnosno posle dve
nedelje od veStkog inficiranja bila je 1142909, a kocturi¢a grupe O-2 vrednost ovog
parametra bila je statigki znatajno manja (p<0,05), i iznosila je 966+143g (Tal®la

Tridesetpetog dana starosti, odnosno tri nedeljslepoeStake infekcije
pros€na telesna masaurica grupe K-1 bila je 1451+95q, carica grupe K-2 telesna
masa je bila neznatno manja i iznosila je 1401+@fgs€na telesna masairica grupe
O-1, u ovom periodu merenja (na kraju ogleda), ldastatisttki znatajno vea
(p<0,05)i iznosila je, 1438125¢g, u poréenju sa telesnom masom od 127611649 koja
je ustanovljena koduri¢a grupe O-2 (Tabela 3).

Znaajno smanjenje (P<0,05)ednostiprosé&ne telesne maséurica ogledne
grupe 2 u odnosu na vrednost ptose telesne maseéurica ogledne grupe 1
ustanovljeno je posle druge i¢eenedelje od inficiranja (Tabela 3, Grafikon 1, 2).
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Grafikon 1. Proséna telesna masarica kontrolne grupe (K-1),
¢uri¢a kontrolne grupe tretirane deksametazonom (K-2Bsdana
starosti, prosga telesna masaurica ogledne grupe 1 (O-1) posle 2.
nedelje od inficiranja sA. fumigatugista starost), éuri¢ca ogledne
grupe 2 (0O-2) tretiranih deksametazonom i infidinanistanovljene
posle 2 nedelje od inficiranja.
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Grafikon 2. Proséna telesna masarica kontrolne grupe (K-1),
¢uri¢a kontrolne grupe tretirane deksametazonom (Ka35sdana
starosti, prosia telesna masaurica ogledne grupe 1 (O-1) posle

3 nedelje od inficiranja s&. fumigatugista starost), éurica
ogledne grupe 2 (O-2) tretiranih deksametazonarfidiranih,
ustanovljena posle 3 nedelje od inficiranja.

Zn&ajno smanjenjg¢P<0,05)vrednosti proséne telesne mase dobijeno je kod
¢urica ogledne grupe @ drugoj i tréoj nedelji od inficiranja u odnosu na telesnu masu
¢uri¢a kontrolne grupe 1 i kontrolne grupe 2 (Tabel&&fikon 1,2).

Dobijena vrednost prosee telesne mase kadirica kontrolne grupe 1 (K-1)
ustanovljena u starosti od 28 i 35 dana u ¢em@u sa vrednd@$l telesne maséurica
inficirane grupe (O-1) posle druge (starost 28)etd nedelje (starost 35 dana) od
inficiranja ne pokazuju statisku zna&ajnost. Takde, nije ustanovljena statiski
znaajna razlika u vrednostima pr@se telesne mase iz curica kontrolnih grupa
K-1iK-2 posle 28 i 35 dana starosti (Tabela Jaftkon 1,2).

Sedmodnevni prirast koélurica kontrolne grupe 1 (K-1) u starosti od 28 dana
iznosio je 442 g, a u poslednjoj nedelji merenja. (@an starosti) prirast je bio 224g.
Sedmodnevni prirast kaglrica kontrolne grupe 2 (K-2) u starosti od 28 danasanje
39649, a u poslednjoj nedelji merenja bio je 271g.

Sedmodnevni prirast kodurica ogledne grupe 1 (O-1) u prvoj nedelji od
infekcije (21. dan starosti) iznosio je 4069, aretdj nedelji od infekcije (35. dan
starosti) 296g.

Kod ¢uri¢a ogledne grupe 2 (O-2) sedmodnevni prirast u pmedielji od infekcije (21.
dan starosti) bio je z&ajno manji (304g) u podenju sa istim parametrom kddri¢a
grupe O-1. U tréoj nedelji nakon infekcije (35. dan starosti) sedmevni prirast kod
¢uri¢a grupe O-2 iznosio je 310g i bio je neznatnéi veporeienju sa prirastonurica
grupe O-1.
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Analiza rezultata ispitivanja uticaja ve&8ta infekcije saA.fumigatusna prirast i
telesnu masdurica pokazuje da izvedena infekcija neatna prirast i proseu telesnu
masucuric¢a, i to kako posle 2. tako i posle 3. nedelje ditimranja.

Tretman deksametazonom 6 dana pre inficiranja ekicifa su statistki
zn&ajno (P<0,05) smanijili prirast i prosgénu telesnu masiuri¢a, i to, kako posle
druge, tako i posle tée nedelje od inficiranja u patenju sa posmatranim parametrima
kod c¢uri¢a koji su ili samo inficirani (grupa O-1), samo tir@ni deksametazonom

(grupa K-2), ili koji nisu tretirani biléime, intaktna kontrola (grupa K-1).

5.1.2. Klini¢ka slika kod éuri ¢a vesta&ki inficiranih sa A. fumigatus i tretiranih

deksametazonom tokom trajanja ogleda

OpsSte zdravstveno staneirica pr&eno je tokom pet nedelja trajanja ogleda.
Curi¢i su posmatrani tri puta dnevno tokom ovog peribdagistrovani su svi vidljivi
znaci i simptomi porenmdenog zdravlja. Odmah po intratrahealnoj jednokijatno
inokulaciji suspenzije sporéuri¢cima ogledne grupe 1 i 2, kao i fizioloSkog rastvora
kontrolnim grupamaturi¢a (grupa 1, 2) javila se prolazna blaga dispnejavwatno
zbog kratkotrajne opturacione stenoze bronhusdradesinokuluma.

Prvi Klinicki znaci aspergiloze w@eni su vé drugog dana nakon inficiranja
¢uri¢a saA. fumigatus U oglednoj grupi 1, jedna ttima ¢uri¢a, a u oglednog grupi 2,
dve tr&ine éurica skupliena je u grupeCuriéi su somnolentni, potisteni, neki sa
uvwenom glavom i zatvoreniméona i nakostreSenog perja.

Treceg dana nakon inficiranjéuri¢i se iz obe ogledne grupe i dalje skupljaju u
manje grupe, obno u uglovima boksa, potiSteni su, zatvorendfjuoi nakostreSenog
perja. Duze vreme provode u légen polozaju.Curi¢i obe ogledne grupe smanjeno

konzumiraju hranu (Slika 1, 2, 3).
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Cetrvtog dana od infekcije, kodurica obe ogledne grupe pricge se

neveselost, pospanost, opustenost krila i nakestos$ perja. U ovom periodu se

g b l

Slika 1. Izgled¢urica O-1 grupe, dva dana od Slika 2. Izgled¢uri¢a O-1 grupe, tri dana od
vestakog inficiranja saA. fumigatusCuri¢i su  vestakog inficiranja saA. fumigatusCuri¢i
bezvoljni, pospani i nakostreSenog p¢ su bezvoljni, duZe vreme provode u leZm
poloZaju i sakupljaju se u manje grupe po
uglovima boksa.

Slika 3. Izgled¢uri¢a O-2 grupecetiri dana od  Slika 4. 1zgled¢ureta O-2 grupeetiri dana
vestakog inficiranja saA. fumigatusCurici su od vestakog inficiranja saA. fumigatus
pospani ili kunjaju sa izrazito nakostreSenim Poslecetiri dana od infekcije prvi put se
perjem. Slabo konzumiraju vodu i hranu. zapaZaju respiratorne smetnje.Vide se
dispneja i disanje na otvoren kljun (glad za
vazduhom).

uocavaju prvi znaci porendéene funkcije respiratornog sistema (dispnoja, tabjgn
disanje na otvoreni kljun i pojava sekreta iz noanpr&eni povremenim otresanjem
glave (Slika 4, 5). Najugatljivija klini¢cka simptomatologija primena je kod £ureta
iz ogledne grupe 2. Owiuri¢i pri inspirijumu ekstenziraju vrat i diSu na oteor kljun

(glad za vazduhom).
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k4 N,
Slika 5. Poslecetiri dana od veStke infekcije Slika 6. Izgled¢uri¢a O-2 grupe, 14 dana od
uccava se disanje na otvoren kljun kod vestakog inficiranjaA. fumigatus tretiranih
inficiranih i deksametazonom tretiranibri¢a deksametazonom. Slabljenje i izostajanje
O-2 grupe simptoma poreniene funkcije respiratornog
sistema i porend&nogponasani:

Navedeni klinéki simptomi zapaZeni tokom prugetiri dana od infekcije postepeno su

slabili ili nestajali tokom narednog perioda trggogleda kodurica obe ogledne grupe
(Slika 6).

Kod ¢uri¢a kontrolnih grupa, tokom ogleda, nisu zapazem kékvi znaci koji
bi ukazivali na promenjeno opSte zdravstveno stanje

Za vreme petonedeljine opservacdarica inficiranih saA. fumigatus,i onih
prethodno tretiranih deksametazonom nije ustanowljaginée, kao ni kodéuri¢a

kontrolnih grupa.

5.2. Rezultati patomorfoloSkog ispitivanja

5.2.1. Patoanatomske promene koélri ¢a inficiranih A. fumigatus, kao i tretiranih

deksametazonom posle 1., 3., 7., 14. i 21. danainktkcije
5.2.1.1. Makroskopski nalaz kédri¢a inficiraninA .fumigatus

Prvog, tréeg, sedmog,cetrnaestog i dvadesetprvog dana od Sig
inficiranja nisu ndene bilo kakve vidljive patoanatomske promene natrasnjim
organima (jetra, srce), kao ni na mozguica inficiranih saA. fumigatus

Makroskopskim pregledom 6 Zrtvovantkrica prvog dana od infekcije kod 3

¢ureta je ustanovljena umerena hiperemija kaudatlelg traheje, neposredno ispred
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njene bifurkacije. Oba ptma krila su svetlocrvene boje i nesto jedrije ketezicije
(Slika 7). Na kostalnoj povrSini pta dobro se istu otisci rebara. Na preseku péu
istice malo krvavo - penuSavectwsti. Abdominalne vazduSne kese su bilateralno
diskretno zaméene, nardito njihovi kaudalni delovi, ali su bez intraluminag
sadrzaja. Ostale vazdusne kese su sa tankim,nsjaprozirnim zidovima.

Treceg dana od infekcije od 6 Zrtvovaribri¢ca kod 4 je ustanovljeno difuzno
bilateralno zaméenje zidova abdominalne vazdusne kese (Slika 8).
Oba pléna krila su tamno — crvene boje i lako se eksaypiiz interkostalnih prostora.
Na kostalnoj povrSini utavaju se ogratena podrtja crvene boje (Slika 9).

Sedmog dana nakon infekcije kod 3 od ukupno 6 ¥ewih ¢urica ua@eno je

zamuenje i umereno zadebljanje zidova abdominalnih udednih torakalnih kesa
(Slika 10).

Slika 7. Pluca ¢uri¢a posle 1. dana od Slika 8. VazduSne keséurica posle 3. dana

vestake infekcije (O-1). Pléa su svetlo od vestake infekcije (O-1). Bilateralno
crvene boje i jedre konzistencije. zamuenje.

Q

Slika 9. Plu¢aéuri¢a posle 3. dana od Slika 10.VazduSne keséuri¢a 7. dana od
vestake infekcije (O-1). Na kostalnoj vesta@ke infekcije (O-1). Zaméenje i
povrSini u@avaju se ogratena podrtja umereno zadebljanje zidova abdominalnih i
crvene boj. kaudalnih torakalnih vazdusnih kesa.
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Oba pléna krila su tamno - crvene boje i jedre konzisten¢slika 11). Na
preseku ovako promenjenih phuisticao je krvavo — penuSavi sadrza;.

Cetrnaestog dana od inficiranjademe su makroskopski vidljive promene na
vazdusSnim kesama i glima kod 3 od ukupno 6 Zrtvovaniturica. Na zidovima
abdominalnih, kaudalnih i kranijalnih torakalnihslkezapazene su promene u vidu jasno
lokalizovanih malih bediastih zadebljanja, bez prisustva intraluminalnatyzaga (Slika
12).

Kod svih 6¢uri¢a, plita su uvéana, tamno - crvene boje, zaobljenih rubova i
¢vrste konzistencije (Slika 13).

Pluca se lako ekstirpiraju iz interkostalnih prostoNa visceralnoj povrSini
plu¢a bilateralno kod 2ureta isttu se mnogobrojni solitarni ili konfluentni sivo utk
milijarni noduli, a kod Xureta unilateralno. Na kaudalnom delu kostalne §inerpliéa

vidljiva su dva granuloma — aspergiloma (Slika 14).
) ~
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Slika 11. Plu¢a ¢uri¢a posle 7. dana od Slika 12.Vazdusne keséuri¢a 14. dana
vestake infekcije (O-1). Pléna krila su od vestake infekcije (O-1). Lokalizovana
tamnc-crvene boje i jedre konzistenc. fokalna zadebljanja, bele boje.

[ S

Slika 13.Plu¢a¢uri¢a posle 14. dana od Slika 14.Pluta¢uri¢a 14. dana od vestee
vestake infekcije (O-1). Uvéanje pléai  infekcije (O-1). Unilateralno na kaudalnom delu
hiperemija. kostalne povrsine péa vidljivi su granulomi.
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Dvadesetprvog dana od infekcije koduica od ukupno 6 Zrtvovanih tene su
makroskopske promene na vazduSnim kesama dinpdu Zidovi abdominalnih i
torakalnih kesa su zadebljani, neprozirni sa intrahalnim bledo — Zutim kazeoznim
sadrzajem koji slepljuje njihove zidove (Slika 1B).

Pluca kod svih 6 zrtvovaniléurica su uvéana, tamno — crvene bojecvrste
konzistencije. TeZe se ekstirpiraju zbog adheajeosakalnim vazdusnim kesama. Na

desnom planom krilu, svojom mnogobrojnéd isticu se sivo — zékasti noduli
uniformne veléine (Slika 17, 18, 19).

Slika 15.VazdusSne keséuri¢a 21. dana od Slika 16.VazduSne keséuri¢a 21. dana od

vestake infekcije (O-1). Zidovi vestake infekcije (O-1). Zidovi
abdominalnih i torakalnih kesa su abdominalnih i torakalnih kesa su zadebljani,
zadebljani, neprozirni sa intraluminalnim  neprozirni sa intraluminalnim bledo - Zutim
bledo—Zutim kazeoznim sadrZajem. kazeoznim sadrzajem.

B A P o

Slika 17.Plutaduri¢a 21. dana od vestee Slika 18. Plucaduri¢a 21. dana od vestee
infekcije (O-1). Plda su uvéana sa infekcije (O-1). Plda su uvéana sa
prisutnim difuzno raspodenim prisutnim difuzno raspodenim
granulomim. granulomimi.
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Slika 19.Pluta ¢uri¢a 21. dana od veste
infekcije (O-1). Plda su uvéana sa
prisutnim difuzno raspodenim
granulomima.

5.2.1.2. Makroskopski nalaz kaédri¢a inficiranih saA. fumigatusoji su prethodno

viSekratno tretirani deksametazonom

Prvog, tréeg, sedmog,cetrnaestog i dvadesetprvog dana od Sig
inficiranja nisu ndene bilo kakve vidljive patoanatomske promene natra8njim
organima (srce, jetra), kao ni na mozg@uica tretiranih deksametazonom tokom 6
uzastopnih dana, a zatim inficiraninAafumigatus

Prvog dana nakon infekcije kod 2 od 6 Zrtvovagiirica ustanovljena je
punokrvnost oba plina krila. Pld¢a su bila tamno - crvene boje, zaobljenih rubova i
umereno jedre konzistencije (Slika 20).

Abdominalne vazdusne kese su fokalno zéme. Ostale vazdusSne kese su
nepromenjene tj. sjajne i prozirne (Slika 21).

Treceg dana od inficiranja kod 3 od 6 zrtvovafilrica ustanovljeno je difuzno
zamitenje abdominalnih i kaudalnih torakalnih vazduSkésa. Udena je i slaba
punokrvnost njihovih krvnih sudova (Slika 22).

Oba pléna krila su tamno crvene bojévrste konzistencije. Na preseku desnog
pluénog krila vidljivi su mnogobrojni granulomi - aspgdomi, ujedng&ene velkkine, a

na jednom mestu rdasobno konfluiraj&ineci konglomerat granuloma (Slika 23).
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Slika 20. Pluéa éuri¢a 1. dana od vestee Slika 21. Abdominalne vazdusne kese
infekcije (O-2). Plda su tamno - crvene ¢uri¢a 1. dana od vestke infekcije (O-2).
boje, zaobljenih rubova i umereno jedre Vazdusne kese su fokalno zafaoe.

konzistencije.

Slika 22.Vazdusne keséuri¢a 3. dana od Slika 23.Plutaéuri¢a 3. dana od vestiee

vestake infekcije (O-2). Difuzno zandenje infekcije (O-2). Presek desnog phog
abdominalnih i kaudalnih torakalnih krila, vidljivi su mnogobrojni granulomi —
vazdusnih kesa. Punokrvnost krvnih sudova aspergilomi.

na vazusnim kesam:

Sedmog dana nakon infekcije kod 3 od 6 Zrtvovadihica uaeno je
zadebljanje i difuzno zandanje zidova kranijalnih i kaudalnih torakalnih, kao
abdominalnih vazdusnih kesa. Kod 4 od 6 Zrtvov&nifica plita su uvéana, tamno -
crvene boje. U oba ptna krila na njihovoj kostalnoj povrSini zapaZzaju lselicasti
milijarni granulomi (Slika 24).

Cetrnaestog dana nakon infekcije makroskopski vidljpromene ndene su na
zidovima torakalnih i abdominalnih vazdusnih kesglu¢cima kod 5 od 6 Zrtvovanih
¢uri¢a. Zidovi vazduSnih kesa su zadebljani, a kod jgdéwreta intraluminalno u

kaudalnoj desnoj torakalnoj kesi vidljiv je mie - beli kazeozni sadrzaj, dok u
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zamuwenom zidu leve abdominalne kese prominira solitgminulom - aspergilom
(Slika 25).
Pluca su uvéana, impresije rebara se jasnodcistia na povrSini prosijavaju

milijarni i supermilijarni granulomi (Slika 26).

Slika 25.VazduSne keséuri¢a 14. dana
infekcije (O-2). Zapazaju se b&disti od vestake infekcije (O-2). U kaudalnoj
milijarni granulomi. desnoj torakalnoj kesi vidljiv je miao -
beli kazeozni sadrZaj, a u zaéenom zidu
leve abdominalne kese prominira solitarni
granulom - aspergilom.

Slika 26.Plu¢a¢uri¢a 14. dana od

vestake infekcije (O-2). Plta su
uvetana, prosijavaju milijarni i
supermilijarni granulomi.

Dvadesetprvog dana posle infekcije kod 5 od ukupadvovanihéurica nalene
su promene na torakalnim i abdominalnim vazduSnésakna, i manifestovale su se u
vidu difuznog zaméenja i zadebljanja. Kod 2 oddirica na kranijalnom delu kaudalne

kese isticao se jedan okrugli granulom, bele bBj&d 27, 28).
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Pluta kod 5 jedinki su umereno paamna, zaobljenih rubova i konsolidovana.
Na kostalnoj povrSini oba pdna krila prosijavaju mnogobrojni granulomi vétie 2x2

mm, a ravnomerno su raspdedi po svim delovima pla (Slika 29, 30).
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Slika 27.VazdusSne keséuri¢a 21. dana od Slika 28.Vazdusne keséuri¢a 21. dana od

vestake infekcije (O-2). Na kranijalnom vestake infekcije (O-2). Na kranijalnom
delu kaudalne vazdusne kese isticao se delu kaudalne vazdusne kese isticao se
jedan okrugli granulom, bele boje. jedan okrugli granulom, be bcje.

Slika 29.1zgled pl«acduri¢a 21. dana od Slika 30. Plucaduri¢a 21. dana od vedtee
vestake infekcije (O-2). Na oba krila infekcije (O-2). Na oba krila prosijavaju
prosijavaju mnogobrojni granulomi. mnogobrojni granulomi.
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5.2.2. Mikroskopski nalaz

5.2.2.1. HistopatoloSke promene respiratornogreiatieodéurica inficiranih saA.

fumigatus

Prvog dana (24 sata) posle infekcije na¢pha se udava zadebljanje pleure
usled subpleuralnog nakupljanja seroznendsti u kojoj se nalazi manji brdelija
uglavhom heterofila. Na ptmom parenhimu u®na je difuzna hiperemija i fokalna
infiltracija c¢elijama u vidu prstena oko parabronhiola oko kgéhinfiltrat, u manjoj
meri, zrakasto $iri u okolni ptmi parenhim (Slika 31)Celijski infiltrat su s&injavali:
heterofili, makrofage i limfociti (Slika 32). Lumésronhiola i terminalnih alveola je bio
bez stranog sadrzaja.

Bronhijalni epitel bio je edematozan satpmim degenerativnhim promenama u
vidu vakuolizacije, a subepitelno limfétio tkivo hiperplastino.

Treceg dana posle infekcijéelijski infiltrati u plu¢ima nisu samo ograteni na
parabronhiole wesu i u drugim delovima parenhima, formirali jasmeluse, granulome
od mononuklearnihtelija, makrofaga i limfocita. U samim nodusima iljihovoj
neposrednoj okolini mogle su secitol do 2 sitnije multinuklearne dzinovskelije
(Slika 33). U ovoj fazi na granulomima nisu zapaeggresivne promene.

U istom periodu u bronhiolama u propriji mukoze a&p se nakupljanje
heterofila, makrofaga i limfocita koji formirajdvorice koji u potpunosti potiskuju
zlezdane elemente i prominiraju u lumen bronhidla.ovom periodu ucelijskom
infiltratu ne zapaza se joS uvek jasno prisustvdtiadarnih dzinovskincelija. Epitel

koji prekriva nastalgvorice je atroféan i mestimino nedostaje (Slika 34).
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Slika 31 Pl«a, O-1, 1. dan p.i. Slika 32.Plua, O-1, 1. dan p.i. Detalj sa
Subpleuralni edem (zvezdica), hiperemija slike 31. Hiperemija (strelica) i fokalni
(strelica) i peribronhiolarno nakupljanje ¢elijski infiltarat (vrh strelice). (HE)
¢elija (vrh strelice). (HE).

Slika 33.Pluta, O-1, 3. dan p.i. Hiperemija Slika 34.Bronhiola, O-1, 3. dan p.i.
i granulom u parenhimu pta. Regresivne Fokalno nakupljanjéelija u mukozi
promene nedostaju. (HE). bronhiola. (HE).

VazduSne kese su bile zadebljane usled edema liranfje heterofilima,
makrofagima i limfocitima. Ugava se tendencija infiltrovanilkelija da formiraju
noduse, odnosno granulome, ali se u ovoj fazi prigumultinuklearnih dzinovskih
¢elija jasno ne utava (slika 35). Na mestima intenzivnije infiltracielijama epitel
vazdusnih kesa nedostaje.

Sedmog dana posle infekcije u glma su se zapaZali mnogobrojni granulomi
koji se u pojedinim podiijima i stapaju - konfluiSu zahvatdju Siroka podrdja
pluénog parenhima (Slika 36). Centralni deo granulafime epiteloidne i dZinovske
celije dok se na periferiji nalaze viSe limfociti hieterofili. lzuzev pojedinmih

sluitajeva, nekrotine promene se u ovoj fazi razvoja oboljenja kod grnege Zivotinja
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ne uc&avaju (Slika 37). Granulomi istovetne geaudeni su u mukozi bronhiola i na

vazdusnim kesama (Slika 38).

b
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Slika 35.Vazdu$ne kese, O-1, 3. dan p.i.  Slika 36.Plwa, O-1, 7. dan p.i. Konfluisani

Zadebljanje vazdusnih kesa usled granulomi u pldima. Multijedarne
nakupljanja heterofila (strelica), makrofaga  dzinovskecelije prisutne u velikom broju.
(vrh strelice) i limfocita (zvezdica) - petak (HE).

formiranja granuloma (HE).

o,
i | $

Slika 37.Plua, O-1, 7. dan p.i. Detalj sa Slika 38.Vazdusna kesa, O-1, 7. dan p.i.
prethodne slike, veliki broj multijedarnih Granulom na vazdusnoj kesi. (HE).
¢elija i patetne nekrotine promene
(strelica). (HE).

iroh Y
. 3 .

Cetrnaestog dana u @ima je zapaZen ve broj granuloma kao i difuzna infiltracija
makrofagama, limfocitima i heterofilima. Nadmei granuloma dosSlo je do nekréih
promena koje zauzimaju centralni deo granuloma fyenog eozinofilnog izgleda u
¢ijem srediStu su se mogli zapaziti i ostéelijskih jedara. Nekrotha podrgja bila su
opasana vencem od multinuklearnih viSejedartelija, a prema periferiji Sirio se
intenzivan infiltrat s&njen od makrofaga, heterofila i limfocita (Slika9)3 U

neposrednoj blizini ovakvih promena zapaZeno jerygel intenzivne hiperemije.

73



Regresivne promene &ene su i na granulomima koji su se nalazili na udmdn
kesama.

Dvadesetprvog dana promene u ¢pha i vazduSnim kesama bile su po
intenzitetu i karakteru slhe ve& prethodno opisanim, izuzev nektwtih promena koje
su u veéini slu¢ajeva bile intenzivnije. Nekrd@tha podrdja zauzimala su Ve deo
granuloma, takde su bila centralno postavljena i po pravilu &&ia mnogobrojnim
multijedarnim dzinovskimtelijama pordanim u vidu venca. Na periferiji granuloma
bilo je moguée uciti formiranje, odnosno prisustvo mreze vezivnotkiv vlakana
(Slika 40).
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Slika 39.Pl«a, O-1, 14. dan p.i. Slika 40.Pluta, O-1, 21. dan p.i. OpseZna
Nekroticne promene na granulomu (H nekroza u mikotinom granulomu. Na

periferiji granuloma formiranje fibroznih
vlakana (strelica) (HE).

Gljivi ¢ni elementi u vidu hifa i konidija bili su prisutnuogljivi u promenjenim
podrujima pluéa i vazdusnih kesa. Prisustvo gljivica, nat@ hifa, moglo se udti i
rutinskim bojenjem sa HE, ali je jogiglednije bilo u isécima bojenim PAS i Grocott
metodom. Najvé broj gljivica, kako hifa, tako i konidija bilo jéocirano u pldima
¢urica zZrtvovanih 7. i 14. dana od inficiranja. One sauzmale centralni deo
granuloma, a natito su bile prisutne u podéju nekroze (Slike 41, 42). Ta#e, bile su
prisutne i u multinuklearnim dzinovskidelijama. U citoplazmi ovil€elija gljivice se
vide kao filamentozne izduZene strukture ili kamaati do praSinasti ostaci posle
razlaganja. Zastupljenost gljivica u makrofagameotito je bila izrazena u starijim
opseznim granulomima kod jedinki zrtvovanih 21. alé8like 43, 44).

U ostalim ispitivanim organima, kod ove grupé&urica nisu ndene
patohistoloSke promene.
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Slika 41. Pluta, O-1, 14. dan p.i. Hife

Slika 42.Pluéa, O-1, 14. dan p.i. Hife

(strelica) i konidije (vrh strelice) u (strelica) i konidije (vrh strelice) u
nekrotiénoj masi granuloma. (PAS). nekroténoj masi granuloma. (Grocott).
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Slika 43.Pluta, O-1, 21. dan p.i. Hife i Slika 44.Pluta, O-1, 21. dan p.i. Hife i
konidije u multijedarnim dZinovskim konidije u multijedarnim dzinovskim
¢elijama (PAS). ¢elijama (Grocott).

5.3.1.1. Mikroskopski nalaz kadiri¢a inficiranih saA. fumigatuskoji su prethodno
tretirani deksametazonom (O-2 grupa)

Prvog dana posle infekcije kod ove grupei¢ca uadeno je zadebljanje pleure
usled edema i infiltracije velikim brojem heterafii manjim brojem makrofaga i
limfocita. Pluni parenhim je bio hiperean, takde infiltrovan heterofilima,
makrofagama i limfocitima. U alveolama pojedinih dp@&ja moglo se zapaziti
nakupljanje homogenog, eozinofilnog supstrata éik).

Treceg dana nakon infekcije, u gima curica mogli su se ufti jasno formirani
granulomi izgrdeni od véeg broja jasno definisanih multijedarnih dzZinovsk#ija,
epiteloidnihcelija, makrofaga, limfocita i heterofila. Multijedze dZinovskeelije bile
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su razleite velicine i oblika, tako da su se u istom granulomu maglpaziticelije tipa
Langhans ielije tipa stranog tela (Slika 46). Na manjem brgianuloma u®ene su
pocetne (diskretne) regresivne promene sa srediSnjeRromom koju su nagge
radijalno okruzivale multijedarne dzinovséelije stvarajii ¢elijski venac (Slika 47).

U istom periodu u mukozi bronha i bronhiola¢eni su granulomi istovetne
graie kao oni u parenhimu pla, sa jasno formiranim multijedarnim dzinovskim
¢elijama (Slika 48). Lumen bronhiola bio je ispunfgsmogenim sluzavim sadrzajem u

kome su se nalazile brojielije, pretezno heterofili i manji broj limfocita.

T vl f Ty

Slika 45 Plua, O-2, 1. dan p. i. Edem i Slika 46.Pluta, O-2, 3.dan p.i., formirani

¢elijska infiltracija pleure (strelica). granulomi od mutijedarnih dZinovskih
Infiltracija parenhima pléa i homogeni ¢elija, epiteloidnihéelija i limfocita.
sadrzaj u alveolama (vrh strelice) (- Dzinovskacelija tipa Langhans (strelica) i

dZinovskacelija tipa stranog tela (vrh
strelice). (HE).

i % e

Slika 47.Pluta, O-2. 3. dan p.i. Malo Slika 48.Bronhus, O-2. 3. Dan p.i.

nekrotiéno podrdje (strelica) sa vencem od Granulomi (strelica) u mukozi (levo) i
multijedarnih dzinovskiltelija. (HE). submukozi (desno), u lumenu homogen
sadrzZaj i veliki brogelija (vrh strelice).
(HE).
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Promene na vazdusnim kesama kod ove grupe Zrtilovari¢a ispoljavale su
se u vidu difuznog zadebljanja usled edema i inteez infiltracije heterofilima,
makrofagama, epiteloidnim i multijedarnim dzinovskielijama (Slika 49). Granulomi
nisu bili jasno ograkeni, a ni nekrotina podrdja nisu bila jasno ispoljena.

Sedmog dana posle infekcije ispitivani delovidalisu bili konsolidovani gusto
infiltrovani ¢elijama koje su formirale konfluentne granulome.nttane delove
granuloma ispunjavala je eozinofilna neként masa u kojoj su se mogli zapaziti ostaci
c¢elijskog detritusa (Slika 50). Nekrétia masa je taki® bila oiviena vencem
multijedarnih dzinovskihcelija. Nekroténe promene u ovom periodu talkeosu bile

izrazene na granulomima smestenim u mukozi i sulzidrtonhusa i bronhiola.
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Slika 49.Vazdusne kese, O-2, 3. dan p.i. Slika 50.0-2, 7. dan p.i. Konfluentni
Infiltracija heterofilima, makrofagama granulomi sa nekrathim centrom. (HE).

epiteloidnim i multijedarnim dZinovskim
¢elijama. (HE).

Cetrnaestog dana posle infekcije granulomi su liiine grate i izgleda kao i
kod ¢uri¢a Zrtvovanih u prethodnom vremenskom periodu. Rrimeazlika je bila u
veli¢ini nekrotiénog podrdja koje je u ovom periodu zahvatalo¢veleo granuloma.
Eozinofilna nekrotina masa je postajala skoro homogena, ostdigskih jedara bili su
slabije udaljivi (Slika 51).

VazduSne kese bile su jako zadebljane, proZzetautpmaima koji su se stapali.
U centralnim delovima granuloma nektote promene bile su jasnodljore (Slika 52).

Dvadesetprvog dana posle infekcije promene dipla i vazdusnim kesama su
uznapredovale i po broju i po obimu. U Zrtvovaribrica uaen je véi broj
konfluentnih granuloma sa opseznim nekrozama (Sia
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Slika 51.Plka, O-2, 14. dan p.i. Opsezna  Slika 52.Vazdusne kese, O-2, 14. dan p.i.
nekroza u centralnom delu granuloma. Zadebljanje vazdusnih kesa usled infiltracije
(HE). ¢elijama i formiranja granuloma, na kojima
se u@ava nekroza (strelica). (HE).

Slika 53. Pluta, O-2, 21. dan p.i. Konfluisani
granulomi sa opseZnim centralnim nekrozama.
(HE).

Gljivi ¢ni elementi, hife i konidije, bile su dlfive od prvog dana posle infekcije.
Gljivice su mogle biti udene slobodno iznde infiltrovanih ¢elija, u nekrotnim
podrwjima granuloma, kao i u citoplazmi multijedarniBirtbvskih ¢elija (Slike 54,
55).

Na drugim ispitivanim organima i u ovoj grupi, kaa prethodnoj, nisu u@ne
histopatoloSke promene.

Uporeiuju¢i histopatoloSki nalaz na respiratornim organimal Karrica obe
eksperimentalne grupe (O-1 i O-2) mozZe se konstéitola postoje razlike u evoluciji,
karakteru i intenzitetu wenih promena. Promene nastale u respiratornim ongakod
inficiranih i deksametazonom tretirandurica nastaju ranije, &g su intenziteta, tj.
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obimnijeg su karaktera. Ta#te, i regresivne promene su obimnije i ranije nastaj

poraeienju sa promenama &enim kodc¢uri¢a koji su samo inficirani sA. fumigatus

broj hifa (strelica), konidija (vrh strelice) u gljivica u citoplazmi multijedarnih
granulomu (Grocott). dZinovskih¢elija (strelica) (PAS).

5.3. Rezultati mikoloSkih ispitivanja

5.3.1. Rezultati mikoloskih ispitivanja delova unutasnjih organa éuri ¢a vesta&Kki

inficiranih A. fumigatus posle 1, 3, 7, 14. i 21. dana od infekcije

Uzorci delova untradnjih organa ispitivani su agle®g pojedinénog ¢ureta.
Istovremeno sa uzorkovanim organima ispitivanrgférentni soAspergillus fumigatus
kojim je izazvana eksperimentalna infekcija, kakodbbijeni rezultati mogli da se
uporede. Referentni sof. fumigatusATCC 204305 i njegov rast na Sabouraud
dekstroznom agaru prikazan je na slikama (Slikeb3658, 59).
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Slika 56 Referentni sojA. fumigatus Slika 57 Referentni soj, izgled kolonija
204305. referentnog sojé. fumigatus204305 na
Sabouraud dekstroznom agaru posle
inkubacije od 48h.

Slika 58. Referentni soj, izgled kolonija Slika 59 Izgled kolonija referentnog sofa

referentnog sojé. fumigatus204305 na fumigatus204305 na Sabouraud
Sabouraud dekstroznom agaru posle dekstroznom agaru posle inkubacije od
inkubacije od 48h.

Uzorkovani delovi organa za mikoloSko ispitivanjeisokulisani na Sabouraud
dekstrozni agar i inkubisani na temperaturi od°@5u aerobnim uslovima, a u svrhu
izolacije infektivnog agensa. Nakon inkubacije @i &itavani su rezultati (Slika 60).

Kolonije A. fumigatusbile su najpre bele boje, a zatim plasto - zelene kada
su konidije pdinjale da sazrevaju, posebno u sredini kolonijeljiDasazrevanjem
kolonije su dobijale sivo - zelenu boju, dok su fobovi ostajali betiasti. Njihov
precnik kretao se od 3-5cm (Slika 61).
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Mikoloski nalaz dobijen posle zasejavanja uzordktova unutrasnjih organa
(pluca i vazdusSne kese, srce, jetra, mozakjca Zrtvovanih prvog, tieg, sedmog,
cetrnaestog i dvadesetprvog dana od wstanfekcije, proveravan je metodom bojenja
Lactophenol cotton blue u cilju potvrde morfoloSkikarakteristika Aspergillus
fumigatus(Slika 62).

/

Slika 60. 1zgled kolonijaA. fumigatusa Slika 61.Tipi¢an izgled rasta kolonija.
Sabouraud dekstroznom agaru izraslih iz~ fumigatusizolovanog iz pléa i vazdusnih
pluca, jetre i srca ve&thi inficiranih ¢urica. kesa vesSti inficiranih ¢urica.

Slika 62. Aspergillus fumigatubojen sa
Lactophenol cotton blue

MikoloSkim ispitivanjem obuhwgeni su uzorci organa (pla i vazduSne kese,
srce, jetra, mozak}urica inficiranih (O-1; O-2) i kontrolnih (K-1; K-2) gpa.
Aspergillus fumigatusije izolovan ni iz jednog uzorka orgatarica kontrolnih grupa,
niti bilo koji drugi patogeni prouzrokova

Prvog dana od infekcije, kodéRireta od ukupno 6 Zrtvovanih (33,33%) izolovan

je A. fumigatusz uzoraka plda i vazdusnih kesa.
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Treteg dana od infekcije prouzrokayge izolovan takde kod 2 od ukupno 6
¢urica (33,33%), sedmog dama fumigatusje izolovan kod 3 od ukupno 6 jedinki
(50%) iz uzoraka plta i vazduSnih kesa, #&etrnaestog dana kod 5 od dirica
(83,33%).

Dvadesteprvog dana od infekcife, fumigatuge izolovan kod svih 6 zrtvovanih
¢urica (100%). Iz pldga i vazduSnih kesauri¢a kontrolne grupe 1 nije izolovaA.
fumigatusposle 1, 3, 7, 14. i 21. dana zrtvovanja.

Na osnovu rezultata mikoloSkih ispitivanja dobijenizorkovanjem pka i
vazdusnih kesa od podurica iz kontrolne i ogledne grupe na svaki dan zravga,
moze se zakliti da je izolacija uzrénika A. fumigatushila vet posle prvog do tieg
dana od inficiranja kod oko tme inficiranih jedinki, a posle tri nedelje izolgc
uzrainika bila je kod svih. Prouzroko¥anije bio izolovan iz uzoraka pta i vazdusSnih

kesa ni kod jedne jedinke kontrolne grupe Zrtvokdni3, 7, 14 i 21 dana (Grafikon 3).

Pluéa i vazdusne kese

Broj ¢urica

A e A- \bt’

Dani zrtvovanja od vestackog inficiranja

Grafikon 3. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranituri¢a iz ¢ijih je uzoraka plaa i
vazdusnih kesa izolovah fumigatusposle 1., 3.,7., 14. i 21. dana od vekoa inficiranja,
grupa O-1, kao i rezultat izolacije prouzrokdaaz navedenih uzoraka orgahwaica kontrolne
grupe (K-1).

Rezultati mikoloskih ispitivanja pokazuju dajefumigatuszolovan iz srca we

prvog dana od infekcije, ali samo kod 1 od 6 iméoih Zrtvovanih¢urica (16,66%)
(Grafikon 4).

82



Treceg i sedmog dana od infekcije uanik nije izolovan iz srca ni kod jednog
éureta od ukupno 6 Zrtvovanilietrnaestog dana od infekcije iz uzoraka srca kod 2
¢ureta od ukupno 6 Zrtvovanih (33,33%), izolovar jdumigatus Dvadesetprvog dana
prouzrokové je izolovan iz srca takie kod 2 od ukupno éuri¢a (33,33%).

Iz srcacuri¢a kontrolne grupe 1 (K-1) nije izolovah fumigatushiti bilo koji

patogeni prouzrokowau bilo kom vremenu Zrtvovanja (1, 3, 7, 14 i 21)dan

o O+1

Srce

Broj ¢uri¢a

Grafikon 4. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranituri¢a iz ¢ijih je uzoraka srca
izolovanA fumigatusposle 1., 3.,7., 14. i 21. dana od vekte inficiranja, grupa O-1, kao i
rezultat izolacije prouzrokova iz srcaturi¢a kontrolne grupel (K-1).

Prvog dana od infekcije, kod 2 od ukupno 6 (33,33&yovanih ¢uri¢a iz
uzoraka jetre izolovan j&. fumigatus Treteg, sedmogg¢etrnaestog i dvadesetprvog
dana od infekcije ni kod jedndgreta iz uzoraka jetre nije izolov#n fumigatus

Kod ¢uri¢a kontrolne grupe iz uzoraka jetre nije izolovanfumigatusniti bilo
koji patogeni prouzrokowau bilo kom vremenu zrtvovanja (1, 3, 7, 14 i 21)dan

Na osnovu rezultata mikoloSkih ispitivanja dobifenispitivanjem jetre
inficiranih ¢uri¢ca moze se zapaziti da je izolacija uzna A. fumigatusz ovog organa
moguta kod oko 30% jedinki \eposle prvog dana od infekcije. U kasnijim periodim
od infekcije iz uzoraka jetre nije bilo mogiizolovatiA. fumigatugGrafikon 5).

Na grafikonu 5 prikazani su rezultati izolac#e fumigatusiz uzoraka jetre

¢uri¢a inficirane ogledne grupe 1 (O-1) posle 1, 3,4,i121. dana od infekcije, kao i
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rezultati izolacijeA. fumigatusz navedenih uzoraka jetre kontrolne grupe 1 (Kdsle

1, 3,7, 14 21 dana Zrtvovanja.

E 041
Jetra

Broj ¢uri¢a

&
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Dani zrtvovanja od vestackog inficiranja

Grafikon 5. Stubitem je prikazan broj Zrtvovantturi¢a iz ¢ijih je uzoraka jetre izolovaA.
fumigatusposle 1. dana od inficiranja. Prikazani su rezuitalacije uzr@nika posle 3., 7., 14.
i 21.dana od inficiranja (ogledna grupa 1; O-1) keezultati izolacije prouzrokova iz
uzoraka jetréuri¢a kontrolne grupe 1 (K-1).

Rezultati mikolosSkih ispitivanja pokazuju da iz uaka mozga inficiranildurica
uzetih prvog, tréeg, sedmog tetrnaestog dana od infekcije nije bilo méguzolovati
A. fumigatusni kod jednogéureta. Dvadesetprvog dana od infekcije iz uzorakaga
kod jednogtureta, od ukupno 6 (16,66%) izolovamAefumigatus

Kod ¢uri¢a kontrolne grupe 1 iz uzoraka mozga nije izologarfumigatusl, 3,
7,141 21 dana zZrtvovanja.

Na osnovu rezultata mikoloSkih ispitivanja dobijenizorkovanjem mozga inficiranih

¢urica moze se zapaziti da je izolacha fumigatusz ovog organa izostala u prve dve
nedelje od infekcije, a kod oko 16% jediki fumigatuge izolovan posle tri nedelje od

infekcije (Grafikon 6).

Na grafikonu 6 prikazani su rezultati izolache fumigatusiz uzoraka mozga
¢uri¢a ogledne grupe 1 (O-1) posle 1, 3, 7, 14. i 2badad infekcije, kao i rezultati
izolacije A. fumigatusz navedenih uzoraka mozgari¢a kontrolne grupe 1 (K-1) posle

1, 3, 7, 14 i 21 dana zrtvovanja.
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Dani zrtvovanja od vestackog inficiranja

Grafikon 6. Stubitem je prikazan broj Zrtvovanituri¢a iz ¢ijih je uzoraka mozga izolova.
fumigatusposle 21. dana od inficiranja. Prikazani su reguizolacije uzrénika iz uzoraka
delova mozga 1., 3., 7. i 14. dana od inficiraoglédna grupa 1; O-1), kao i rezultati izolacije
uzrainika iz uzoraka mozgéuri¢a kontrolne grupe 1 (K-1).

5.3.2. Rezultati mikoloskih ispitivanja uzoraka debva unutrasnjih organa éuriéa
viSekratno tretiranih deksametazonom dobijeni poslel, 3, 7, 14. i 21. dana od

infekcije saA. fumigatus

Uzorci unutrasnjin organa (pla i vazduSne kese, srce, jetra, mozékjica
kontrolne grupe 2 (K-2), koji su u starosti od osdana tretirani deksametazonom,
jednom dnevno, tokom narednih Sest uzastopnih dalzarci navedenih organa
ispitivani su kod svakog pojeditiaog ¢ureta zrtvovanog 1., 3., 7., 14. i 21. dana.

Prvog dana od inficiranja, kod @ureta (33,33%) od ukupno 6 zrtvovanih
izolovan jeA. fumigatusz uzoraka plda i vazdusnih kesa. Téeg dana od inficiranja
prouzrokové je izolovan takde kod 2c¢ureta (33,33%) od ukupno 6 (Grafikon 7).
Sedmog dana od inficiranja prouzrokéva fumigatuge izolovan iz plda i vazdusSnih
kesa kod 4 (66,66%) od ukupno 6 jedinkéedrnaestog dana kod svikt@rica (100 %)
od ukupno 6 zrtvovanih (Grafikon 7). Dvadesetprwtsna od infekcije, iz pla i
vazdusnih kesA. fumigatusje izolovan takde kod svih 6 Zrtvovaniiuri¢ca (100 %).

Na grafikonu 7 prikazani su rezultati izolache fumigatusiz uzoraka delova

organa plaa i vazdusnih kesa kod inficiranih i deksametazon@tiranihéurica (O-2)
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dobijeni nakon 1, 3, 7, 14. i 21. dana od inficjggnkao i rezultati izolacije

prouzrokovéa iz navedenih orgarari¢a tretiranih samo deksametazonom (K-2).

Pluca i vazdusne kese
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Dani zrtvovanja od vestackog inficiranja

Grafikon 7. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranih i deksatazonom tretiranih
¢uri¢a iz ¢ijih je uzoraka plda i vazdusnih kesa izolovaa fumigatusposle 1., 3.,7., 14.i 21.
dana od veStkog inficiranja (grupa O-2), kao i rezultat izolgcprouzrokovéa iz navedenih

uzoraka organéuri¢a kontrolne grupe (K-2), tretirane samo deksameiarn

Iz pluca i vazduSnih kes&urica kontrolne grupe 2 (K-2) nije izolovaA.
fumigatusniti bilo koji drugi patogeni prouzrokovau bilo kom vremenu Zrtvovanja.
Na osnovu dobijenih rezultata mikolo3kih ispitivanjzoraka delova pta i vazdusnih
kesacuri¢a inficiranih i tretiranih deksametazonom, mozezakljWwiti da je izolacija
uzratnika A. fumigatusiz ovih organa bila moga posle prvog do téeg dana od
inficiranja, kod istog broja&uri¢a obe ogledne grupe (O-1, O-2). Zapaza se da $e bro
izolata A. fumigatusiz pluéa i vazduSnih kesa neznatno pémeao kod inficiranih
¢uri¢a tretiranih deksametazonom (O-2), i to 7. dananfidiranja (kod 4/6) i 14. dana
(kod 6/6) u odnosu na broj izolata kédri¢a koji su samo inficiranih (O-1) u istom
periodu od inficiranja (7. dana kod 3/6; a 14. deod 5/6) (Grafikon 3, 7). Broj izolata
A. fumigatus iz pluéa i vazdusSnih kesa dobijen kod inficiranih i infamih i
deksametazonom tretirantturica raste sa protokom vremena od trenutka inficiranja
Kod neznatno wieg broja inficiranih i deksametazonom tretiraiilrica uzr@nik je

posle prve i druge nedelje od inficiranja izolovampluca i vazdusnih kesa, u pdenju
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sa inficiranim ¢uri¢cima. Na osnovu rezultata mikoloskih ispitivanja @@ pliéa i
vazdusnih keséuri¢a tretiranih deksametazonom i inficirarih fumigatugO-2), kao i
samo inficiranih (O-1) mozZe se zapaziti da je izi@aA. fumigatusmoguwta ve posle
prvog do tréeg dana od inficiranja, a broj izolata iz ¢dui vazdusnih kesa, u ovom
periodu posmatranja, bio je isti (Grafikoni 3, 7).

Prouzrokova nije bio izolovan iz uzoraka pta i vazdusnih kesa ni kod jednégreta
viSekratno tretiranog deksametazonom (kontrolnap@r), u bilo kom vremenu
zrtvovanja (1, 3, 7, 14i 21 dan).

Prvog i tréeg dana od infekcije, ni kod jednégreta nije izolovai\. fumigatus
iz uzoraka srca. Sedmog dana, prouzrokgeaizolovan kod 1¢ureta (16,66%) od
ukupno 6 Zrtvovanilduri¢a, acetrnaestog dana od infekcije kod 2 (33,33%) @édr&a.
Dvadesetprvog dana prouzrokdvge izolovan iz uzoraka srca samo kodc¢dreta
(16,66%) od ukupno 6.

Iz uzoraka srcéuri¢a kontrolne grupe 2 (K-2) nije izolovaka fumigatusiti bilo koji
drugi patogeni mikroorganizam u bilo kom vremeny@vanja.

Na grafikonu 8 su prikazani rezultati izolache fumigatusiz uzoraka delova
srca kod ¢urica viSekratno tretiranih deksametazonom, a zatificiranih (O-2),
dobijeni posle 1, 3, 7, 14. i 21. dana od infekdi@o i rezultati izolacije prouzrokota
iz srcacurica tretiranih samo deksametazonom (K-2).

Na osnovu rezultata mikoloSkih ispitivanja uzoralelova srca dobijenih kod
¢uri¢a tretiranih deksametazonom i inficiranihAsagumigatug0-2) mozZe se zapaziti da
je izolacija uzrdnika iz srca bila uspesna tek sedmog dana od iigekd¢o kod 1 od 6
¢uri¢a, dok je izolacija. fumigatusz uzoraka srca inficiraniéuri¢a (O-1) bila uspesna
ve¢ prvog dana od inficiranja, tate kod 1 od 6 zrtvovaniliurica (Grafikoni 4, 8).
Cetrnaestog dana od infekcije brajrica ogledne grupe 2 kod koijih je iz uzoraka srca
izolovanA. fumigatusbio je jednak (2 od 6) brojéuri¢ca ogledne grupe 1 (O-1) &jih
je uzoraka srca izolovan prouzrokévdvadesetprvog dana od infekcije bfajrica
ogledne grupe 2 (O-2), kod kojih je iz srca izolova fumigatushio je neznatno maniji
(1 od 6 tj. 16,66%) od brojeurica ogledne grupe 1 (O-1) - 2 od 6 (33,33%) (Grafikon
4, 8).
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Grafikon 8. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranih i deksatazonom tretiranih

¢uri¢a iz cijih je uzoraka srca izolovaf. fumigatusposle 1., 3.,7., 14. i 21. dana od vekta
inficiranja (grupa O-2), kao i rezultat izolacijeopzrokov&a iz uzoraka srcéuri¢a kontrolne
grupe (K-2), tretirane samo deksametazonom.

Prouzrokova nije bio izolovan iz uzoraka srca ni kod jednageta viSekratno
tretiranog deksametazonom (K-2), u bilo kom periagduovanja, 1, 3, 7, 14 i 21 dan
(Grafikon 8).

Moze se zapaziti da tretman deksametazonom nijéagma uticao na broj
izolata uzrdnika, odnosno na brdjurica kod kojih je izolovarA. fumigatusu odnosu
na broj izolata kod inficiraniiuri¢a koji nisu tretirani deksametazonom.

Deksametazon odlaze, odnosno produzava vreme ainigij izolacije A.
fumigatusiz uzoraka srca (7. dan od inficiranja) u odnoaumcijalno vreme izolacije
uzrainika iz srca inficiranin¢uri¢ca koji nisu tretirani deksametazonom (1. dan od
inficiranja) (Grafikoni 4, 8).

Prvog i tréeg dana od infekcije, ni kod jednégreta nije izolovai\. fumigatus
iz uzoraka jetre. Sedmog dana od infekcije prouavek je izolovan iz uzoraka delova
jetre kod 2c¢ureta od ukupno @&urica (33,33%), a takie cetrnaestog (33,33%) i
dvadesetprvog dana (33,33 %) od inficiranja (Grafil).

Iz uzoraka jetréuric¢a kontrolne grupe 2 (K-2) nije izolovan fumigatusi kod
jednogc¢ureta u bilo kom vremenu zrtvovanja, niti bilo kdjugi patogen u bilo kom

vremenu Zrtvovanja (Grafikon 9).
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Rezultati pokazuju da prethodno davanje deksametadonekle pov@ava broj
izolata i brojc¢uri¢a iz ¢ijih se uzoraka jetre izoluja. fumigatusi to, kod 2 od &uri¢a
posle 7, 14. i 21. dana od infekcije, u ptagju sa brojenturi¢ca grupe (O-1) iZijih
uzoraka jetre ni kod jednogureta nije izolovan prouzrokowg0 od 6¢uri¢a) posle 7,
14, i 21. dana od infekcije (Grafikoni 5, 9).

Na grafikonu 9 prikazani su rezultati izolache fumigatusiz uzoraka delova
jetre kodcuri¢a tretiranih deksametazonom, a zatim inficiranik2(Odobijeni posle 1,
3, 7, 14. i 21. dana od infekcije, kao i rezuliatilacije prouzrokovéa iz jetrecurica

kontrolne grupe (K-2).
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Grafikon 9. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranih i deksatazonom tretiranih
¢uri¢a iz cijih je uzoraka jetre izolovaA. fumigatusposle 1., 3.,7., 14. i 21. dana od vékte
inficiranja (grupa O-2), kao i rezultat izolacijeopzrokov&a iz uzoraka jetréuri¢a kontrolne

grupe (K-2), tretirane samo deksametazonom.

Prvog, tréeg i sedmog dana od infekcije iz uzoraka delovagadz fumigatus
nije izolovan ni kod jednog¢ureta od ukupno 18 Zrtvovanih inficiranih i
deksametazonom tretiranifietrnaestog dana od infekcije prouzrokbya izolovan iz
uzoraka mozga kod 3 (50%) od ukupnéuBica, a dvadesetprvog dana kod 4 (66,66%)
od 6¢uri¢a (Grafikon 10).

Iz uzoraka mozgaurica grupe K-2 nije izolova\. fumigatusni kod jednog
¢ureta u bilo kom vremenu Zrtvovanja (Grafikon 10).

Na grafikonu 10 prikazani su rezultati izolache fumigatusiz uzoraka mozga

kod ¢urica viSekratno tretiranih deksametazonom, a zatintirahih (O-2), dobijeni
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posle 1, 3, 7, 14. i 21. dana od inficiranja, kazultati izolacije prouzrokova iz
uzoraka mozgaurica tretiranih samo deksametazonom, kontrolna gru@a2).
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Dani zrtvovanja od vestackog inficiranja

Grafikon 10. Stubtima je prikazan broj Zrtvovanih inficiranih i deksatazonom tretiranih
¢uri¢a iz ¢ijih je uzoraka mozga izolovah fumigatusposle 1., 3.,7., 14.i 21. dana od
vestakog inficiranja (grupa O-2), kao i rezultat izolgcprouzrokovéa iz uzoraka mozga
¢uri¢a kontrolne grupe (K-2), tretirane samo deksamei@zo

Rezultati ispitivanja pokazuju da prethodno davasgsametazona posava
broj ¢uri¢a iz ¢ijih se uzoraka mozga izolui. fumigatusi to: kod 3 od Guri¢a posle
14. dana i kod 4 od 6 posle 21. dana od inficiranjgoorelenju sa brojenturi¢a
ogledne grupe 1 (O-1) kod koje e fumigatuszolovan samo kod tureta od 6 posle
21. dana od infekcije (Grafikoni 6, 10).
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5.4. Rezultati molekularnih ispitivanja

Rezultati kvalitativne molekularne detekcigefumigatusiz uzoraka plta i
vazdusnih kesa, srca, jetre, bubrega, mozga i &asifi¢uri¢a posle 1., 3., 7., 14. i 21.
dana od vesStkog inficiranja, kao i kodturi¢a tretiranih deksametazonom dobijeni su
koris&enjem dvostepene (Nested)dane reakcije polimeraze (PCR).

Za izvaienje PCR reakcije kogna su dva para prajmera prikazanih u tabeli
(Tabela 4).

Tabela 4.0ligonukleotidni prajmeri, DNK sekvenca, mestgesificnost zaA. fumigatus

. _ Vrsta
Oligonukleotidni DNK sekvenca (5'-3)) Mesto -
prajmeri specifiénost
AFU5S AGG GCC AGC GAG TAC 1436-1459 A. fumigatus

ATCACCTTG

GG G (AG)GT CGT TGC CAA

AFU5AS C(CT)C (CT)CC TGA 1648-1771 A. fumigatus
AFU7S CGG CCC TTA AAT AGC CCG| 1296-1313 A. fumigatus
AFU7AS CGG CCC TTA AAT AGC CCG| 1681-1700 A. fumigatus

Prvog dana od veS&tiog inficiranja u zbirnom uzorku pta i vazdudnih kesa,
kao i jetre (po Gturica) detektovana je DNKA. fumigatus U zbirnom uzorku srca,
mozga, kostne srzi i bubrega prvog dana od ¥k&tpinficiranja nije detektovan genom
A. fumigatugTabela 5).

Treceg dana od ve&tkog inficiranja u zbirnom uzorku pta i vazdusnih kesa i
bubrega detektovana je pozitivha reakcija na pnsud. fumigatusa negativan nalaz
je ustanovljen u zbirnom uzorku srca, jetre, mazgastne srzi.

Sedmog dana od veskng inficiranja pozitivan PCR produkt je vizuelizov u
zbirnom uzorku delova péa i vazdusSnih kesa, srca i mozga, a u zbirnom wzke,
bubrega i kostne srzi nije detektovan PCR prodakyel elektroforezi.

Cetrnaestog dana od vedtag inficiranja u zbirnom uzorku pta i vazdusnih
kesa, srca, jetre i mozga detektovana je pozitr@a#cija na prisustvé. fumigatusa

negativna u zbirnom uzorku bubrega i kostne srabgla 5).
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Tabela 5. Rezultati detekcijed. fumigatusiz zbirnih uzoraka delova ispitivanih orgaéarica
posle 1., 3., 7., 14.i 21. dana od v&ta inficiranja.

Detekcija A. fumigatus iz organacuri éa ogledne grupe
Dani od (0-1)
inficiranja/zrtvovanja PCR metodom
n© Pluf:a ! Srce| Jetra Mozak| K.srz Bubrg¢g
vazdusSne kese
1. + - + - - -
3. + - - - - +
7. + + - + - -
14. + + + + - -
21. + + + + + +
Dani Zrtvovanja Kontrolna grupa ¢éuri¢a (K-1) (n =3)
14. - - - - - -
21. - - - - - -

+, pozitivna reakcija
-, hegativna reakcija
n, brojéuri¢a po danu Zrtvovanja

Dvadesetprvog dana od vedtag inficiranjacuri¢ca kod svih ispitivanih zbirnih
uzoraka organa (pba i vazduSne kese, srce, jetra, mozak, bubreg in&osrz)
vizuelizovana je pozitivha PCR reakcija na prisagienomaA. fumigatus

U zbirnim uzorcima (od po 8ureta) ispitivanih delova orgarari¢a kontrolne
grupe 1 (K-1) nije bio vidljiv proizvod PCR rekcjjednosno reakcija je bila negativna
posle bilo kog vremena Zrtvovanja (Tabela 5).

Kod ¢urica koji su viSekratno parenteralno dobijali deksamen, a zatim
vestaki inficirani A. fumigatus(grupa O-2), prvog dana od infekcije detektovama j
pozitivna reakcija na prisustvl. fumigatusu zbirnom uzorku pka i vazdusnih kesa
(zbirni uzorak od 6 zrtvovaniliurica), kao i mozga. U zbirnom uzorku srca, jetre,
kostne srzi i bubrega, prvog dana od w&E&g inficiranja metodom PCR nije
detektovam. fumigatugTabela 6).
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Tabela 6.Rezultati detekcijé\. fumigatusz zbirnih uzoraka delova ispitivanih orgahaica
tretiranih deksametazonom i vedtainficiranih, dobijeni posle 1., 3., 7., 14. i 2dana od
inficiranja.

Dani od Detekcija A. fumigatus iz organacéuri ¢a ogledne grupe
Lo . (O-2) PCR metodom
inficiranja/Zrtvovanja
n o
© Pluvca| Srce | Jetra Mozak | K.srz | Bubreg
vazdusSne kese
1. + - - + - -
3. + - - + - -
7. + + + + - +
14. + + + + + +
21. + + + + + +
Dani Zrtvovanja Kontrolna grupa éurié¢a 2 (K-2) (n=3)
14. - - - - - -
21. - - - - - -

+, pozitivna reakcija
-, hegativna reakcija
n, broj¢uri¢a po danu Zrtvovanja

Treceg dana od ve&tkog inficiranja u zbirnom uzorku pta i mozga
detektovana je pozitivna reakcija na prisusivofumigatus a negativna reakcija je
oc¢itana u zbirnom uzorku srca, jetre, kostne sriikrega.

Sedmog dana od veskag inficiranja pozitivan PCR produkt je vizuelizovu
zbirnom uzorku pléa i vazdusSnih kesa, srca, jetre i mozga, a u zhiraporku kostne
srzi i bubrega nije detektovan PCR produkt na telteoforezi.

Cetrnaestog i dvadesetprvog dana od &g inficiranja ¢urica u zbirnim
uzorcima svih ispitivanih organa (gl i vazdusSne kese, srce, jetra, mozak, kostna srz i
bubreg) detektovana je pozitivna reakcija na ptisugenomaA. fumigatugTabela 6).

U zbirnim uzorcima ispitivanih organaurica kontrolne grupe 2 (K-2) u svim
vremenima Zrtvovanja nije bio vidljiv proizvod PQRakcije, odnosno reakcija je bila

negativna (Tabela 6).
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5.5. Rezultati ispitivanja kozne bazofilne preosejvosti (CBH)

izazvane fitohemaglutininom kodéuri éa kontrolnih i oglednih grupa

Ispitivanje kozne bazofilne preosetljivosti sa lfigonaglutininom je izvedeno na
40 ¢uri¢a oba pola, starosti 28 dana, koji su sa sedam biingakcinisani La sota
sojem protiv virusa atipne kuge ZivineCuri¢i su podeljeni wetiri jednake grupe
(kontrolna 1 i 2 i ogledna 1 i 2). Svakamretu u kozni nabor iznde 3. i 4. prsta desne
noge intradermalno, jednokratno je aplikovan fitolaglutinin u pojedirinoj dozi od
100 pg (Slika 63).

Istovremeno sa fitohemaglutininom, u levu nogupékavan sterilan fizioloSki
rastvor NaCl (SFR) u istoj zapremini i na istom megsrimene. Debljina koze izrde
treceq icetvrtog prsta obe noge merena je kod guitica pre aplikacije ovih ispitujiih
supstanci (nulti sat posmatranja — 0 h) (Slika 63).

Reakcija na obe supstance, u vidu zadebljanja K&#) merena je u

milimetrima digitalnim kutinometrom posle 6, 124 2ata od aplikacije (Slika 64).

Slika 63. Aplikacija fitohemaglutinina u Slika 64. Merenje debljine koZznog nabora
koZni nabor izméu 3. i 4. prsta. digitalnim kutinometrom.

Dobijene vrednosti merenja DK ka@dirica oglednih grupa 1 i 2 upatieane su
sa vrednostima DK koduri¢a kontrolnih grupa 1 i 2, i vrednostima izdéueoglednih

grupa u cilju procene odgovora reakcije organizam@itohemaglutinin (Tabela 7).
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Tabela 7.Proséne vrednosti debljine koZe (DK) dobijene kadi¢a ogledne i kontrolne grupe
1 pre (Oh) i posle 6, 12 i 24h od i. d. aplikadifphemaglutinina (F) i sterilnog fizioloSkog
rastvora NaCl (SFR).

Prose‘ne vrednosti DK kod éuri ¢a tretiranih F i SFR
Kontrolna grupa 1 (K-1) Ogledna grupa 1 (O-1)
Grupe
X+SD X£SD

Vreme (h) SFR (mm) F (mm) SFR (mm) F (mm)
0 1,44+0,14 1,4240,13 1,55+0,02 1,58+0,08
6 1,60+0,18 2,2940,61 1,53+0,07 2,45+0,32
12 1,54+0,15 2,51+0,65 1,56+0,11 2,31+0,30
24 1,52+0,12 2,29+0,41 1,62+0,15 2,50+0,28

Kontrolna grupa 1 (K-1) <uri¢i tretirani fitohemaglutininom (F) i sterilnim fialoSkim
rastvorom NaCl (SFR), intradermalno (i.d.)

Ogledna grupa 1 (O-1)¢uri¢i vestaki inficirani saA. fumigatug tretirani fitohemaglutininom
(F) i sterilnim fizioloSkim rastvorom NaCl (SFRntradermalno (i.d.)

Pros€na vrednost debljine koze izawe 3. i 4. prsta koduri¢a ogledne grupe 1
(O-1) posle &asova od aplikacije F iznosila je 2,45+0,32 mmod &urica kontrolne
grupe 1 (K-1) bila je 2,29+0,61 mm. Prosa vrednost DK koduri¢a ogledne grupe 1
bila je neznatno & u odnosu na pro&eu vrednost DK koduri¢a kontrolne grupe 1
(K-1). (Tabela 7; Grafikon 11).
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Grafikon 11. Stubtima su prikazane pro&ee vrednosti DK nabora kddirica grupe K-1 i
¢uri¢a grupe O-1 posle 6, 12 i 24h od i.d. aplikacijeSFR.
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Pros€na vrednost DK koduri¢ca ogledne grupe 1 (O-1) ustanovljena posle 12
sati od aplikacije F iznosila je 2,31+0,30 mm, a kari¢a grupe (K-1) bila je 2,51+0,65
mm. Proseéna vrednost DK koduri¢a grupe (O-1) bila je neznatno manja u odnosu na
prosé&nu vrednost DK koduri¢a grupe (K-1) (Tabela 7; Grafikon 11).

Dobijena proséna vrednost DK koduri¢a ogledne grupe 1 (O-1) posle asa
od aplikacije F iznosila je 2,50+0,28 mm, a kédrica kontrolne grupe 1 (K-1)
2,291+0,41 mm. Progea vrednost DK kodurica grupe (O-1) bila je neznatno¢eeu
odnosu na progau vrednost DK koduri¢a kontrolne grupe 1.

Dobijeni rezultati prosae vrednosti DKc¢urica ogledne grupe 1 éurica
kontrolne grupe 1 posle 6, 12 i 2dsa od aplikacije SFR nisu bili stati&ii znatajni u
funkciji viemena (Tabela 7; Grafikon 11).

Proséne vrednosti zadebljanja koZerica ogledne grupe 1 prane u funkciji
vremena (6 do 24h) od aplikacije F (vrednosti ugimane izmeu 6 i 12; 12 i 24asa)
se znaajno ne menjaju i ne pokazuju statikti znatajno povéanje vrednosti
zadebljanja kozZe u ptanom periodu od 6 do 24h (Grafikon 12) .

Najveta proséna vrednost zadebljanja koZze ustanovljena je pd4léasa od
aplikacije fitohemaglutinina (2,50+0,28 mm) (Grafik12).

34

— T -

N
1

=1 Ogledna grupa 1

-
1

Debljina koze (mm)

Fitohemaglutinin

Grafikon 12. Stubtima su prikazane pro&ee vrednosti DK nabora dobijene pre
aplikacije (Oh) i posle 6, 12 i 24h od i.d. aplifaditohemaglutinina koduri¢a vestéaki
inficiranih saA. fumigatugogledna grupa 1).

U tabeli 8. su prikazane prase vrednosti DK kodturi¢a kontrolne grupe 2 i

ogledne grupe 2 dobijene posle 6, 12 £ada od aplikacije SFR i F.
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Tabela 8. Proséne vrednosti debljine koZze (DK) kadirica ogledne i kontrolne grupe 2 pre
(Oh) i posle 6, 12 i 24h od i.d. aplikacije fitohagtutinina (F) i sterilnog fizioloSkog rastvora

NaCl (SFR)
Prosefne vrednosti DK kod éuri ¢a tretiranih F i SFR
Grupe Kontrolna grupa 2 (K-2) Ogledna grupa 2 (O-2)
X+SD X+SD
Vreme (h) SFR (mm) F (mm) SFR (mm) F (mm)
0 1,11+0,12 1,18+0,05 1,15+0,16 1,19+0,20
6 1,26+0,10 2,03+0,19* 1,24+0,09 1,82+0,16*
12 1,28+0,13 2,56+0,16 1,32+0,16 2,39+0,17
24 1,26+0,13 2,4040,21* 1,3240,13 2,12+0,18*

Kontrolna grupa 2 (K-2) <uri¢i viSekratno parenteralno tretirani deksametazonbmg.
sterilnim fizioloSkim rastvorom (SFR) i fitohemagjlinom (F).

Ogledna grupa 2 (0O-2) éuri¢i viSekratno parenteralno tretirani deksametazoreormatim
inficirani saA. fumigatusSFR i F aplikovani i.d.

**_gtatisticki znatajna razlika (P<0,01) iznde prosénih vrednosti debljine koZéuri¢a grupe
K-2 i O-2 posle 6 i 24h od aplikacije fitohemaghitia

*—statisticki znatajna razlika (P<0,05) iznde proseénih vrednosti debljine koZéuri¢a grupe
K-2 i O-2 posle 12h od aplikacije fitohemaglutinina

Pros€na vrednost debljine koze izdwe 3. i 4. prsta kodurica ogledne grupe
0O-2, posle 6 sati od aplikacije F iznosila je 1,826 mm, a koduri¢a grupe K-2 ova
vrednost bila je 2,03+0,19 mm.

Pros€na vrednost DK koduri¢a grupe O-2, posle 6 sati od aplikacije F bila je
statisttki znatajno manja (P<0,01) u odnosu na ptosevrednost debljine koZaurica
grupe K-2. (Tabela 8, Grafikon 13).

Proséna vrednost DK kodturica grupe O-2 izreunata posle 1zasova od
aplikacije F iznosila je 2,39+0,17 mm, a kodrica grupe K-2 bila je neSto ¢e,
2,56+0,16 mm.

Pros€na vrednost DK koduri¢ca grupe O-2 posle 1&asova bila je statigiki
znaajno manja (P<0,05) u odnosu na ptogevrednost DK kodturi¢a grupe 2, K-2
(Tabela 8, Grafikon 13).
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Grafikon 13. Stubtima su prikazane prosee vrednosti DK nabora kddirica grupe K-2 i
¢uri¢a grupe O-2 posle 6, 12 i 24h od i.d. aplikacijeSFR.

Dobijena proséna vrednost DKeurica grupe (O-2) posle 2&asa od aplikacije F
iznosila je 2,12+0,18mm, a kadri¢a grupe (K-2) 2,40+0,21 mm.

Pros€na vrednost DKuri¢a ogledne grupe 2 (O-2) posle &ba je bila je takie
statisttki veoma zn&ajno manja (P<0,001) u odnosu na ptosevrednost DK kod
¢uri¢a kontrolne grupe 2 (K-2) posle 24h.

Dobijeni rezultati prosie vrednosti DKeuri¢a ogledne grupe 2 (O-2) i kontrolne
grupe 2 (K-2) posle 6, 12 i 2&asa od aplikacije (SFR) nisu se &ajmo razlikovali
(Tabela 8, Grafikon 13).

Vrednosti DK dobijene posle 6 i 12 i 12 i Z&sa od aplikacije F pokazuju
statisttki veoma zn&ajno povéanje debljine koZnog nabora posle 6 h (P<0,001 i 2
¢asa (P<0,001) i zw&ajno posle 12¢asova (P<0,05). Naj¢a proséna vrednost
debljine koze ustanovljena je posle 12 sati odkaplje fitohemaglutinina i iznosila je
2,391£0,17 mm (Tabela 8, Grafikon 14).
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Grafikon 14. Stubti predstavljaju prosme vrednosti debljine koZe dobijene pre (Oh) i p@s!
12 i 24¢asa od aplikacije fitohemaglutina kédri¢a tretiranih deksametazonom i ve&ia
inficiranih saA. fumigatugogledna grupa 2)
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U tabeli 9 su prikazane prase vrednosti DK koduri¢a ogledne grupe 1 (O-1) i
ogledne grupe 2 (O-2) ustanovljene posle 6, 12da24 od aplikacije F i SFR.

Tabela 9.Proséne vrednosti debljine koZe (DK) kddrica ogledne grupe 1 i ogledne grupe 2
pre (Oh) i posle 6, 12 i 24 h od i.d. aplikacijfiemaglutinina (F) i sterilnog fizioloSkog
rastvora NaCl (SFR)

Proseaine vrednosti DK kod éuri éa tretiranih F i SFR
Grupe Ogledna grupa 1 (O-1) Ogledna grupa 2 (0O-2)
X £SD X £SD
Vreme (h) SFR (mm) F (mm) SFR (mm) F (mm)
0 1,55+0,02 1,58+0,08 1,15+0,16 1,19+0,20
6 1,53+0,07 2,45+0,32** 1,24+0,09 1,82+0,16**
12 1,56+0,11 2,31+0,30 1,32+0,16 2,39+0,17
24 1,62+0,15 2,50+0,28** 1,32+0,13 2,12+0,18**

Ogledna grupa 1 (O-1) éuri¢i vestaki inficirani sa A. fumigatus SFR i F aplikovani
jednokratno i.d.

Ogledna grupa 2 (O-2)¢uric¢i visSekratno parenteralno tretirani deksametazonanficirani sa
A. fumigatusSFR i F aplikovani jednokratno i.d.

***_gtatisticki znaajna razlika (P<0,001) izrda proseénih vrednosti debljine koZéuri¢a
grupe O-1i O-2 posle 6 i 24h od aplikacije fitotagtutinina.

Posle 6 sati od aplikacije F présa vrednost debljine koZe kddirica grupe
(O-1) iznosila je 2,452+0,32 mm, a kddrica grupe (O-2) bila je 1,82+0,16 mm.
Prosé€na vrednost DK kodturica grupe (O-2), u ovom periodu merenja, bila je
statisttki znatajno manja (P<0,001) u odnosu na ptosevrednost DK kodturi¢a
grupe (O-1) (Tabela 9, Grafikon 15).
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Grafikon 15. Stubtima su prikazane pro&ee vrednosti DK koduri¢a grupe O-1 i grupe
O-2 dobijene pre (0h) i posle 6, 12 i 24h od iglikacije fitohemaglutinina (Fi sterilnog
fizioloSkog rastvora NaCl (SFR).

Dvanaest sati nakon aplikacije fitohemaglutininad kéurica grupe (O-2)
prosé&na vrednost DK iznosila je 2,39+0,17 mm, a kadica grupe (O-1) bila je
2,31+0,30 mm. Ustanovljena vrednost DK kédrica grupe (O-2) u ovom periodu
posmatranja nije se z¢agno razlikovala od DK koduri¢a grupe (O-1) (Tabela 9).

Dvadestetiri sata od aplikacije F prossa vrednost DK kodturi¢ca ogledne
grupe 2 (O-2) bila je 2,12+0,18 mm, a kadi¢a grupe (O-1) iznosila je 2,50+0,28 mm.

Proséna vrednost DK koduri¢a ogledne grupe 2 (O-2) bila je statiktiveoma
zna&ajno manja (P<0,001) u odnosu na ptosevrednost debljine koze kaglrica
ogledne grupe 1 (O-1) (Tabela 9, Grafikon 15).

Proséne vrednosti DK koduri¢a ogledne grupe 2 (O-2) u pdemju sa vrednostima
DK ogledne grupe 1 (O-1), koje su dobijale sterflniolo3ki rastvor bile su statigki
zn&ajno manje posle 6, 12 i Z&sa od aplikacije ovog rastvora (Tabela 9, Grafikon
15).

Rezultati proséne vrednosti DK kod¢urica ogledne grupe 2 dobijeni u
predviienim vremenima od aplikacije fitohemaglutinina polja statistiki veoma
znaajno (P<0,001) smanjenje vrednosti zadebljanja ko#mosno lokalne bazofilne
preosetljivosti (CBH) - imunosupresiju posle 6 i 2d4sa (P<0,001) u odnosu na
prosé&ne vrednosti DKéurica ogledne grupe O-1. Najizrazenije smanjenje vrstiino
DK kod ¢uri¢a ogledne grupe 2 zabeleZzeno je posle 6 sati dkiajpe F i iznosilo je
1,82+0,16 mm (Tabela 9, Grafikon 15).
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5.6. Rezultati imunskog odgovora na vakcinu protiatipi éne kuge

Zivine

Za vakcinaciju protiv atighe kuge Zivine (AKZ) kori&na je vakcina La Sota,
Ziva liofilizovana, koja sadrzi lentogeni soj Lat8wirusa atipgine kuge Zivine. Kod
¢urica starosti 10 dana vakcina je aplikovana okulo zalmm, prema uputstvu
proizvaiaca.

Odmah nakon izleganjauricima je uzorkovana krv u cilju procene titra
maternalnih antitela protiv ovog oboljenja. Dobgewrednosti titra bile su: 1:16 (4);
1:32 (6); 1:64 (5) i ove vrednosti su pokazale dacari¢i nasledili dovoljan nivo
maternalnih anititela kojée ih Stititi od infekcije do preddenog vremena vakcinacije
(10 dana starosti).

Dvadesetprvog dana nakon vakcinadijgrica kontrolne grupe 1 (K-1) titar
antitela bio je: 1:16 (1); 1:32 (2); 1:128 (5); 34&2(2), a kodturi¢a kontrolne grupe 2
(K-2), koji su u starosti od 8 dana, Sest uzastoplsina dobijali deksametazon u cilju
izazivanja imunosupresije titar antitela bio je &jao nizi i iznoso je: 1:8 (2); 1:16 (5);
1:32 (3). Rezultati ispitivanja visine titra antitadobijeni 21. dana od vakcinacije protiv
atipicne kuge Zivine koduri¢a inficiranih saA. fumigatus ogledna grupa 1 (O-1) bili
su: 1:4 (3); 1:8 (7), a kod deksametazonom tratiramficiranih ¢uri¢a, ogledna grupa
2 (0-2) titar antitela iznosio je: 1:2 (6); 1:4.(4)

5.7. Rezultati hematoloskih ispitivanja

Ispitivanje uticaja eksperimentalne intratraheainéekcije izazvane saA.
fumigatus na neke hematoloSke parametare (broj eritrocikakdcita, heterofila,
limfocita i bazofila, koncentracija hemoglobina erhatokritna vrednost) obavljeno je
kod ¢uri¢a posle 14. i 21. dana od inficiranja (28 i 35 dataosti) (Tabela 10), kao i
kod inficiranih ¢urica prethodno viSekratno parenteralno tretiranih aektazonom
(Tabela 12). Takde, navedena hematoloSka ispitivanja su obavljerkad curica
kontrolnih gupa (K-1) (Tabela 11kuri¢a kontrolne grupe (K-2) (Tabela 13) starosti 28
i 35 dana.
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Tabela 10. Pros¢éne vrednosti hematoloSkih parametara dobijene &oita posle 14. i 21.
dana od veStkog inficiranja (O-1), starosti 28 i 35 dana.

© X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
=5 2o Er Le Heterofili Lym Bazofili Hbg Hct
- o= o
§ é g g 5 %101 x10°/ <107/ x10°/ x10°/ g/dl %
14. 28 O-1| 1,93+0,16 15,66+4,74 6,58+2,2 8,83+2,98 0,91+0,44 9,08+0t41 31,70+2,70
21. 35 O-1| 1,87+#0,07| 25,91+8,59 15,25+56** 9,90+4,0* 0,76+0,60 9,36+0,45 30,60+1,17

Er — eritrociti; Le — leukociti; Hbg — hemoglobiHgt — hematokrit; Lym - limfociti

0O-1, ogledna grupéuri¢a vestaki inficirana saA. fumigatus

K-1, kontrolna (neinficirana) grupauri¢a starosti 28 i 35 dana.

* Statisticki znatajna razlika (p<0,05 ) izndel pros€ne vrednosti koncentracije hemoglobina i
prosé&ne vrednosti hematokrita ustanovljenih kanlica grupe O-1 posle 14. dana od inficiranja
(starost 28 dana) u odnosu na iste hematoloSkemnetma dobijene kodurica grupe K-1,
starosti 28 dana.

** Statisticki znaajna razlika (p<0,0lizmeiu proséne vrednosti ukupnog broja leukocita
dobijene kod ¢uri¢éa grupe O-1, posle 14. i 21. dana od infekcijer¢sta28 i 35 dana) i
proseéne vrednosti ukupnog broja leukocita kadi¢a grupe K-1 starosti 28 i 35 dana.

** Statisticki zna&ajna razlika (p<0,0lizmeiu i pros€ne vrednosti broja limfocita dobijene
kod ¢uri¢a grupe O-1, posle 21. dana od infekcije (staréstl&na) i prosse vrednosti broja
limfocita dobijene koduri¢a grupe K-1 starosti 35 dana.

***Statisti ¢ki znatajna razlika (p<0,00)izmeiu proséne vrednosti broja heterofila kédrica
grupe O-1 posle 21. dana od infekcije (starost&@®ajli proséne vrednosti broja heterofila kod
¢uri¢a grupe K-1 (starost 35 dana).

Rezultati ispitivanja uticaja infekcije izazvaAe fumigatusa broj eritrocita kod
¢urica posle dve nedelje od inficiranja (starost 28 jlgnokazuju da infekcija ne dg
zn&ajno na ovaj parametar (1,93i0,049<21I()), u poreienju sa prosmim brojem
eritrocita ustanovljenim koduri¢a kontrolne grupe 1 (2,05+0,13%X%0) u starosti od
28 dana (Tabele 10, 11). Proéam broj eritrocita se i dalje neznatno smanjivad ko
inficiranih ¢uri¢a, pa je trée nedelje od infekcije iznosio (1,87+0,07*4D, i bio je
neznatno maniji, kako u odnosu na pt@sebroj eritrocita ustanovljen kadrri¢ca posle
druge nedelje od infekcije, tako i u odnosu na legjrocita dobijen kod¢uri¢a
kontrolne grupe 1 (1,98+0,11x'0) u starosti od 35 dana (Tabele 10, 11).
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Tabela 11.Proséne vrednosti hematoloSkih parametara dobijeneckoda kontrolne grupe 1
(K-1) starosti 28 i 35 dana.

X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
‘g | @ Er Le Heterofili Lym Bazofili Hbg Hct
e =3
g o 5 %10 <10/l x10°/ <10/l <10/ g/dl %+SD
28 | K-1 | 2,05+0,13 6,710,986 6,49+2,25 8,4513,60 0,81+0,51  10,03#0,8 33,702,
35 K-1 | 1,9840,11 11,22+3,22 4,761, 71+ 5,7742,0%* | 0,63+0,24 | 9,98+0,54 32,50+1,84

Er — eritrociti; Le — leukociti; Hbg — hemoglobiHct — hematokrit; Lym - limfociti

0O-1, ogledna grupéuri¢a vestéaki inficirana saA. fumigatus

K-1, kontrolna (neinficirana) grupauri¢a starosti 28 i 35 dana.

*Statisticki znatajna razlika (p<0,05 ) iznde pros€ne vrednosti koncentracije hemoglobina i
prose&ne vrednosti hematokrita ustanovljenih kenlica grupe O-1 posle 14. dana od inficiranja
(starost 28 dana) u odnosu na iste hematoloSkemnetma dobijene kodurica grupe K-1,
starosti 28 dana.

**Statisticki zn&ajna razlika (p<0,0lizmeiu proséne vrednosti ukupnog broja leukocita
dobijene kodturi¢a grupe O-1, posle 14. i 21. dana od infekcijer¢sta28 i 35 dana) i prosee
vrednosti ukupnog broja leukocita kédrica grupe K-1 starosti 28 i 35 dana.

** Statisticki zna&ajna razlika (p<0,0lizmeiu i pros€ne vrednosti broja limfocita dobijene
kod ¢uri¢a grupe O-1, posle 21. dana od infekcije (starésti&a) i prosse vrednosti broja
limfocita dobijene koduri¢a grupe K-1 starosti 35 dana.

*** Statisticki znaajna razlika (p<0,00) izmeiu proséne vrednosti broja heterofila kod
¢urica grupe O-1 posle 21. dana od infekcije (starostd8ba) i pros&ne vrednosti broja
heterofila kodturi¢a grupe K-1 (starost 35 dana).

Posle dve nedelje od infekcije ustanovljeno jecam@ smanjenje (p<0,05)
pros€&ne vrednosti koncentracije hemoglobina (9,08+0dl)ld{od inficiranih ¢uri¢a
(O-1) u odnosu na pro&eu vrednost ovog parametra kodrica kontrolne grupe 1
(10,03£0,82g/dl), kao i smanjenje prose vrednosti hematokrita (31,70+2,70%) u
odnosu na vrednost hematokrita ustanovijenu kadica kontrolne grupe 1
(33,70£2,10%) u starosti od 28 dana (Tabele 1Q, 11)

Pros€ne vrednosti hematokrita ustanovljene kadica posle dve nedelje od
inficiranja linearno su opadale u funkciji viemdfiabela 10).

U istom periodu uzorkovanja krvi (posle dve nedelg inficiranja) proséan
broj leukocita bio je statistki znatajno vei (p<0,01) kod inficiranih ¢uri¢a
(15,66+4,14x181) u odnosu na vrednost ovog parametra dobijenod &urica
kontrolne grupe 1 (6,71+0,96x¥[) starosti 28 dana (Tabele 10, 11).

Posle dve nedelje od infekcije prose vrednosti brojaelija bele krvne loze

(heterofili, bazofili, limfociti) kod inficiranih¢urica (grupa O-1) nisu se statidti
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razlikovale u poréenju sa vrednostima ovih hematoloSkih parametatsjetoh kod
¢uri¢a kontrolne grupe 1 (K-1), posmatrane u ovom vreskem periodu (Tabele 10,
11). Tako, prosma vrednost broja bazofila kod inficiranthrica posle dve nedelje od
infekcije bila je 0,91+0,44x10 i nije se zna&ajno razlikovala od prosee vrednosti
ovog parametra koduriéa kontrolne grupe 1 (0,81+0,51X1) U posmatranom
vremenu od inficiranja ni vrednost préseg broja limfocita (8,83+2,98x10)
ustanovljena kod inficiranitéurica nije se zn&jno razlikovala od vrednosti ovog
parametra koduri¢a kontrolne grupe 1 (8,45+3,60x1p (Tabele 10, 11).

Dvadesetprvog dana od inficiranja préee broj eritrocita koduri¢a grupe O-1,
starosti 35 dana, neznatno se smanjivao (1,87101@%) u odnosu na prosgan broj
eritrocita ustanovljen kodturica iste grupe, posle&etrnaest dana od inficiranja
(1,93+0,16x1871), kao i u odnosu na prasEn broj eritrocita dobijen kodurica
kontrolne grupe 1 (1,98+0,11x'f0) starosti 35 dana (Tabele 10, 11).

Posle tri nedelje od inficiranja, i starosti 35 nda proséna vrednost
koncentracije hemoglobina katlri¢a iznosila je (9,36+0,45g/dl) i bila je neznatno
manja od prosme vrednosti ovog parametra koéurica kontrolne grupe 1
(9,98+0,54¢g/dl), starosti 35 dana (Tabela 10, Wlistom periodu uzorkovanja krvi od
infekcije, vrednost hematokrita iznosila je 30,6(HP%6 i bila je neznatno manja od
pros&ne vrednosti hematokrita dobijene posle druge mededd infekcije
(31,70+2,70%), i takde neznatno manja od vrednosti ustanovljenedkmwida kontrolne
grupe 1 (32,50+1,84%), starosti 35 dana (Tabel&l),

Posle tri nedelje od inficiranja i starosti od&na, vrednost pro&eog ukupnog
broja leukocita (25,91+8,59x1/0) bila je statistiki znatajno vea (p<0,01) u odnosu na
pros€an ukupan broj leukocita dobijen kodturica kontrolne grupe 1
(11,22+3,22x181), kao i statisttki znasajno véa (p<0,01) od vrednosti ukupnog broja
leukocita ustanovljene koglrica posle dve nedelje od inficiranja (15,6614,149$I1(D
starosti od 28 dana (Tabele 10, 11).

Proséna vrednost broja heterofila kadlirica posle tri nedelje od inficiranja
iznosila je (15,25+5,26x£0) i bila je statisttki veoma zn&ajno vea (p<0,001) u
odnosu na vrednost dobijenu posle dve nedelje ficiramja (6,58+2,32x1%l), kao i

statistéki veoma zn&ajno veta (p<0,001) u odnosu na préea vrednost heterofila
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dobijenu kodéuri¢a kontrolne grupe 1 (4,76+1,711I) starosti 35 dana (Tabele 10,
11).

Prosé€an broj limfocita posle tri nedelje od inficiranfarrica, uzrasta 35 dana
iznosio je (9,90+4,0xT) i bio je statisttki znaajno vei (p<0,01) u pordenju sa
vrednogu pros€nog broja limfocita kodturiéa kontrolne grupe 1 (5,77i2,01>91]§)
iste starosne dobi, kao i neznatn@iwe odnosu na vrednost pré@s®eg broja limfocita
dobijenu kod:uri¢a posle dve nedelje od inficiranja (8,83+2,98¥)@Tabele 10, 11).

Vrednost pros&nog broja bazofila kodurica posle tri nedelje od inficiranja.
fumigatus bila je neznatno & (O,76i0,60><1?1|) od vrednosti prossog broja
bazofilnih granulocita dobijene kadliri¢a kontrolne grupe 1 (0,63+0,24%1I), starosti
35 dana, a neSto manja u pieeju sa prosaim brojem bazofila dobijenim koélri¢a
posle dve nedelje od inficiranja (0,91+0,44%I)Q(Tabele 10, 11).

Rezultati ispitivanja uticaja infekcije izazvarne/A. fumigatusna broj eritrocita
kod curi¢a tretiranih deksametazonom, posle dve nedelje eftakog inficiranja
pokazuju da infekcija i primena leka ne céuti zn&ajno na broj eritrocita
(2,21+0,60x1871), u poretenju sa vredna@$l proseénog broja eritrocita ustanovljenom
kod ¢uri¢ca kontrolne grupe 2, tretirane samo deksametazo(®Bil+0,46x17).
Vrednost pros&nog broja eritrocita ustanovljena posle tri nedelge infekcije ¢urica
starih 35 dana, bila je neznatno manja (1,97+0,0%4)L u poreienju sa vrednasl
pros&nog broja eritrocita dobijenoj kodurica kontrolne grupe 2, tretirane samo

deksametazonom (2,02+0,17*40), starosti 35 dana (Tabele 12, 13).

Tabela 12.Proséne vrednosti hematoloSkih parametara dobijeneckoida tretiranih
deksametazonom posle 14. i 21. dana od #eStpinficiranja (O-2), starosti 28 i 35 dana.

o X+SD X£SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
_ .g g = g Er Le Heterofili Lym Bazofili Hbg Hct
§ 3 é g ﬁ 5 %10 x10°/ x10°/ x10°/ <10/ g/dl %
14 28 0-2| 2,21+0,60 | 20,2+3,3* 9,22+4,26* 4,14+0,98 | 0,71+0,31| 8,18+0,44 32,78+25
21 35 0-2 | 1,97+0,14 | 25,77+6,80 | 22,16+6,07** 4,64+1,21 | 0,52+0,24| 8,26+1,12 31,30+2,8
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Tabela 13.Proséne vrednosti hematoloskih parametara dobijeneckmida kontrolne grupe (K-2)
tretiranih deksametazonom,starosti 28 i 35 dana.

X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
‘g _ g Er Le Heterofili Lym Bazofili Hbg Hct
= C
g & g %10 x10°/ x10°/ <10/l x10°/ g/dl %+SD
28 K-2 | 2,51+0,46 9,34+1,1* 6,68+1,81* 5,54+2,36 0,69+0,27| 8,94+0,36 32,43+1,66
35 K-2 | 2,02+0,17 10,38+1,1%* 3,80+0,40** | 2,07+0,06* | 0,47+0,08 | 8,77+0,32 30,8+2,20

Er — eritrociti; Le - leukociti; Hbg — hemoglobiHkt- hematokrit; Lym - limfociti
0-2, ogledna grupduri¢a viSekratno tretirana deksametazonom i wftmficirana saA.

fumigatus

K-2, kontrolna grup&urica (neinficirana) viSekratno tretirana deksametasono

*Statisticki znatajna razlika (p<0,05) iznde vrednosti prosmog broja heterofila ustanovljene
kod ¢uréa grupe O-2 posle 14. dana od inficiranja (sta28stlana) i vrednosti prosgog broja
heterofila dobijene koduri¢a grupe K-2, starosti 28 dana.

**Statisticki znatajna razlika (p<0,0lizmeiu vrednosti prosgmog ukupnog broja leukocita
dobijene kodéuri¢a grupe O-2, posle 14. i 21. dana od inficiranjar(st 28 i 35 dana) i
vrednosti prosghog ukupnog broja leukocita kédri¢a grupe K-2 starosti 28 i 35 dana.

*** Statisticki znaajna razlika (p<0,001 izmeiu vrednosti pros#og broja heterofila kod
¢urica grupe O-2 posle 21. dana od infekcije (starosd@ba) i vrednosti progeog broja
heterofila kodturi¢a grupe K-2 (starost 35 dana).

Vrednost prosene koncentracije hemoglobina kodturica tretiranih
deksametazonom i inficiranilA. fumigatus(O-2) posle dve nedelje od inficiranja
iznosila je 8,18+0,44g/dl, i bila je neznatno marga proséne koncentracije
hemoglobina dobijene kaglri¢a kontrolne grupe (K-2), 8,94+0,36g/dl (Tabele 12).

Posle tri nedelje od inficiranja, vrednost pr&rge koncentracije hemoglobina
kod inficiranih i deksametazonom tretiraréhrica (O-2) bila je skoro nepromenjena
(8,26£1,12¢g/dl) u odnosu na prése koncentraciju ustanovljenu posle dve nedelje
8,18+0,44qg/dl, i neznatno niZza od vrednosti pEoase koncentracije hemoglobina
dobijene kod ¢urica kontrolne grupe (K-2), tretiranih samo deksanwmiam
(8,77£0,32¢g/dl), (Tabele 12, 13).

Proséna vrednost hematokrita ustanovljena kéadrica ogledne grupe O-2
(32,78+2,54%), posle dve nedelje od inficiranjazrasta od 28 dana, neznatno se
razlikovala od vrednosti dobijene kddirica kontrolne grupe K-2 (32,43+1,66%) u
posmatranom periodu. Tak®, dobijena prosma vrednost hematokrita koglrica
grupe O-2 posle dve nedelje od inficiranja, nezmase razlikovala od vrednosti

hematokrita ustanovljene posle tri nedelje od ioifjek (31,30+2,84%), kao i od
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pros&ne vrednosti dobijene kadirica kontrolne grupe (K-2) (30,8+2,20%), starosti 35
dana (Tabele 12, 13).

Vrednost prosaog ukupnog broja leukocita ustanovljena kadc¢a grupe O-2,
posle dve nedelje od inficiranja iznosila je 20,26&0/, i bila je statisttki znasajno
veca (p<0,01) u porenju sa vrednd@$ prosénog ukupnog broja leukocita dobijenom
kod ¢uri¢a kontrolne grupe 2 (9,34+1,12¥1l), a zn&ajno manja (p<0,05) u patenju
sa vrednofu dobijenom kodiuriéa posle tri nedelje od infekcije (25,77+6,80%1)0
(Tabele 12, 13).

Ukupan broj leukocita dobijen kagirica tretiranih deksametazonom nakon tri
nedelie od inficiranja bio je statigki znatajno vei (p<0,01) (25,77+6,80xP0) u
poraienju sa ukupnim brojem leukocita dobijenim kédtica kontrolne grupe (K-2)
(10,38+1,17x181) tretirane deksametazonom, starosti 35 danag€at?, 13).

Kod ¢uri¢a tretiranih deksametazonom, dve nedelje od infelsaA. fumigatus
vrednost prossog broja heterofila kodcéurica starosti 28 dana iznosila je
9,22+4,26x18, i bila je statisttki znatajno veéa (p<0,01) u pokEenju sa vrednasi
prose&nog broja heterofila koduri¢a kontrolne grupe 2 (6,68+1,81X1l}), iste starosti
(Tabele 12, 13). Takie, proséan broj heterofila se ztajno povéao kodc¢uri¢a grupe
O-2 posle tri nedelje od inficiranja i iznosio j&,26+6,01x181. Ustanovljena vrednost
pros&nog broja heterofila kodurica grupe O-2, posle tri nedelje od inficiranja, i
starosti 35 dana, bila je statéti veoma zn&ajno vea (p<0,001) u podenju sa
vrednogu prosénog broja heterofila (3,80+0,40x¥0) ustanovljenom koduri¢a grupe
K-2, starosti 35 dana.

Vrednosti prosénog broja bazofila kodturica tretiranih deksametazonom i
inficiranih A. fumigatusustanovljene posle druge (0,71+0.31%0G trece nedelje od
inficiranja (0,52+0,24x1Ul) nisu se méusobno zn&jno razlikovale. Ustanovljene
pros€ne vrednosti ovog hematoloSkog parametra kadcéa grupe O-2 nisu bile
zn&ajno razléite u porg@enju sa vrednostima dobijenim kédri¢a kontrolne grupe (K-
2) starosti 28 dana (0,69+0,27XA)) i ¢urica starosti 35 dana (0,47+0,08%10
(Tabele 12, 13).

Vrednost prostog broja limfocita ustanovljena kadirica grupe O-2, posle
dve nedelje od inficiranja i starosti od 28 danaokila je 4,14+0,98xf0, i nije se

zna&ajno razlikovala od vrednosti ovog parametra doloige kod ¢urica grupe K-2
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(5,54+2,36x18) u starosti od 28 dana (Tabela 12, 13).dMén, vrednost proseog
broja limfocita kod¢uri¢ca grupe O-2 ustanovljena posle dve nedelje odiiafia i 28
dana starosti bila je zé@no manja (p<0,05) u patenju sa vrednd@$l ovog parametra
dobijenog kodturi¢a grupe K-1 (8,45+3,60x 1), starosti 28 dana.

Tri nedelje nakon infekcije kocturi¢a tretiranih deksametazonom (O-2)
pros&an broj limfocita iznosio je 4,64+1,21x¥Di bio je statisttki znatajno Vei
(p<0,05) u odnosu na prassm broj limfocita ustanovljen kodurica grupe K-2,
tretiranih samo deksametazonom (2,0710,08#)10(Tabe|e 12, 13). Vrednost
pros€&nog broja limfocita dobijena koéurica grupe O-2 posle tri nedelje od infekcije
(4,64+1,21x18) nije se znaajno razlikovala od vrednosti praseg broja limfocita
ustanovljene kod iste grupe&urica (0O-2) posle dve nedelje od infekcije
(4,14+0,98x18) (Tabela 12).

Vrednost prossog broja bazofilnih leukocita dana kod inficiranih i
deksametazonom tretirantirica (O-2), posle dve nedelje od inficiranja, starosti28
dana iznosila je 0,71+0,31x¥D Ustanovljena vrednost praseg broja bazofila u
drugoj nedelji od inficiranj&uri¢a tretiranih deksametazonom bila je neznatria \al
vrednosti ustanovljene u tej nedelji od inficiranja 0,52+0,24 xi) kao i od
vrednosti prosénog broja bazofila dobijene kod¢urica tretiranih  samo
deksametazonom (K-2), starosti 28 (0,69+0,27#)1035 dana (0,47+0,08x10). Na
osnhovu dobijenih vrednosti praseg broja bazofila kod inficiranih i deksametazonom
tretiranih ¢urica posle dve i tri nedelje od inficiranja, durica tretiranih samo
deksametazonom, moze da se z&klpga ni infekcija prouzrokovana s& fumigatus
niti deksametazon ne @ti zna&ajno na pros&an broj bazofilnih leukocita tokom
posmatranog perioda trajanja ogleda (Tabele 1013y,

Vrednost prosme koncentracije hemoglobina ustanovljena kod inafich i
deksametazonom tretirantlirica (O-2), posle dve nedelje od inficiranja, starosti28
dana iznosila je 8,18+0,44 g/dl i posle tri nedage nije promenila (8,26x1,12 g/dl).
Takade, nije ustanovljena ztajna razlika u dobijenim vrednostima prosi
koncentracija hemoglobina kod inficiranih i deks@gmzenom tretiranirturi¢a, kako
posle dve, tako i posle tri nedelje od infekcijelnosno starosti od 28 i 35 dana u
poreienju sa dobijenim vrednostima pros#n koncentracija hemoglobina kadri¢a

tretiranih samo deksametazonom starosti 28 dar®£8,36 g/dl) i starosti 35 dana
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(8,77+0,32 g/dl). Na osnovu dobijenih vrednostigaoih koncentracija hemoglobina
kod inficiranih i deksametazonom tretirarditrica posle dve i tri nedelje od inficiranja,
i c¢urica tretiranih samo deksametazonom mozZze da se ¢akija infekcija i
deksametazon zajedno, u odnosu na primenu samardeta&ona ne uti zna&ajno na
pros€&nu koncentraciju hemoglobina kddri¢a tokom trajanja ogleda. Tadk®, ni sama
infekcija izazvanaA. fumigatus nije zna&ajno uticala na progau koncentraciju
hemoglobina ustanovljenu kddri¢a posle dve i tri nedelje od inficiranja u pdeaju
sa dobilenom vrednéd pros€nih koncentracija hemoglobina kod intaktnih-

neinficiranih¢uri¢a (Tabele 10, 11).
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6. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je vafta intratrahealna infekcijéurica
sa suspenzijom spofa fumigatusu koncentraciji od 5,056x1@o jedinki, u starosti od
14 dana. Eksperiment je izvedenuaicima, jer je poznata njihova && osetljivost na
ovaj respiratorni patogen u pdenju sa ostalim vrstama Zivine, kao i u ovoj staops
dobi da bi se inokulum lakSe i bezbednije aplikowadraheju (Islam i sar., 2009;
Kureljusi i sar., 2011; Kapetanov i sar., 2011). Glavni agzpovéane osetljivosti
¢urica prema prirodnoj infekciji, pored prirodne sklonpge i viSa ambijentalna
temperatura koja je neophodna u prvim danima uz§ajiga. Ona zn&jno pogoduje
razmnozavanj\. fumigatus pre svega, u prostirci, ali i u drugim delovimajekta za
uzgoj.

Za eksperiment su odabrani neinficirgari¢i, odnosno jedinke koje nisu bile u
kontaktu saA. fumigatustokom inkubacije jaja, niti tokom njihovog boravka
inkubatorskoj stanici, Sto je pre formiranja oglgu#videno mikoloSkim ispitivanjem
organa Zrtvovaniliurica.

Nacini, odnosno putevi unosenjA. fumigatusu organizam eksperimentalne
zivine mogu da budu raglii: preko kontaminirane prostirke, intrapulmonaimoi
intrasakularnom aplikacijom suspenzije spora prokavaia, inhalacijom aerosola,
odnosno nebulizacijom (Julian i Goryo 1990; Steatbasar., 2004; Beernaert i sar.,
2008). Navedeni r&éni aplikacije suspenzije sporA. fumigatus u cilju izazivanja
vesStake infekcije imaju odréene nedostatake koje navodi i Fedde, 1998. Preasveg
kod nekih od navedenih puteva inficiranja nije wedp definisana individualna
infektivha dozaA. fumigatus odnosno koncentracija spora drta odrelenoj zapremini
inokuluma. Takde, nekim na&inima izazivanja veStke infekcije se zaobilazi prednji
deo respiratornog sistema, pa se patogeneza ijgekeistala u prirodnim uslovima ne
moze u potpunosti razjasniti. Zbog navedenih nedakia napred opisanih diaa
izazivanja eksperimentalne infekcije opredelili snse da infekciju izazovemo

intratrahealnom aplikacijom definisanog broja sprdumigatusOvaj n&in aplikacije
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spora prouzrokowa obezbduje identéne uslove za sve jedinke za razvoj infekcije, i
pratenje intenziteta i distribucije lezija u tkivima.

Imajwi u vidu literaturne podatke o koéEnim koncentracijama sporA.
fumigatuskojima su izazivane vestke infekcije kod¢uri¢a i pilica odlwili smo se da
infekciju ¢urica ove starosne kategorije izazovemo sa relativeakem koncentracijom
sporaA. fumigatugSteinbach i sar., 2008; Jezdimirdvisar., 2013).

Pored primene visoke koncentracije spora, i santeatrahealna aplikacija
favorizuje patogen u odnosu na dd@ma, jer se njom izbegava uticaj nespédii
odbrambenih mehanizama prisutnih u nosu, laringsprednjem delu traheje.
Favorizovanjem uzimika i stvaranjem uslova za nastanak infekcije dakasmo da
sama gljivicaA. fumigatusmoze da prouzrokuje aspergilozu sa Kkom slikom i
odgovarajdim patomorfoloSkim supstratom kod zdravilrica drzanih pod optimalnim
ambijentalnim uslovima, Sto je u skladu sa istradjima Dagenais i Keller (2009).

Takade, Kapetanov i saradnici (2011) ustanovili su deava Zivina izloZzena
uticaju visoke koncentracije konidij&. fumigatusmoze da ispolji klintku sliku
aspergiloze. Méutim, istrazivanja Tell-a (2005) pokazuju da jerestanak aspergiloze
kod zdrave Zivine neophodan uticaj jednog ili vistresora ili postojanje
imunosupresije.

Prema nekim istrazivanjima nastanak aspergilozészad patogenosti SojA.
fumigatus kao i njegovog porekla (Dyar i sar., 1984; PedRhoades, 1992). Rezultati
ovih autora pokazuju da Zivina mozZe da oboli odkdgSoblika aspergiloze aké.
fumigatus potice iz prostirke od drvene strugotine. Prema midjjeRementeria i
saradnika (2005) za ravoj bolesti i tezinu Klk& slike veoma je bitna virulencija
uzrainika koja je multifaktorijalna i kodirana sa viSerg. Poznato je da konidije
produkuju enzime ziajne za sintezu melanina, pigmenta sa protektiva@stvom
(Latge, 2001; Pihet i sar., 2009). Svakako, u pategi aspergiloze zdainu ulogu ima
i gliotoksin - sekundarni metabolit plesni sa viseloskih dejstava. M#utim, dokazano
je da svi sojevA. fumigatusne produkuju gliotoksin (Tsunawki i sar., 2004;ugca i
Morgavi, 2005; Lewis i sar., 2005; Orciuolo, 2007).

Imajwi u vidu navedene podatke, Zeleli smo tkala ispitamo da li, i u kojoj
meri imunosupresija ¢urica izazvana viSekratnom parenteralnom primenom

deksametazona poteva njihovu osetljivost naA. fumigatus i utice na intenzitet
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razvoja patomorfoloskog supstrata i distribucijuzijee u tkivima ¢urica drzanih u
uobicajenim ambijntalnim uslovima. Eksperiment je komep tako da bi u prirodnim
uslovima infekcije izazvane sam@é. fumigatusom kod ¢urica izloZenih stresu
(vakcinacija, prenaseljavanje, 10§ menadzment ket ili smanjenom aktivnas
imunskog sistema (dugotrajna primena antibaktehnjiiova i drugih imunosupresora)
mogle da se da&kuju klinicke i patomorfoloSke promene kao kodurica
eksperimentalno inficiranih. U tu svrhu deksametago primenjivan i.m. u dozi od 4
mg/kg telesne mase tokom Sest uzastopnih dana zazavanja eksperimentalne
infekcije saA. fumigatus

Model ponavljane trodnevne i.m. primene deksamei@zo dozi od 2 do 5
mg/kg ili trokratne primene sa razmacima od po daaa kod¢uri¢a i pilica, u cilju
izazivanja imunosupresije i/ili stresa koristili $luff i saradnici (2001) i Le Loch i
saradnici (2006). Imunosupresivno dejstvo deksamet® u primenjenim dozama na
modelu Zivine, potdivano je hematoloSkim ispitivanjem odnosa heteaafilimfocita.
Imunosupresija i/ili stres izazvani deksametazorateni su promenama u Kkrvnoj
slici, heterofilijom i limfopenijom, a ovaj odno® n&ajno povéava upotrebom visih
doza glikokortikoida (Aengwanich, 2007).

Osnovu za diskusijdine dobijeni klintki znaci infekcije saA. fumigatuskod
imunokompetentnih i imunosuprimirandlurica, makroskopski i mikroskopski nalaz na
respiratornim organima, odnosno rezultati morfotmskspitivanja organa obojenih
pomaiu tri histohemijske metode. Tadk®, bilo je zn&ajno razmotriti rezultate
mikoloskog i molekularnog ispitivanja uzoraka orga&urica, imunskog odgovora na
lokalno aplikovani antigen fitohemaglutinin, kaadzultate hematolo3kog ispitivanja
kod imunokompetentnih i imunosuprimirardtrica.

Inficirani ¢uri¢i su posmatrani svakodnevno tokom tri nedelje detinanja u
cilju pracenja pojave klinikih simptoma bolesti. Kligki simptomi infekcije uoeni su
ve¢ nakon prvog dana od inficiranja kod dve ¢ine deksametazonom tretiranih
(ogledna grupa 2) i netretirandlurica (ogledna grupa 1). Intenzitet kiikih simptoma
oboljenja bio je vé& kod c¢uri¢a tretiranih deksametazonom u odnosu na netretitdne
prva tri dana od inficiranja kodurica obe ogledne grupe dominiraju opSti simptomi
(depresija, somnolentnost, opustenost krila, nakdshost perja, skupljanje u grupe i

dr). Odcetvrtog dana kod obe ogledne grupeica udavaju se respiratorni simptomi
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koji su zn&ajno intenzivniji kod¢urica tretiranih deksametazonom (ogledna grupa 2).
Ovaj nalaz je verovatno posledica ekstenzivnitaimttornih procesa u @onom tkivu i
vazduSnim kesama koji doprinose smanjenju respivatpovrsine i protoka vazduha u
vazdusSnim kesama, Sto za posledicu ima disanjeoteoreni kljun“. Promene na
ocima, blefarospazam, fotofobija, periorbitalni edemamwenje korneje ustanovljeni
kod ¢uri¢a prirodno inficiranih sa@spergillusspp. (Hope i sar., 2009; Beernaert, 2010)
nisu u@ene kodturi¢a ni u jednoj oglednoj grupi inficirane #a fumigatus
Ipak, u@eni znaci oboljenja kao Sto su: usémje vrata i obaranje glave u ventralnom
polozaju sa zatvoreniménim kapcima ukazuju na postojanje fotofobije. terature je
poznato da intenzitet klitkih manifestacija aspergiloze zavisi od vele infektivne
doze, imunskog statusa i starosti jedinki (Dahlean006). Séno zapazanje imaju i
Marr i saradnici (2004), i navode da su kike manifestacije aspergiloze rezultat
stepena infekcije organizma, of&eja tkiva i imunskog odgovora dotmaa. Pored
toga, simptomi bolesti zavise i od toga da li jiekeija lokalna ili sistemska, odnosno
koji su organi ili organski sistemi zahieni patoloSkim procesom.
Klini ¢ki simptomi aspergiloze ustanovljeni posle eksperitalne infekcije koduri¢ca u
nasSem istrazivanju vrlo su &tli simptomima opisanim od strane drugih istraZava
(Latge, 1999; Saif i sar., 2008; Zapra i sar., 0@ tom razlikom da distenzija
abdomena opisana od strane drugih istr&aivaje bila viiena kod inficiranirturi¢a u
naSem istrazivanju. Prema navodima ovih autoreenlidin je posledica ascitesa koji
nastaje zbog insuficijencije plne cirkulacije izazvane granulomatoznom inflamanijo
Tokom pet nedelja od inficiranja nisu demi neuroloski simptomi ni kocurica
tretiranih deksametazonom niti kod netretiranikpge opisuje grupa istraziga (Akan i
sar., 2002; Kureljusi i sar., 2011, 2012). Ovaj nalaz je najverovatrpesledica
izostajanja inflamatornih procesa u tkivu mozgaica. Realno je pretpostaviti da bi u
daljoj evoluciji bolesti doSlo do hematogene disemcije gljivicnih elemenata i u ovo
tkivo, a narg@ito u mali mozak. Verujemo da je za ostvarivanjegprocesa neophodno
da prate duzi vremenski period od infekcije ili je mozZdatpgbna zn&jno vea
pojedin&na infektivha koncentracija spofa fumigatus

U naSem istrazivanju, intratrahealna aplikacijaorap A. fumigatus u
koncentraciji od (5,056xIp i volumenu od 0,3 ml po jedinki sigurno prouzriEu

klinicke simptome akutne aspergiloze kod najmanje dwvé@ntetretiranih intaktnih
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¢urica starosti cetrnaest dana, bez pojave ugiautokom pet nedelja trajanja
eksperimenta.

Rezultati istraZivanja uticaja infekcije izazvaAe fumigatusna prirastéuri¢a
tokom tri nedelje od inficiranja pokazuju da infgacneznatno smanjuje prasai
telesnu masuturica u pordenju sa telesnom masom neinficirardtirica. Takale,
ustanovili smo da Sestodnevna i.m. primena deksmoeé ne ute na telesnu masu
neinficiranihéurica.

Medutim, zn&ajno smanjenje telesne mase (p<0,05) ustanovljendod
inficiranih i deksametazonom tretiranflurica posle dve i tri nedelje od inficiranja u
poreienju sa dobijenom vrednas telesne mase kod samo inficiranih, neinficiranih
samo deksametazonom tretirasitica.

Ovo smanjenje telesne mase izazvano deksametazananfekcijom je
najverovatnije posledica produzenog katatkalg dejstava leka na metabolizam
proteina i lipida udruZzenog sa toksim i stresogenim delovanjem produkata
fumigatus Poznato je da je kortikosteron glavni endogeikioglortikoid kod Zivine, a
da je kortizol neznatan produkt medulocita nadbireeZlezde (Carsia, 2015). Njihova
duZa egzogena primena, ili endogeno ostabge kortikosterona tokom dejstva stresora
smanjuje telesnu masu @i, a posebno masu grudne muskulature (Lin i Sad6 )22

Kortikosteron povéava razgradnju mi&nih proteina, smanjuje sintezu proteina
skeletne muskulature i koncentraciju ukupnih amiselkna kod piléa (Gao i sar.,
2008), a povéava koncentraciju urata u krvi (Lin i sar., 200@).naSem ispitivanju
korisen je deksametazon u dozi od 4mg/kg. Ova, i nizeeddeksametazona
primenjivane su kod Zivine tokom tri i pet danaktatno — sa razmakom od dva dana u
cilju izazivanja stresa ili imunosupresije. Ustaljgnwo je da glukokortikoid -
kortikosteron i sintetski glukokortikoid - deksamedn smanjuju relativnu masu
primarnog imunoloskog organa Fabricijeve bursekusdarnog organa slezine (Shini i
sar., 2008). Prouzrokuju inicijalnu prolaznu stiamiju imunskog odgovora na infekciju
virusom infektivnog bronhitisa, a zatim izrazituhihiciju (Shini i sar., 2008).
Glukokortikoidi povéavaju odnos heterofila prema limfocitima u cirkuia¢Shini i
sar., 2009), i sve viSe se veruje da je ovaj ogmasi indikator stresa (Vicuna i sar.,
2015), a ne visoka koncentracija kortikosteronavi, kako se ranije tvrdilo (Resanavi
i Pali¢, 2009).
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Kortikosteron povéava ekspresiju interleukina (IL): IL-1beta, IL-@,-10, IL-
12 alfa i IL-18, a smanjuje koncentraciju hemokiraktora rasta beta 4 u cirkuli&m
heterofilima (Shini i sar., 2010). Deksametazoroitikosteron suprimiraju rast pii
(Hu i sar., 2010; Song i sar., 2011), smanjuju malseletnih migia i pove&avaju
degradaciju proteina, Sto se manifestuje pamgm koncentracije 3-metil histidina u
pektoralnoj i femoralnoj muskulaturi (Dong i s&007).

Cinjenica je da se primenjeni deksametazon - natrijasfat brzo eliminide iz
organizma tretiranih brojlera, i da mu je poluvrem@ninacije manje od Xkasa
(Watteyn i sar., 2013). Mieitim, njegova bioloSka i farmakoloSka dejstva trajonogo
duze, i posledica su mehanizma delovanja (Jezdundir®010), dok infekcija s&.
fumigatus predstavlja kontinuirani stresorni faktor koji mstiliSe oslobdanje
kortikosterona i njegov negativan uticaj na telesnasucurica (Ferguson i Hoenig,
2001).

U naSem istraZzivanju, deksametazon primenjivan umoku Sest uzastopnih
dana u dozi od 4mg/kg smanjivao je nedeljni priragtupnu telesnu masu postignutu
tokom tri nedelje kod neinficiraniéuri¢ca u pordenju sa telesnom masom netretiranih i
inficiranih ¢uri¢a. Takale, zn&ajno smanjenje telesne mase dqailzabelezeno je posle
sedmodnevne primene deksametazona u hrani u d@ngtkg (Song i sar., 2011).

PatomorfoloSki supstrat ustanovljen je prvog édig dana od infekcije kod 58%
inficiranih ¢uri¢a (grupa O-1) i kod 41% inficiranih i deksametazontoetiranih (grupa
0-2). Sedmogg¢etrnaestog i dvadesetprvog dana od wstanfekcije patomorfoloski
supstrat nden je kod 61% inficiranih i kod 78% inficiranih edsametazonom tretiranih
¢uri¢a, i primarno je situiran u nizim delovima resparaiog sistema (pla i vazduSne
kese).

PatoloSke promene na pima manifestovale su se jasncljispom bilateralnom
kongestijom i edemom. PatoloSke promene na vazadukesama karakterisale su se
zamitenjem, difuznim ili nodoznim zadebljanjem zidovaka@d pojedinih udavan je
beli - mukoidni eksudat lokalizovan intraluminalno samim vazdusSnim kesama.
Ovakav nalaz opisao je i Keymer (1982).

U ovoj eksperimentalnoj infekciji saA. fumigatus patoloSke promene
lokalizovane su u abdominalnim vazdudnim kesamab Kadd inficiranih, tako i kod

inficiranih i deksametazonom tretiranibirica, a manifestovale su se u vidu z@emnja i
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diskretnog zadebljanja njihovih zidova. Ono je kaficiranih ¢uri¢a bilo prisutno i
treceg dana nakon inficiranja, a kod inficiranih i daksetazonom tretiranilurica
pored abdominalnih zahéane su i kaudalne torakalne vazduSne kese.

HistopatoloSki nalaz dobijen kod inficiraniéurica ukazuje da zadebljanje
zidova vazdusnih kesa nastaje usled edema i cedulanfiltracije heterofilima,
makrofagima i limfocitima. Ovakav celularni infiftt u zidu vazduSnih kesa kod
inficiranih i deksametazonom tretirandurica (grupa O-2) ima tendenciju formiranja
nodusa, odnosno granuloma. Ovi granulomi nisu jagmanteni, i regresivne promene
se ne udavaju na njima. Inicijalne promene na zidovima abo@lnih vazdusnih kesa
najverovatnije su posledica njihove direktne anasempovezanosti sa primarnim
bronhusom.

Ustanovili smo da e sedmog dana od inficiranja dolazi do intenziviean;
promena na zidovima vazdu$nih kesa. Zidovi su Zgdeba kod ¢uri¢a tretiranih
deksametazonom u inflamatorni proces d&ni su i kranijalni torakalni sakusi, Sto
govori o ekstenziji procesa. 8tie promene u vidu fulminantnog zapaljenja, opissine
cetvrtog dana od inficiranja koduri¢ca starih 9 i 19 dana (Kunkle i Rimler, 1996).
Prema njihovom misljenju, u petnoj fazi bolesti zahv&n je intersticijum vazduSne
kese, a ne njena povrsina.

U naSem ispitivanju nije bilo moga da se to potvrdi. U daljoj evoluciji bolesti,
ve¢ 14 dana posle infekcije na zidovima abdominalrimanijalnih i kaudalnih
torakalnih vazdusnih kesa zapaZene su promenewfeiclnih beléastih zadebljanja.
U istom periodu kod inficiranih¢urica tretiranih deksametazonom na levoj
abdominalnoj kesi u@n je prominentni solitarni granulom - aspergilary kaudalnoj
torakalnoj vazdusnoj kesi ndleo - beli kazeozni sadrzaj. Histopatoloski nalazhov
promena, kod inficiraniduri¢a ukazuje da promene patiod tek formiranih granuloma
koga c¢ine epiteloidne i multijedarne - dzinovskelije, dok se na periferiji nalaze
limfociti i heterofili. Kod inficiranih ¢uri¢a tretiranih deksametazonom zadebljanje
vazduSnih kesa je posledica konfluiranja granulosija su centralni delovi sa
uznapredovalim regresivnim promenama. Dvadesetprdaga od infekcije kod
inficiranih ¢uri¢a (grupa O-1), uz difuzno zadebljanje zidova abdainih i torakalnih
vazdusnih kesa, den je i intraluminalni bledo - Zuti kazeozni sadlrzakod inficiranih

i tretiranih deksametazonom (grupa O-2) na zidovkaaa udavaju se i granulomi.
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Ovakav nalaz u velikoj meri odgovara zapaZanjuuigdr autora (Keymer, 1982). Isti
autor smatra da nalaz nmife - beléastog mukoidnog eksudata u vazdusnim kesama ide
u prilog nastajanja invazivne aspergiloze.

Analizirajuti makroskopsku i mikroskopsku sliku ghog tkiva kod inficiranih
¢urica i inficiranih i deksametazonom tretiranih, a sy®vezuj¢i u jednu
etiopatogenetsku celinu sa jedinstvenom patomadikalim slikom namie se zakljgak
da lezije na pléima pokazuju bivalentni morfoloski karakter. Radegznijeg préenja
patoloSkih promena, u ovom ispitivanju su porethskiog HE bojenja koréene i PAS
i Grocott metode za dokazivanje elemenatdumigatusu tkivnim is€cima ispitujiih
organa.

U prvom danu posle infekcije dominira hiperemij@dem plda uz péetnu
fokalnu ili difuznu celijsku infiltraciju. Donekle, stinu sliku u prvim danima
aspergilozne infekcije opisuje Julian i Gory (1990)opisuju dominaciju prisustva
fibrina i fibrinozne pneumonije kao prvom nalazdaljoj evoluciji patoloSkog procesa.
KneZevt i Mateji¢c (1996) nalaze hepatizovane delove¢phg parenhima, négse na
njihovim kaudalnim delovima.

Od 3. do 21. dana posle infekcije dominira gran@tomna pneumonija
razlicitog obima i intenziteta, Sto je uslovljeno, posdalog, i proteklim vremenom od
momenta inficiranja. U pieetku granulomi su solitarni, a kasnije postaju fplilda bi
14. i 21. dana posle infekcije konfluirali uéeegranulome. U naSem ispitivanju, prisutni
granulomi u pldénom tkivu imaju tri razlita oblika: solitarni, multipli i méusobno
konfluisani bez regresivnih promena, sa diskretnopseznim regresivnim promenama.
Regresivhe promene (nekroza) u centralnom deluuipara detektuju se tek od
sedmog dana inficiranja, a manifestne su 14. id&ha. Médutim, Kunkle i Rimler
(1996) nalaze granulomatozne promene sa nekrozémadasa od infekcije.

U centru granuloma dokazuju se giini elementi kao razgranate septirane hife
ponekad vrlo gusto ndesobno isprepletane, a ponekad i kao slobodne sptwese
narcito isti¢e u uzorcima bojenim metodama PAS i Grocott. El@nggdjivica otkriveni
su u citoplazmi multijedarnih dzinovskih i epitedaih ¢elija, Sto je u saglasnosti sa
nalazom i drugih autora (Kunkle i Rimler, 1996).I&dagerminativnih oblika plesni u
krvnim sudovima je dokaz njihove hematogene disanij@ (Kunkle i Rimler 1998),

Sto u nadem ispitivanju nije ustanovljeno.
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Slicne granulomatozne formacije opisuju i drugi aufdtullbacher i sar., 1985;
Pal i sar., 1988; Sutton i sar., 1994; Sutton i, 9896; Richard i sar., 1997; Akan i sar.,
2002). Sutton i saradnici (1996), navode mogst da plesni proliferiSu unutar
granuloma koji se postepeno poésea, a da toksini i enzimi plesni o&tgu tkivo.
Prema misljenju nekih istraziva (Mullbacher i sar., 1985; Monod i sar., 1993;
Richard, 1997) za nastanak ekstenzivnih tkivnihnroek odgovorne su elastaze
fumugatusi gliotoksin koji inhibiraju fagocitozu ili remetearadnju B i T limfocita.
Prema misSljenju Kwon-Chung, 1992 i Ben-Ami, 201@iamgiogeni efekat gliotoksina
je odgovoran za nastanak invazivne aspergiloze€arslantiangiogeni efekat ima i
metabolit fumagilin koji inhibira proliferaciju emdelnih ¢elija (Rementeria i sar.,
2005). Poznato je da. fumigatusprodukuje véi broj alergogenih molekula koji pati
iz ¢elijskog zida, a sastoje se od proteina i poligdharMeiutim, njihova uloga je
nepoznata u patogenezi bolesti kod Zivotinja (Latgge., 2007; Gastebois i sar., 2009).

Veci broj autora (Knezevii Matejic, 1996; Kunkle i Richard 1996; Akan i sar.,
2002) objavljuje nalaz multijedarnih dzinovskitelija tipa Langhans u sastavu
granuloma. Méutim, njihov nalaz se ne odnosi na brojnost i rasgamvih¢elija, kako
je opisano u ovom radu. U naSem histopatoloSkomzoamultijedarne dzinovskelije
su rasporéene u obliku venca oko nekrotizovanog centra ganal a ponekad imaju
radijalni ili diseminirani raspored, Sto nije opiga u dostupnoj literaturi. Ovakva
mnogobrojnost multijedarnih dzZinovskéelija tipa Langhans najverovatnije ukazuje na
vrlo zastupljen primarnéelijski infiltrat u samom granulomuijom transformacijom
nastaju multijedarne dzinovskelije. Po naSem misljenju, ovo je posledica nasjaja
organizma za uspostavljanjem ravnoteze tmmezr@nika i njegovih efektorskih
mehanizama. Sa druge strane, Kunkle i Rimler (1996)kav inflamatorni proces
smatraju odgovornim za inhibiciju propagacije uni@a u druga tkiva. Prepoznavanje
A. fumigatusod strane mnogobrojnih makrofaga odvija se préglijskih receptora
PRR,toll-like receptora (TLR) i lektina tipa C (Latge i sar.0Z}

HistopatoloSki, tréeg dana nakon infekcije kod inficiranih i deksameteom
tretiranih ¢uri¢ca ustanovljen je granulomatozni bronhitis. Granul@m smesSteni u
mukozi i submukozi, i ne pokazuju regresivne proméaranulomi dovode do stenoze,
Sto se sigurno odrazilo na ki#ku sliku bolesti. U ovom periodu, u propriji mukoze

bronha inficiranih¢urica vide se samo nakupine heterofila i limfocitac¢&ti nalaz,
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opisan je i kod pitia uginulih 15 dana posle infekcije kod kojih jeargivljeno 85%
obturiranih parabronha sa fibrinom, nek&ntm detritusom i granulomima (Julian i
Goryo 1990). Ustanovljene promene u njihovom isu@¥ju se razlikuju od nasih, jer je
inflamacijom obuhvéen tercijerni bronhus. Kada se kompletno analiziekroskopski

i histopatoloski nalaz u naSem ispitivanju, moze lgenstatovati da se kod
eksperimentalnildurica razvila invazivno nekratna granulomatozna pneumonija.

Porelenjem nalaza dobijenog kaglrica eksperimentalnih grupa (O-1; O-2)
ucctava se razlika u evoluciji, karakteru i intenzitgiatoloSkih promena. PatoloSke
promene kodc¢urica tretiranih deksametazonom pre infekcffe fumigatusnastaju
ranije, j&eg su intenziteta i obimnijeg karaktera, a i reigres promene su obimnije i
ranije nastaju. Verujemo da su razlike u intenaitebbimu lezija ustanovljene kod
inficiranih ¢uri¢ca 1 inficiranih i tretiranih deksametazonom postedidelovanja
deksametazona.

Na osnovu rezultata mikoloskih ispitivanja dobiferuzorkovanjem delova
plu¢a i vazduSnih kesa od po 6 inficirardiirica za svaki dan Zrtvovanja, ustanovljeno
je da jeA. fumigatusizolovan iz respiratornih organa &ervog i tréeg dana od
infekcije kod 4 od 12 inficiranih jedinki (33%). &mog danaA. fumigatuge izolovan
iz respiratornih organa kod 50% inficiranih jedinketrnaestog kod 83,33%urica i
dvedesetprvog dana od infekcije prouzrokopaizolovan kod 6 od 6 Zrtvovanduri¢ca
(100%).

Ustanovili smo da se sedmogiétrnaestog dana od infekcije poaga broj
izolovanih A. fumigatus iz respiratornin organacurica inficiranin i tretiranih
deksametazonom u odnosu na broj netretiranitica. Ovaj nalaz se objaSnjava
¢injenicom da je deksametazon u prvim danima odkiije poboljSavao alveolarnu
fagocitnu aktivnost, zbogega je broj izolovanog uztnika iz plwta i vazdusnih kesa
bio manji. Kasnije, kako se produzavalo vreme odS&tka tretmana lekom, njegova
koncentracija se smanjivala u krvi i tkivima i odbtbena aktivnost. To je dovelo do
poveanja procentaurica kod kojih je izolovarA. fumigatusu odnosu na netretirane
jedinke. Istrazivéi Matsuse i saradnici (2013) ukazuju da deksametgmuboljSava
fagocitnu aktivnost i mozZze da ima protektivno, iatierapijsko delovanje kod nekih
gljivi¢nih infekcija, pa se savetuje njegova istovremenagna sa antimikoticima u

le¢enju ovih infekcija. Femenia i saradnici (2007) ode da je izolacij&. fumigatusz
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vazdusnih kesa i pba postignuta posle 1 do 5. dana od wé&anfekcije jednodnevnih
¢urica.

Tretman deksametazonom Zapno ne povéava brojcurica iz ¢ijih je uzoraka
srca izolovarA. fumigatusu odnosu na broj izolovanog prouzrok&aaz uzoraka srca
netretiraninéurica. Deksametazon odlaze, odnosno produzava vregiglimé izolacije
A. fumigatusiz uzoraka srca (7. dana od inficiranja) u odnasuinicijalno vreme
izolacije uzr@nika iz srcacurica koji nisu tretirani deksametazonom (1. dan od
infekcije). Sline rezultate, odnosno izolaciju prouzrok&az srca objavili su Martin i
saradnici (2007) kod pda, uzrasta pet nedelja i prirodno inficiranihAspergillusspp.
MikoloSki nalaz u srcu potduje hematogeno Sirenfe fumigatusposebno posle druge
i trece nedelje od infekcije.

Na osnovu rezultata mikoloskih ispitivanja uzorgéie, vé posle prvog dana
od infekcije ustanovljena je izolacija. fumigatuskod 30% jedinki. U kasnijim
vremenskim periodima od infekcije, odnosno Zrtvgaaf3, 7, 14. i 21. danA.
fumigatusnije bio izolovan.

Nasuprot ovim rezultatima, kod inficiranih i deksstazonom tretiranilurica
prouzrokové je izolovan kod 33%urica posle 7, 14 i 21. dana od infekcije.

Dobijeni rezultati pokazuju da tretman deksametamomeznatno ute na broj
izolataA. fumigatudz jetre ali da je prisustvo uztmika mogue dokazati i posle 7, 14.
i 21. dana od infekcije. S&n stepen izolacij@d. fumigatusiz jetre eksperimentalno
inficiranih ¢uri¢a posle 1. do 5. dana od inficiranja dobili su Feiaé saradnici (2007).
Uzroaenik je izolovan iz tkiva jetre 3. i 5. dana od wmifanja kod 2 od 15 inficiranih
¢uri¢a (oko 13 %).

Na osnovu rezultata mikoloskih ispitivanja dobifenzorkovanjem tkiva mozga
inficiranih ¢urica moze da se zakljuda je izolacijaA. fumigatusizostala tokom prve
dve nedelje od infekcije, a posle tri nedelje dnik je izolovan kod 16% jedinki. Sa
druge strane, broj izolata uzroka iz tkiva mozgaturi¢a tretiranih deksametazonom
bio je vei, kako posle dve (kod 8ureta od 6; 50%), tako i posle tri nedelje (kod 4
¢ureta od 6; 67%) od infekcije u pdenju sa brojem izolata kod inficiranih i
netretiranih¢uri¢a, posle dve nedelje (0O odc¢@ri¢a) i tri nedelje od infekcije (kod 1
¢ureta od 6; 16%). Rezultati su pokazali da deksanoet povéava broj izolataA.

fumigatusiz mozga ali je izolacija uzrénika moguda tek posle dve nedelje od
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inficiranja. Ovim se dokazuje da je prisust®o fumigatusu mozgucéurica mogue
otkriti tek posle tri nedelje od infekcije, i to &#amalog procenta inficiranih jedinki.
Rezultati kvalitativne molekularne detekcife fumigatusiz uzoraka delova pba i
vazusnih kesa, srca, jetre, bubrega, mozga i kasthéurica posle 1., 3., 7., 14. i 21.
dana od vestkog inficiranja, kao i kocturi¢a tretiranih deksametazonom dobijeni su
kori&¢enjem dvostepene (nested) dane reakcije polimeraze (PCR). Analizom
rezultata i njihovim porgenjem izméu ogledne grupe 1 i ogledne grupe 2 ustanovljen
je veii  broj pozitivnih uzoraka na prisustvo DNK. fumigatusu oglednoj grupi 2.
Ovakav nalaz se moze objasniti imunosupresivninstdem deksametazona kojim su
bili tretirani ¢uri¢i ogledne grupe 2. Shodno tome u ovoj gréypica infekcija izazvana
sa A. fumigatusbila je viSe stimulisana pa je inficiranje pojati tkiva i organa
nastajalo brze.

Zbirni uzorci pléa i vazdusSnih kesa bili su kod obe ogledne grupatigni u
svim periodima Zrtvovanja. Zbirni uzorci srca bg#u pozitivni sedmog dana od
momenta inficiranja kod obe ogledne grupe. Zbimmorai jetre bili su pozitivni prvog
dana nakon infekcije kod ogledne grupe 1, dok sii dgledne grupe 2 bili potdeni
tek sedmog dana nakon Zrtvovanja. Zbirni uzorcoekelmozga kod ogledne grupe 1
bili su pozitivni tek 21. dana nakon infekcije dgk kod ogledne grupe 2 to bilo
potvideno vé prvog dana nakon Zrtvovanja. Ovaj nalaz je najatrgje posledica
izostajanja inflamatornih procesa u tkivu mozgai¢a, a u evoluciji bolesti je doslo do
hematogene diseminacije gliviih elemenata i u ovo tkivo. 1z literature je poanda
je to nagege mali mozak, méutim makroskopske i histoloSke lezije u ovom isaitiju
nisu ustanovljene. MoZe se pretpostaviti da jevzdueiju patoloskih lezija neophodan
duzi vremenski period. Bubreg i kostna srz kojiumorkovani samo za molekularno
ispitivanje bili su pozitivni kod ogledne grupe ladlesetprvog dana od infekcije, dok se
kod ogledne grupe 2 detektovala DMK fumigatusl4 dana od vestke infekcije, Sto
se takde moZze objasniti imunosupresivnim delovanjem deletarnona.

Za procenutelijskog imunskog odgovora, u ovom istrazivanjuri&@n je test
kozne bazofilne hipersenzitivnosti posle intraddrmaaaplikacije fitohemaglutinina
(PHA). Iz literature je poznato da je koZzna baxafitelijski posredovana odloZena
preosetljivost izazvana intradermalnom aplikacijoPHA posebno korisna i

jednostavnain vivo skrining metoda za procenéelijski posredovanog imunskog
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odgovora i otkrivanje smanjene aktivnosti T limtac(Stadecker i sar., 1977; Corkier i
De Loach, 1990). Odgovor na intradermalnu aplika@HA manifestuje se pojavom
edema, a mozZe da &ia posle 6 do 48 h od aplikacije (Martin i sal008). U ovom
ispitivanju reakcija na PHA, u vidu zadebljanja &a@K) merena je posle 6, 12 i 24
sata od aplikacije antigena kod s¥ilri¢a ispitivanih oglednih grupa, a ona je ptaea
sa DK kontrolnih¢uri¢ca kojima je intradermalno aplikovan sterilan fingki rastvor
NaCl (SFR).

Pros€ne vrednosti DK kod inficiranih (O-1)duri¢a kontrolne grupe dobijene
posle 6, 12 i 2&asa od aplikacije PHA i SFR nisu bile statistiznatajne u funkciji
vremena. Prosee vrednosti DK inficiranihé¢urica dobijene u funkciji vremena od
aplikacije PHA (uporéivane izm@u 6. i 12. i 12. i 24¢asa) ne pokazuju statigtu
zn&ajnost. Najvéa proséna vrednost DK ustanovljena je posle éa od aplikacije
PHA (2,50+0,28 mm). Ovakav nalaz moZe da se objdsjgnicom da edem kozZe, na
mestu aplikacije PHA uglavnom nastaje zbog eksjelgdiazme iz okolnih krvnih
sudova, koja se odvija posle 6 do 12h od aplikadieuga faza edema obuhvata
infiltraciju naknadno oslohtenih T limfocita osetljivin na PHA, i ona nastajeste 24h
od aplikacije antigena (Stadercker i sar., 1977Chkkle i sar., 1980). Iz tih razloga, i u
ovom sliaju zadebljanje koZe je bilo najeeposle 24h od aplikacije.

Dobijeni rezultati prosse vrednosti DKc¢urica ogledne grupe 2 (0-2) i
kontrolne grupe 2 (K-2) posle 6, 12 i 2d4sa od aplikacije SFR nisu bili statiii
znaajno razltiti. lako nije ustanovljena zgajna razlika, kada se analiziraju apsolutne
vrednosti DK, moze da se zakijuda su vrednosti bile manje kod inficiranih i
deksametazonom tretiranifurica (O-2) Ovaj nalaz ukazuje da sturi¢i grupe O-2
imali slabiji imunski odgovor, kako zbog primene unosupresivhog leka
deksametazona, tako i zbog iscrpljenosti samog nizge i imunskog sistema
izazvanog infekcijom saA. fumigatusciji toksini takaie mogu da prouzrokuju
imunosupresiju.

Posle 6 sati od aplikacije PHA, présa vrednost DK koduri¢ca ogledne grupe
(O-2) u ovom periodu merenja, bila je statistznatajno manja (P<0,001) u odnosu na
prosé&nu vrednost DK kod inficiraniliuri¢a (O-1). Dvanaest sati nakon aplikacije PHA
ustanovljena progea vrednost DK koduri¢a grupe (O-2) nije bila statigki znatajna

u poreienju sa vrednd@$l DK kod ¢urica grupe O-1. Dvadesetiri sata od aplikacije
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PHA proséna vrednost DK koduri¢a ogledne grupe 2 (O-2) bila je statiktiveoma
znaajno manja (P<0,001) u odnosu na ptosevrednost DK koduri¢a ogledne grupe
1 (O-1). | u ovom sléaju, zn&ajno smanjenje DK kodurica grupe O-2 moZe se
objasniti imunosupresivnim dejstvom deksametazdoksinaA. fumigatus.

Imunizacija je primarni metod za prevenciju bdledRoditeljska jata se
vakciniSu inaktivisanim vakcinama i prenose ardited potomstvo koja ih Stite tokom
prvih dana zivota. Usled serokonverzije antitedari¢ci se kasnije vakciniSu zivim
vakcinama, Sto im pruza dalju zaStitu tokom Zzivdt® osnovu dobijenih vrednosti
visine titra antitela prema atifrioj kugi zivine uéavamo bolji imunski odgovor kod
¢urica kontrolne grupe (K-1) u odnosu néurice kontrolne grupe tretirane
deksametazonom (K-2). Dobijeni rezultati su posladimunosupresivnog delovanja
deksametazona. Inficirarduri¢i (O-1) imali su bolji odgovor na inaktivisani vsu
atipicne kuge Zivine i v@ titar antitela u odnosu na inficirane i deksameteom
tretirane¢uriée (O-2).Curié¢i obe ogledne grupe imali su niZi titar antitel@dnosu na
titar antitela ustanovljen kodturica kontrolne grupe (K-1) icurica tretiranih
deksametazonom (K-2).

Rezultati ispitivanja uticaja ve&teog inficiranja ¢urica A. fumigatus na
prosé&an broj eritrocita posle dve nedelje od inficirarqjakazuju da upotrebljena
koncentracija spord. fumigatusneznatno smanjuje njihov broj (1,93+0,04%1) u
poraienju sa vredn@$l prosénog broja eritrocita dobijenog kadirica kontrolne grupe
(2,05+0,13x1871). Slican stepen smanjenja préseg broja eritrocita kod inficiranih
¢uriéa (1,87+0,07x1%/1) ustanovljen je i posle tri nedelje u pdemju sa istim kod
¢uri¢a kontrolne grupe (1,98+0,11x0).

Znaajno smanjenje broja eritrocita kod brojlerskitigailprouzrokuju A. flavus
i A. ochraceusprimenjivani u hrani (Tuzcu i sar., 2010; AnjorirCyriacus, 2014).
Slicno smanjenje broja eritrocita kod brojlerskih dali ustanovljeno je posle
Sestonedeljnog konzumiranja hrane kontaminirané\.sterreus(Kiran i sar., 2015).
Ocigledno je da je za razvoj anemije kédrica potrebna dugotrajnija kontinuirana
infekcija saA. fumigatusili krace izlaganjecurica zn&ajno ve&om koncentracijom
konidija ovog prouzrokovs od upotrebljene u nasim istrazivanjima. Tékodokazano
je da su sekundarni metaboliti flavus A. ohraceus A. terreusznaajno tokséniji za

hematopoezu od mikotoksina koje produkéijfumigatugTuzcu i sar., 2010; Anjorin i
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Cyriacus, 2014). Nizi broj eritrocita, nizi hematibki koncentracija hemoglobina
ukazuju da se kod inficiraniluri¢a i ¢uri¢a tretiranih deksametazonom ispoljavaju
znaci anemije. Ovakav nalaz moZe biti posledicaimataja hematopoeze ili pajane
razgradnje eritrocita.

Pros€an broj eritrocita kod inficiranincurica i tretiranin deksametazonom,
ustanovljen posle dve nedelje od infekcije bio gzmatno véi (2,21+0,60x1&71) u
poreienju sa prossim brojem eritrocita ustanovljenim kod inficiraniurica
(1,93+0,04x1671), i nesto manji u podenju sa dobijenom vrednas ispitivanog
parametra kodturi¢a tretiranih samo deksametazonom (2,5110,46214).((pozitivna
kontrola). Posle tri nedelje od infekcije kédrica tretiranih deksametazonom, prése
broj eritrocita je bio smanjen (1,97+0,14*%¥0) u poreienju sa prosmim brojem
eritrocita ustanovljenim posle dve nedelje, i u@slnna pros&n broj eritrocitaturica
tretiranih samo deksametazonom (2,02+0,1#%t)Okontrolna grupa 2.

Poznato je da svi glikokortikoidi, pa i deksametazstimuliSu hematopoezu i
poveavaju broj eritrocita Sto je ustanovljeno i u naSspitivanjima. Ovo neznatno
poveanje vrednosti progeog broja eritrocita kod inficiranih¢uri¢a tretiranih
deksametazonom, u odnosu na vrednost pnagebroj eritrocita dobijenu kod samo
inficiranih ¢uri¢a bilo je izraZenije posle dve u odnosu na tri ljeded infekcije, i
najverovatnije je posledica intenzivnijeg dejstwkd zbog odrZzavanja nesStocire
koncentracija deksametazona na mesto delovanjanibdkoje bi se mogle ustanoviti
posle tri nedelje.

Rezultati naSih ispitivanja su pokazali da je viestrprosénog broja eritrocita
bila manja kod inficiranih i deksametazonom tretinacurica (O-2) od vrednosti
pros€&nog broja eritrocita dobijenog kddirica tretiranih samo deksametazonom (K-2).
Ovo smanjenje broja eritrocita verovatno nastajegzimhibitornog hematopoeznog
dejstva najzn&jnijin mikotoksina (gliotoksin, fumagilin) koje jeprodukovao
inokulisani referentni soAspergillus fumigatusATCC 204305. Poznato je da ovi
mikotoksini mogu da inhibiraju sintezu DNK i RNKzmenec¢elijsku membranu, Sto za
posledicu ima njeno zgajno oStéenje i smrcelije (Dagenais i Keller, 2009).

Rezultati ispitivanja uticaja ve&teog inficiranja ¢urica A. fumigatus na
koncentraciju hemoglobina, posle dve nedelje odcimainja pokazuju da infekcija

znaajno (p<0,05) smanjuje praseu koncentraciju hemoglobina (9,08+0,41g/dl) u
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poraienju sa vrednd@$ ovog parametra koéurica kontrolne grupe (10,03+0,82g/dl).
Posle tri nedelje od inficiranja ustanovljeno jezm&no povéanje proséne
koncentracije hemoglobina (9,36+0,45 g/dl) u dergu sa vrednd@$l istog parametra
kod inficiranih¢uri¢a posle dve nedelje od infekcije.

Proséna koncentracija hemoglobina, posle tri nedeljendelkcije bila je skoro
nepromenjena u odnosu nha prose koncentraciju kod¢urica kontrolne grupe
(9,98+0,54 g/dl) i neznatno ¥& od proséne koncentracije hemoglobina ustanovljene
kod ¢uri¢a posle dve nedelje od infekcije (9,08+0,41g/dl).

Smanjenje koncentracije hemoglobina i vrednogtdtekrita ustanovljeni posle
dve nedelje od infekcije ukazuju na razvoj anenijesle tri nedelje od infekcijrica
delimicno se uspostavlja homeostaza pa su koncentracij@godiebina i vrednost
hematokrita neznatno promenjeni u odnosu na vreédoe# parametara kodurica
kontrolne grupe, starosti 35 dana.

Slican nalaz pada koncentracije hemoglobina u krdienoje kod brojlerskih pitia
posle konzumiranja hrane kontaminirane gliotoksin&weddy i sar., 1997). Anemija je
uotena i kod brojlerskih pitia koji su tokom Sest nedelja konzumirali hranu
kontaminiranuA. terreus(Kiran i sar., 2015).

Vrednost prosine koncentracije hemoglobina ustanovljena kod inaingh i
deksametazonom tretirandurica (O-2), dobijena posle dve nedelje od inficirahbija
je neznatno niza (8,18+0,44g/dl) od vrednosti ptneekoncentracije hemoglobina
dobijene kod¢uri¢a tretiraninh samo deksametazonom (8,94+0,36g/dhpsnocurica
kontrolne grupe (K-2), i znatno niza od pré&se vrednosti koncentracije hemoglobina
ustanovljene koduri¢a posle dve nedelje od infekcije (9,08+0,41g/ditufa O-1).

Sestodnevna uzastopna aplikacija deksametazonaozsmianjuje koncentraciju
hemoglobina kod tretiranih i inficiranifurica u odnosu na proseu vrednost
koncentracije hemoglobina dobijenu kagti¢a tretiranih samo deksametazonom (grupa
K-2), i vrednost koncentracije hemoglobina ustajemé kod kontrolnirturi¢a (grupa
K-1), i to kako posle dve tako i posle tri nedajesperimenta (28 i 35 dana starosti).

Posle tri nedelje od inficiranjaurica i tretiranih deksametazonom, présa
koncentracija hemoglobina bila je skoro nepromemjé®26+1,12g/dl) u odnosu na

vrednost prosae koncentracije Hbg ustanovljene posle dve nedetieznatno niza od
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vrednosti dobijene kodcuri¢a tretiranin samo deksametazonom (8,77+0,32g/dl),
odnosnciuri¢a grupe K-2.

U naSim ispitivanjima uticaj deksametazona i infgk sa A. fumigatusna
koncentraciju hemoglobina ustanovljeno je da dekdamon neznatno smanjuje
vrednost prosme koncentracije hemoglobina u odnosu na vrednasiseme
koncentracije dobijene katlrica posle dve i tri nedelje od inficiranjauri¢a kontrolne
grupe tretiranih samo deksametazonom (K-2), kawmita kontrolne grupe 1 (K-1).

U ovom ispitivanju je dokazano je da Sestodnevadpetman deksametazonom
ne utte zn&ajno na koncentraciju hemoglobina kod inficirakilrica posle dve i tri
nedelje od infekcije, niti ute na fizioloSku koncentraciju hemoglobina.c8é rezultate
ispitivanja uticaja deksametazona na hematoloSkanmetre brojlerskih piia starosti
dvadeset dana dobio je i Aengvanich (2007). U owksperimentu, deksametazon je
primenjivan u hrani u dozama od 1, 2, 3, 4, 5 i @ky tel. mase tokom tri nedelje, a
hematoloSki parametri su @eni posle prvog, sedmogetrnaestog i dvadesetprvog
dana od péetka primene leka. Nije ustanovljen dozno - zavistica] deksametazona.
Deksametazon primenjivan u dozi od 1, 2 i 5 mg/Rg@jno je povéavao prosénu
koncentraciju Hbg u odnosu na vrednost hemoglobdotajenu kod brojlera kontrolne
grupe, dok doza od 4 i 6 mg/kg deksametazona ngankencentraciju. Koncentracija
hemoglobina od 1. do 14. dana eksperimenta s&agrasmanjivala, a zatim zégno
poveavala sve do 21. dana ogleda (Aengvanich, 2007).

Proséna vrednost hematokrita ustanovljena posle dve ljgede inficiranja
iznosila je 31,70+2,70 % i bila je manja od pasevrednosti hematokrita éene kod
¢urica kontrolne grupe (33,70+2,1%) starosti od 28 davieednost hematokrita
dobijena posle tri nedelje od infekcigairica (31,30+£2,84%) bila je nepromenjena u
odnosu na vrednost hematokrita ustanovljene kadéa kontrolne grupe (K-2)
(30,8+2,20%) starosti 35 dana. Ustanovili smo diesdmetazon ne @ zn&ajno na
vrednost hematokrita kod inficiraniéurica niti menja njegovu fizioloSku proSeu
vrednost kod ¢urica kontrolne grupe 2. Matim, rezultati ispitivanja uticaja
deksametazona primenjivanog u hrani u dozama @d 3,4, 5 i 6 mg/kg telesne mase
na fizioloSku vrednost hematokrita kod brojlerskihilica pokazuju da ovaj
glikokortikoid samo u dozi od 2 mg/kg prouzrokujeatsticki znatajno (p<0,05)

poveanje vrednosti hematokrita i to posle 7 i 21 dan pmietka konzumiranja
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medicirane hrane (Aengvanich, 2007). Nasuprot owatazu Pyrrho i saradnici (2004)
su ustanovili da deksametazon, nepoznatim mehanizmpoveéava volumen eritrocita.

U drugim ispitivanjima uticaja metabolité. flavus i A. ochraceuskod
brojlerskih piléca koji su tokom tri nedelje konzumirali hranu kaniairanu
mikotoksinima ovih gljivicanaieno je da mikotoksini zgajno smanjuju pros&u
vrednost hematokrita (Tuzcu i sar., 2010; Anjorfdyriacus, 2014) Sto je u saglasnosti
sa nasim dobijenim rezultatima.

Rezultati ispitivanja uticaja infekcije & fumigatusna ukupan broj leukocita
posle dve nedelje od inficiranjdurica pokazuju da infekcija, u ovom periodu
posmatranja  prouzrokuje stattdii znaajno povéanje broja leukocita
(15,66+4,14x181) (p<0,01) u odnosu na vrednost prérseg broja leukocita dobijenu
kod ¢uri¢a kontrolne grupe (6,7110,96><91K) u starosti od 28 dana.

Posle tri nedelje od inficiranja ukupan broj leukacse povéavao i
ustanovljena leukocitoza je bila stati&ti znasajno veéa (25,91+8,59x10 celijall;
(p<0,001) u poréenju sa prossom vredno&u ukupnog broja leukocita ustanovljenom
posle tri nedelje starostirri¢a kontrolne grupe (K-1) (11,22+3,22x1&lija/l). Posle tri
nedelje od inficiranj&uri¢a ustanovljena vrednost préseg ukupnog broja leukocita
bila je zn&ajno veta (p<0,01) od dobijene vrednosti pr&iseg ukupnog broja leukocita
kod ¢uri¢a posle dve nedelje od inficiranja (15,66+4,14%%dija /).

Takade, rezultati ispitivanja uticaja eksperimentalngatrahealne infekcije sa
A. fumigatusna ukupan broj leukocita kod japanske prepelideapoju da inokulacija
A. fumigatusprouzrokuje leukocitozu koja je @ena posle dva do sedam dana od
inokulacije (Chaudhary i Sadana, 1988) dok je umastrazivanjima leukocitoza kod
inficiranih ¢uri¢a bila najizrazenija posle tri nedelje od infici@nOvaj nalaz ukazuje
na potpuni razvoj infekcije i borbe organizma protifekcije.

Rezultati ispitivanja uticaja\. niger na ukupan broj leukocita kod brojlerskih
pilica koji su konzumirali hranu kontaminiranu ovom pletokom sedam nedelja
pokazuju daA. niger zna&ajno (p<0,05) smanjuje ukupan broj leukocita, &ouj
suprotnosti sa nasim nalazima. Ova leukopenijagglgalica slabljenja odbrambenih
sposobnosti organizma, odnosno supresije kostrienastale zbog duge izloZzenosti
organizma uticaju mikotoksina ove gljivice (MuhaminaOloyede, 2009). Takie,

pojeding&na i kombinovana primenA. flavusi A. ohraceusu hrani tokom tri nedelje
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kod brojlera starosti jedan dan prouzrokujecaiau leukopeniju, anemiju, i smanjenu
vrednost hematokrita ustanovljeno na kraju ekspemien Mikotoksini ovih gljivica
prouzrokuju neutrofiliju, bazofiliju i monocitozifjorin i sar., 2014).

Deksametazon primenjivan koéurica pre infekcije prouzrokuje statihi
zn&ajno poveéanje (p<0,01) vrednosti ukupnog préseg broja leukocita, posle dve
nedelje od inficiranja (20,2+3,4x1Gelija/l) u odnosu na vrednost broja leukocita
dobijenu kodturi¢a tretiranih samo deksametazonom (9,3411,1%&[‘1]3/0. Proséan
broj leukocita kod inficiranih i deksametazonontitemih curica posle tri nedelje od
inficiranja se zn&ajno povéavao (25,77+6,80xf0¢elija/l) (p<0,01) u odnosu na
vrednost prosmog broja leukocita ustanovljenu posle dve nedelieinficiranja i
vrednost leukocita kodcturica kontrolne grupe tretiranih samo deksametazonom
(10,38+1,17x10¢elija/l) (p<0,01)u starosti 35 dana (K-2).

Nasuprot naSim nalazima, rezultati ispitivanja ajacdeksametazona dodavanog
u hrani brojlera u dozama od 1 do 6 mg/kg tokomdzha eksperimenta pokazuju da
ispitivane doze deksametazona néwtnaajno na vrednost ukupnog broja leukocita.
Medutim, zn&ajno povéanje ukupnog broja leukocita zabelezeno je poslé4.i 21.
dana tretmana lekom u odnosu na prvi dan (Aengwagi@07).

U naSim istrazivanjima primena deksametazona pfieiremja statisitki je
znaajno poveéala prosénu vrednost leukocita posle dve nedelje od whstinfekcije i
jos viSe posle tri nedelje. U dostupnoj literaturismo naSli podatke o uticaju
kombinovane parenteralne primene deksametazoAa fumigatusna ukupan broj
leukocita u krvicuri¢a i pilica. Ustanovili smo da je Sestodnevna i.m. aplikacija
deksametazona ztwjno poveéala vrednost broja leukocita posle dve nedelje od
poslednje njegove aplikacije u odnosu na netregiéanice kontrolne grupe 1.

Rezultati ispitivanja uticaja infekcij@. fumigatusna ukupan broj heterofila u
krvi dobijeni posle dve nedelje od inficiranfarica pokazuju da infekcija, u ovom
periodu posmatranja ne &gi na broj heterofila (6,58+2,32xL€elija/l) u porelenju sa
vrednogu proseénog broja heterofila dobijenu kodturica kontrolne grupe
(6,49+2,25x 1B ¢elija/l) starosti 28 dana.

Posle tri nedelje od inficiranja ukupan broj hefi#nd granulocita se zri@jno
poveavao i ustanovljena heterofilija bila je statiktiznasajno véa (15,25+5,26x10

¢elija/l) (p<0,001) u porgenju sa vrednd@$l prosénog broja heterofila dobijenom kod
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¢éuri¢a kontrolne grupe (K-1) (4,76+1,71x1@elija/l) 35 dana starosti. Poznato je da
infekcija saA. fumigatusprouzrokuje teSku do umerenu heterofiliju, limtozu i
povean broj bazofila kod brojlerskih pt (Mitchell i Johns, 2008; Etim i sar., 2014),
Sto je donekle u saglasnosti sa naSim rezultatiPaveanje broja heterofila
(heterofilija) nastaje kao posledica opSte zapakenreakcije izazvane intoksikacijom
(Anjorin i Cyriacus, 2014).

Ustanovili smo da prethodna primena deksametazdatistgki znaajno
(p<0,01) povéava vrednost prosaog broja heterofila posle dve nedelje od inficiaan
(9,22+4,26x18¢elija/l) u porelenju sa prossmom vredno&u heterofila dobijenom kod
¢uri¢a kontrolne grupe, tretiranih samo deksametazorfpé8£1,81x10¢elija/l) (K-2).
Posle tri nedelje od infekcije i tretmana deksammtam prosé&an broj heterofila je bio
statisttki veoma zn&ajno veéi (22,166,01x10¢elija/l) (p<0,001), a ovo povanje u
apsolutnim vrednostima bilo jéak sedam puta ¥e u pordenju sa vredn@$i
pros&nog broja heterofila dobijenom koéurica tretiranih samo deksametazonom
(3,8+0,40x18¢elija/l) u starosti od 35 dana.

Ustanovili smo da infekcij@&urica saA. fumigatusne utte na broj heterofila
procenjivano posle dve nedelje od inficiranja, gekroséan broj heterofila zri@jno
bio veti posle tri nedelje od inficiranja pateno sa istim posmatranim parametrima kod
¢urica kontrolne grupe. Mtutim, primena deksametazona pre inficiranja ¢ajreo
poveava broj heterofila u podenju sa brojem heterofila ustanovljenim kédrica
kontrolne grupe (K-2), tretiranih samo deksametanonTakae, pokazano je da je ova
heterofilija bila zn&ajno ve&a kod inficiranih i deksametazonom tretiragilrica posle
tri nedelje od inficiranja u podenju sa vredn@$i prosénog broja heterofila dobijenom
kod ¢urica tretiranih samo deksametazonom, u starosti oddé8t. NaSi rezultati
ispitivanja uticaja deksametazona na broj hetexddddcuri¢a kontrolne grupe ukazuju
da ovaj lek nije uticao na vrednost heterofila uefienju sa fizioloSkom vrednés
heterofila ustanovljenom kagliriéa kontrolne grupe 2.

Poznato je da glikokortikoidi smanjuju broj i proet limfocita. Ovaj odnos
nastaje kao odgovor organizma na prirodne stresoreia egzogeno unosenje
glikokortikoida. Ustanovljeno je da visoki odnostdrefila prema limfocitima (H : L)
pouzdano ukazuje na visok nivo glikokortikoida wiktOvaj odnos pruza pouzdanu

procenu intenziteta stresa (Davis i sar., 2008ksBmetazon povava broj granulocita,
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a smanjuje broj limfocita i monocita (Aengwanictg0Z). Meiutim, atigledno je da
deksametazon moze zwagnije da povéava broj heterofila tek kada se primenjuje u
duZzem vremenskom periodu.

U naSim ispitivanjima infekcij@urica saA. fumigatusprouzrokuje visok odnos
heterofila i limfocita (15,25+5,26xf@elija/l : 9,90+4,0x18 ¢elija/l) posle tri nedelje
od inficiranja u poréenju sa ovim odnosom kod intaktnih kontrolntturica
(4,76+1,71x1B¢elija/l : 5,77+2,01x1B¢elija/l) starosti 35 dana, $to ukazuje da i sam
uzradnik izaziva intenzivan stres, koji se analizom asmdeterofila/limfocita u krvi
moze dokazati posle tri nedelje od inficiranja.

Deksametazon primenjivan i.m. tokom Sest dana u ddz4 mg/kg kod
inficiranih ¢urica potencira uticap. fumigatusna broj heterofila i limfocita tako 3to
zn&ajno (p<0,05) powmava odnos heterofila i limfocita posle dve (9,2284,:
4,14+0,98x18¢elija/l) i veoma statistki znatajno povéava (p<0,001) posle tri nedelje
od inficiranja (22,16+6,01 : 4,64+1,21x16elija/l) u porelenju sa ovim odnosom
heterofili/limfociti ustanovljenim kodturi¢a tretiranih samo deksametazonom, starosti
28 dana (6,68+1,81 : 5,54+2 36X1klija/l) i 35 dana (3,8+0,40 : 2,07+0,06%10
¢elija/l).

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja infekcij&. fumigatusna proséan ukupan
broj limfocita u krvi, ustanovljen posle dve neeéetjd inficiranjacurica pokazuju da
infekcija, u ovom periodu posmatranja, necetina broj limfocita (8,83+2,98x10
¢elija/l) u poretenju sa vrednd® prosé€nog broja limfocita dobijenoj koduri¢a
kontrolne grupe (8,4513,60><36elijall) u starosti od 28 dana.

Posle tri nedelje od inficiranja vrednost prérseg broja limfocita bila je
statisttki znasajno vea (p<0,01) (9,90+4,0xf0elija/l) u porelenju sa vrednas
pros&nog broja limfocita dobijenom koébri¢a kontrolne grupe (K-1) (5,77+2,01x2L0
¢elija/l) 35 dana starosti. Prema oskudnim podacimditerature pratéi simptom
aspergiloze kod brojlerskih pik je limfocitoza (Mitchell i Johns, 2008; Etim irsa
2014), Sto je u saglasnosti sa naSim nalazom udfanon posle tri nedelje od
inokulacijeA. fumigatusod ¢uri¢a.

Ispitivanje uticaja deksametazona i infekcije najbBimfocita posle dve i tri
nedelje od infekcije pokazuje da deksametazon majesh A. fumigatusznaajno
(p<0,01) smanjuje broj limfocita (4,64+1,21X1€elija/l) u porelenju sa vrednasl
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pros&nog broja limfocita ustanovljenog kod inficirandurica (9,90+4,0x19 ¢elija/l)
posle tri nedelje od inficiranja. Deksametazonistigki znatajno (p<0,01) smanjuje
prose&an broj limfocita kodturi¢a, nardito u 35 danu starosti (2,07+0,06X@lija/l) u
poraienju sa brojem limfocita ustanovljenim kod kontibln¢urica iste starosti
(5,77+2,01x18¢elijall).

Rezultati ispitivanja uticaja infekcija. fumigatusha ukupan broj bazofila krvi
pokazuju da infekcija neznatno pdesa broj bazofila za sve vreme trajanja ogleda u
poreienju sa vrednd@$l broja bazofilnih granulocita kod intaktnih, kaoltrih ¢uri¢a.
Deksametazon neznatno smanjuje vrednost pnage broja bazofila kod inficiranih
¢urica posle dve i tri nedelje u odnosu na vrednost ggrmugy broja bazofila kod
inficiranih ¢uric¢a.

Sumiraj€i rezultate ispitivanja uticajé. fumigatusna hematoloSke parametre
¢uri¢a starosti 28 i 35 dana pokazano je da infekcigamokuje anemiju i intenzivan
inflamatorni odgovor. Stni hematoloSki nalazi dobijeni su i ko¢urica koji su
prethodno viSekratno tretirani deksametazonom, apomenu da su anemija i

inflamatorni odgovor bili izraZeniji.
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7. ZAKLJU CCI

1. Intratrahealna aplikacija sporA. fumigatusu koncentraciji od 5,056x10
izazvala je planu aspergilozu kod 75%urica ogledne inficirane grupe i

ogledne grupe deksametazonom tretiranih i infigirgnrica.

2. Tretman deksametazonom 6 dana pre inficiranjaakitifa saA. fumigatussu
statisttki znatajno (P<0,05) smanijili prirast i prageu telesnu maséuri¢a kako
14., tako i 21. dana od inficiranja u pdesju sa posmatranim parametrima kod

¢uri¢a inficiranih saA. fumigatud kontrolnih grupa.

3. Prethodno izazvana imunosupresija deksametazonioalaufe na intenziviranje
klinicke slike i patomorfoloskih promena u péegju sa oglednom grupom

¢uri¢a inficiranih saA. fumigatus

4. Klinic¢ki simptomi infekcije udeni su vé drugog dana od inficiranja kod dve
trecine deksametazonom tretiranih i inficirandlurica i jedne tréine ¢urica
inficiranih sa A. fumigatus U prva tri dana kodcturica obe ogledne grupe
dominirali su opsti simptomi (somnolentnost, opass krila, nakostreSenost
perja, skupljanje u grupe), a @etvrtog dana kod obe ogledne grupeica

nastupili su respiratorni simptomi.

5. Makroskopski, prvog dana posle infekcije u grupksimetazonom tretiranih i
inficiranih ¢uri¢a ustanovljeni su hiperemija i edem ¢au Difuzna inflamacija
vazdusnih kesa i granulomatozna pneumonija su @ajgtanovljeni u toj grupi
treceg dana od inficiranja, dok su iste promene ustfgre u grupi inficiranih

¢uri¢a saA. fumigatushakon 14 dana od infekcije.

6. Histopatoloski, zapaZzene su promene& ygvog dana posle infekcije u obe

ogledne grupe u vidu hiperemije i edema¢pluz péetnu fokalnu ili difuznu
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7.

8.

¢elijsku infiltraciju. Od 3. pa do 21. dana poslefektije dominirala je
granulomatozna pneumonija r&#ibg obima i intenziteta. PatoloSke promene u
grupi deksametazonom tretiranih i inficiradirica jateg su intenziteta i obima,
a regresivne promene u patomorfoloSkom supstratiaksaie obimnije i ranije

nastaju.

Aspergillus fumigatuge izolovan iz respiratornih organaévervog i tréeg dana
od infekcije kod 4 od 12 inficiranih jedinki (33%)obe ogledne grupe. Sedmog
i cetrnaestog dana od infekcije pdaga se broj respiratornih organa iz kojih je
izolovan A. fumigatusu grupi deksametazonom tretiranih i inficirardilrica u

odnosu na oglednu grupu inficirardtrica.

Analizom rezultata dobijenih metodom nested PCRjiiomim poretenjem
izmedu oglednih grupa ustanovljen je&véroj pozitivnih uzoraka na prisustvo
DNK A. fumigatusu oglednoj grupi deksametazonom tretiranih i indigih

éurica.

Dvadesatetiri sata od aplikacije fitohemaglutinina présa vrednost debljine
koZe kod ogledne grupe deksametazonom tretiramificiranih ¢uri¢a bila je
statisttki veoma zn&jno manja (p<0,001) u odnosu na ptose vrednost

debljine koZe kod ogledne grupe inficirailrica saA. fumigatus

10.Titar antitela 21. dana od vakcinacije protiv atiyj@ kuge Zivine u oglednoj

grupi deksametazonom tretiranih i inficirandrica bio je dvostruko nizi u
poreienju sa grupom inficiranitturica saA. fumigatusi viSestruko nizi u

poreienju sa kontrolnom grupom.

11.Rezultati hematoloskih ispitivanja pokazali su dainfekcija saA. fumigatus

prouzrokovala slabu anemiju, leukocitozu, limfoezita heterofiliju, posle 14. i
21. dana od inficiranjéurica kod oglednih grupa inficiranih i deksametazonom

tretiranih i inficiranihéuric¢a.
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Mpwnor 1.

UsjaBa 0 ayTopcTBY

MNoTnucanu-a Hemana Jesgumuposuh

6poj ynuca 2010/5013

UsjaBmbyjem
[a je AoKTopcKka gucepTtauuja nog HacrnoBom

[NaToMopdonoLlKa, MMKOSIOLLKA U MOSNIEKyNapHa ucnutmeama oprada hypuha
pPasnMYUTOr UMYHOJTOLLIKOr CTaTyca HakoH BELUTAYke UHdekunje cnopama Asperqillus
fumigatus

e pe3ynTaT COMCTBEHOT UCTPaXMBaYKOr paaa,

e [a npepnoxeHa gucepTauuja y UEnvHU HW Yy AenosvMMa Huje Buna npegnoxeHa
3a gobujare 6MnoO Koje AUNNOME npemMa CTyAMUCKUM MporpaMvMma  Opyrux
BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa,

e [a Ccy pe3ynTaTh KOPEKTHO HAaBEeAEHU U

e [a HucaMm KpLUMo/Na ayTopcka npasa v KOPUCTUO MHTEMEKTYarHy CBOjUHY APYrMX
nvua.

Motnnc pokTopaHaa

Y beorpagy, 08.05.2019.
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje OOKTOPCKOr paga

Wme v npesume aytopa: Hemawa Jesgummuposuh

bpoj ynuca 2010/5013

Crygujckm nporpam: [JOKTOpCke akagemcke ctyauvje

Hacnos paga: Natomopdponoluka, MUKOMoLwKa U MOneKynapHa ucnuTueama opraHa
hypuha pasnnunTor UMyHOMOLLKOr CTaTyCa HakOH BelTayke nHdekumje cnopama
Aspergillus fumigatus

MenTop: npod. Ap Munujad JosaHosuh

MNoTnucaHu Hemamna Jesgumunposuh

M3jaBreyjeM fa je wTamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNneKTPOHCKO]
BEP3UjM KOjy cam npepac/na 3a objaBrbMBake Ha noprtany [OurutanHor
peno3utopmjyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

[osBorsaBam ga ce objaBe MOjU NUYHKW NoAauUy Be3aHu 3a Aobujatbe akaaemMcKor 3Baka
[OKTOpa HayKa, Kao LITO Cy MMe U NpesnuMe, roguHa u mecto pofjewa 1 gatym ogbpaHe

pagna.

OBM nWYHM nodaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEeXHUM CTpaHuuaMa auruTanHe
BrbnmoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauvjama YHueepauTteTa y Beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, 08.05.2019
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Mpwnor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh® ga y [uruTantu
penosntopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBsoMm:

[NaToMmopdonoLuKka, MUKOMOLLKA U MONEKyNapHa ncnutueana opraHa hypuha
pPasnUMYMTOr UMYHOMOLLKOr CTaTyca HaKoH BeluTayke nHdekumje cnopama Asperqillus

fumigatus

KOja je Moje ayTopcko aeno.

OucepTaumjy ca cBum Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHom
3a TPajHO apxvBMparse.

Mojy poktopcky ancepTauujy noxpaweHy y [iurutanyn penosmtopujym YHusepsuteTa y
Beorpagy mory ga kopucte CcBM Koju nowTyjy oapeabe cagpxade y ogabpaHoMm Tuny
nuueHue KpeaTtueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyquo/na.

1. AytopcTBo

2. AYTOpPCTBO - HEKOMEPLMjaNHO

3. AyTopcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

I

. AyTOpCTBO — HEKOMepLUjanHo — AenUTW Noa UCTUM yCrioBrMa
5. AytopcTBo — Ges npepage
6. AyTopCcTBO — OEenuTu noa UCTUM yCrosuma

(Monumo fga 3aoKpyxuTe camMOo jedHy Of LWecT MOoHyReHWX nuueHuW, Kpatak onuc
nuueHuun gat je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc gokTopaHga

Y beorpagy, 08.05.2019.
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1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBarte yMHOXaBare, AUCTpubyLMjy 1 jaBHO caonwuTaBamke gena,
M npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpefeH o cTpaHe ayTopa wnuv
JaBaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHwja ofg cBuMX
nuueHuum.

2. AytopcTBO — HekoMmepuujanHo. [lo3sorbasarte yMHOXaBakwe, gUcTpubyuujy n jaBHo
caonwTaBake Aena, u npepage, ako ce Hasege MMe aytopa Ha HaduH ogpefeH of
CTpaHe aytopa wiu gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He O03BOrbaBa KoOMepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBare,
anctpubyumjy W jaBHO caonwTaBawe pgena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa WUNK
ynotpebe gena y cBOM Jdeny, ako ce Haesege ume aytopa Ha HadvH ogpefeH og cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSfbaBa KoMepuujanHy ynoTtpeby
pena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHuyaea Hajsehu obum
npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHO — OenuTu nog WUcTum ycnosuma. [o3sorbasare
yMHOX@aBare, aMcTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTasawe Aena, u npepage, ako ce Haseae
MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH o cTpaHe ayTopa MnM gaBaoua NMUUEHLUE U ako ce
npepaga Aauctpubyuvpa nog WCTOM unM CnuyHOM nuueHuom. OBa nuUuUeHUa He
A03BOsbasa komepuujandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3Borbaeate ymHOXasawe, AUCTPUOYyUMjy W jaBHO
caonwTaeake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa unu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa wnuv Aasaoua
nunueHue. OBa nuueHua Jo3Borbasa komepuujantdy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - pgenutu noa MCTMM  ycnoeBuma. [lo3BosbaBate yMHOXaBake,
anctpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBare Aena, U npepage, ako ce HaeBege ume aytopa Ha
HauMH opgpefleH of cTpaHe ayTopa WnM gaeaoua NUUEHLEe WU ako Cce npepajga
aunctpubynpa nog WCTOM MnKM  crivyHOM  nuueHuoMm. Oea nuueHua [Jo3Borbaea
KoMmepuujanHy ynoTtpeby pgena u npepaga. CnuyHa je codpTBepcKMM nULeHuama,
OOHOCHO NnuLeHLamMa OTBOPEHOT Koaa.
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