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Sazetak

BioloSka i molekularna karakterizacija sojeva loze III Toxoplasma gondii izolovanih u
Srbiji

Toxoplasma gondii, protozoa iz filuma Apikompleksa, patogeni je endoparazit svih
homeotermnih vrsta koji se prenosi ingestijom kontaminirane hrane i vode i uzro¢nik je
toksoplazmoze. Na osnovu podataka o visokoj globalnoj prevalenciji i saznanju da patologija
koju prouzrokuje infekcija moze biti ozbiljna i kod imunokompetentne populacije, 7. gondii je
po znacaju za javno zdravlje rangirana kao globalnom nivou na 4., a u Evropi na 2. mesto.
Intenzitet patologije uslovljene specificnim interakcijama sa imunskim delijama domacdina,
velikim se delom zasniva na genotipu parazita, kojih ima preko 300 u globalnoj cirkulaciji. lako
su mnogi geni markeri virulencije identifikovani, fenotip virulenije je tesko utvrditi iskljucivo
genetikom, te se istrazivanja fokusiraju na mehanizame virulencije. U ovom radu je ispitana
virulencija Cetiri razli¢ita varijantna genotipa 7. gondii loze III koja ¢ini 25,3% populacione
strukture 7. gondii u Srbiji, na in vivo modelu Swiss Webster miSeva, dok su mehanizmi ispitani
in vitro u VERO ¢elijama i kroz ekspresiju gena u mozgu i slezini u ranoj i kasnoj infekciji.
Utvrdeno je da su genotipovi EQ40 I K1 intermedijarno virulentni dok su EQ39 (ToxoDB#54) i
G13 nisko virulentni. Pokazano je da su mehanizmi virulencije stopa proliferacije 1 liticki
kapacitet, koji su posledica visSe metabolicke aktivnosti, pokazane kroz povisenu ekspresiju
ENO2. Ovi mehanizmi uslovljavaju intenzivan proinflamatorni odgovor koji je u ranoj infekciji
evidentan kroz povisen nivo IL-12p40 i IFN-y mRNK u mozgu i slezini. Uprkos razli¢itim
karakteristikama imunskog odgovora na genotipove intermedijarne 1 niske virulencije,
imunizovani miSevi prezivljavaju re-infekciju RH (ToxoDB#10) sojem, Sto ukazuje na to da
kvalitet imunskog odgovora ne zavisi od virulencije genotipa.

Kljucne reci: Toxoplasma gondii, parazit, virulencija, genotip, imunski odgovor, domacin,
mortalitet, inflamacija, loza, populaciona struktura

Naucna oblast: Biologija
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Abstract

Biological and molecular characterzation of lineage III strains of Toxoplasma gondii
isolated in Serbia

Toxoplasma gondii, the etiological agent of toxoplasmosis, is a food and waterborne
Apicomplexan protozoan endoparasite of homeothermic species transmissible by ingestion. Due
to a high global prevalence and the fact that infection can cause serious pathology in the
immunocompetent individuals, 7. gondii was ranked globally as the 4" and in Europe as the 2™
parasite of significance to public health. The severity of the pathology, which follows from
specific interactions of the parasite with immune cells, depends on the parasite’s genotype, over
300 of which circulate globally. While many virulence conferring genes have been identified, the
virulence phenotype is difficult to predict by genetics alone, thus the focus is on discovering the
underlying mechanisms. In this study, the virulence of four distinct lineage III variant genotypes,
which constitute 25% of the population structure of 7. gondii in Serbia, has been determined by
cumulative mortality of Swiss Webster mice, while mechanisms were analyzed using VERO
cells and through gene expression in the brain and the spleen in early and late infection.
Genotypes EQ40 and K1 were found to be of intermediate, while EQ39 (ToxoDB#54) and G13
were of low virulence. Virulence mechanisms included high proliferation rate and lytic capacity,
supported by enhanced metabolic activity, evident in sustained higher ENO2 expression. This
results in an intense proinflammatory response in early infection, characterized by high levels of
expression of IL-12p40 and IFN-y mRNA in the brain and spleen. However, despite distinct
characteristics of the immune response to genotypes of different virulence, immunized mice
survived RH (ToxoDB#10) challenge, which implies that the quality of the immune response is
independent of virulence.

Keywords: Toxoplasma gondii, parasite, virulence, genotype, immune response, host, mortality
inflammation, lineage, population structure

Scientific field: Biology
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Uvod

Taksonomija, istorijat i znacaj toksoplazmoze

Toxoplasma gondii je obligatno intracelularna parazitska protozoa iz filuma Apikompleksa,
porodice Sarkocistida, koja je uzro¢nik toksoplazmoze. Genus Toxoplasma Cini samo jedna
vrsta, gondii, primecena po prvi put u tkivima gundija 1908. godine u Tunisu (Nicolle i
Manceaux, 1908), a iste godine 1 kod zeca u Brazilu (Splendore, 1908). lako je ubrzo nakon
identifikacije ove vrste u klini¢koj praksi nastala sumnja da je zoonotska, zbog prisustva parazita
kod dece rodene sa hidrocefalusom, retinohoroiditisom i encefalitisom, tek 1938. godine je
nedvosmisleno potvrdeno da je 7. gondii uzrocnik patologije kod ljudi, kada je konstatovano da
su glodari koji su bili inokulisani homogenatima o¢nog i mozdanog tkiva u kojima je primecen
ovaj parazit, razvili encefalitis (Weiss i Dubey, 2009; Halonen i Weiss, 2013). Tkiva su uzeta pri
autopsiji jednomesecnog novorodenceta koje je ubrzo nakon rodenja razvilo neuroloSke
simptome (napade), a pregled je pokazao lezije u makulama i u mozgu. Klinicki slucajevi
toksoplazmoze kod dece i novorodencadi su pokazali ne samo da je parazit neurotropan,
uzrokujuéi encefalomijelitis ili horioretinitis, pa i fatalan ishod, ve¢ su uputili i na kongenitalnu
tj. vertikalnu transmisiju infekcije kod Coveka, koja je kasnije utvrdena i kod mnogih drugih
zivotinjskih vrsta (Wolf i Cowen, 1937; Wolf et al., 1940; Paige et al., 1942; Dubey, 2009;
Halonen i Weiss, 2013). Ubrzo nakon $to su Nicolle i Manceaux primetili tahizoite, brzodele¢i
zivotni oblik parazita, kod gundija, Levaditi i sar. su 1928. objavili da 7. gondii moze da
egzistira viSe meseci u obliku ciste u razli¢itim tkivima, §to je vremenom potvrdeno od strane
nekoliko grupa naucnika i zapravo predstavljalo otkri¢e drugog zivotnog oblika, sporodelecih
bradizoita (Levaditi et al., 1928; Frenkel i1 Friedlander, 1951; Frenkel, 1973; Dubey, 2014).
Formacija intracelijskih cista je odlika i drugih protozoa genusa Apikompleksa kao §to su

Besnoitia, Sarkocystis, Globidium, Hammondia, Cistoisospora, Frenkelia, i Kariospora
(Mehlhorn, 2016).

Deceniju kasnije, 1939., Albert Sabin je izolovao T. gondii iz dvoje dece sa encefalitisom, a
jedan od tih sojeva, RH, od tada se propagira in vivo u eksperimentalnim zivotinjama, a nesto
kasnije i in vitro, u laboratorijama Sirom sveta (Sabin, 1941). Danas se zna da je ovo arhetip loze
I, najvirulentniji do sada izolovan genotip, a njegov znacaj je neizmerno porastao 1948. godine
kada su Sabin i Feldman napravili prvi seroloski test za toksoplazmozu, test neutralizacije poznat
kao Sabin-Feldman test (SFT) ili test bojenja, dye fest (DT), koji je ubrzo zatim postao i zlatni
standard, zbog svoje visoke osetljivosti i specificnosti (Sabin i Feldman, 1948). DT je vremenom
izaSao iz upotrebe, najveéim delom iz razloga §to zahteva koriS¢enje vijabilnih tahizoita i to
visoko virulentnog RH soja. Fulton i Turk su 1959. uveli test direktne aglutinacije, takode
baziran na antigenu pripremljenom od RH soja, ali od tahizoita inaktiviranih formalinom, i
pokazali da tahizoiti ne gube svojstvo antigena ¢ak i nakon inaktivacije (Fulton i Turk, 1959).
Dobijanje tahizoita u koli¢inama koje su potrebne za dijagnosticke testove je bio problem do
1980. godine kada su Desmonts i Remington predstavili metodu gajenja RH soja u sarkomskim
¢elijama kultivisanim u laboratorijskim miSevima i sem toga uveli dodatak B-merkaptoetanola
serumu radi destabilizacije vezivanja antitela IgM klase, ¢ime je dobijen test specifican za
antitela IgG klase koja su prisutna u svim fazama infekcije (Fulton i Turk, 1959; Desmonts i
Remington, 1980). Ove inovacije su promovisale Siroku upotrebu direktne aglutinacije u
istrazivanjima i dijagnostici 7. gondii infekcije, a tahizoiti RH soja se jo$ od 1948. pa do danas
koriste kao antigen u ve¢ini modernih dijagnostic¢kih testova. Nazive tahizoit i bradizoit je uveo
Frenkel 1973. godine, a kasnije je utvrdeno da se oba oblika razmnozavaju aseksualno, dok je
specifican nacin deobe, koji podrazumeva da se odigrava interno u ¢eliji majci, dok se ne stvore
dve jedinke koje se zatim razdvajaju, nazvan endodiogenija, primeéen samo jo§ kod genusa
Frenkelia (Goldman et al., 1958; Scholtyseck, 1973; Frenkel, 1973; Halonen i Weiss, 2013).
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Uvod Taksonomija, istorijat i znacaj toksoplazmoze

Iako je vertikalna transmisija, Cije je posledica kongenitalna toksoplazmoza, klinicki izuzetno
znacajan oblik bolesti, bila poznata od ranije, tokom pedesetih godina proslog veka je nastala
hipoteza da je glavni nacin transmisije ingestija parazita, i to iz sirovog ili termicki nedovoljno
obradenog mesa. Ova hipoteza je prakti¢no potvrdena 1965. godine na osnovu drasti¢nog porasta
incidence toksoplazmoze u sirotiStu u Parizu gde su godinu dana Sti¢enicima servirani obroci od
nedovoljno termicki obradenog mesa (Desmonts i Couvreur, 1974). Ali, u istoj dekadi se rodila
sumnja da postoji i tre¢i znacajan put transmisije, jer je kod striktnih vegetarijanaca u Indiji
utvrdena prevalencija infekcije koja je bila sli¢na kao i kod ne vegetarijanaca, $to je bila jasna
indikacija da meso nije jedini izvor parazita. Po osnovu bioloskih karakteristika otkrivenih do
sedamdestih, 7. gondii je klasifikovana kao kokcidija, kao i veéina pripadnika filuma
Apikomplexa, a zivotni ciklus je kona¢no utvrden tek nakon $to je potvrdeno da su definitivni
domacini parazita samo zivotinje iz porodice Felidae (Dubey i Frenkel, 1970; Frenkel, 1973;
Dubey, 2009). Nizom tehnicki zahtevnih ispitivanja tkiva i ¢elija gastrointestinalnog trakta
izolovanog iz maci¢a domace macke nakon eksperimentalnih infekcija sa 7. gondii je utvrdeno
da u enterocitima Felidae dolazi do S$izogonije pa zatim i do gametogonije (seksualne
reprodukcije) i stvaranja zigota, koje oblaZe specificna viSeslojna ¢elijska membrana, te nastanka
oocista koje se izbacuju sa fecesom u spoljasnju sredinu u enormnom, visemilionskom, broju
(Dubey i Frenkel, 1970; Frenkel, 1973). Nakon sporulacije u spoljasnjoj sredini, procesa koji
traje do 7 dana, formira se i treci infektivni zivotni oblik, sporozoit (Dubey et al., 1998; Halonen
i Weiss, 2013, Freppel et al., 2020). Kasnija istrazivanja su pokazala da oociste dugo ostaju
vijabilne u spoljasnjoj sredini jer ih proteinski sastav i biohemijska svojstva zida Cine izuzetno
otpornim na Sirok spektar fizickih i hemijskih uslova (Freppel et al., 2019). lako je posumnjano
da postoji i tre¢i nacin transmisije, radi se zapravo takode o ingestiji ali ovoga puta sporulisanih
oocista, koje znacajno pospeSuju i Sire puteve prenosa. Naime, sem u zemljiStu, gde mogu
direktno da inficiraju Zivotinje koje pasu i ptice koje se hrane sa zemlje, vijabilne oociste mogu
da se nadu i u vodi, kao posledica spiranja kontaminiranog zemlji$ta, i to uglavnom ne pri dnu,
ve¢ blizu povrsine (Shapiro et al., 2019). Ukoliko se kontaminirana voda iz povrsinskih izvora
koristi za irigaciju, oociste dospevaju u lanac ishrane kroz povrce i voce, ali kada je ustanovljeno
da su oociste u izvoru pijace vode izazvale jednu od najznacajnijih hidri¢nih epidemija u SAD,
potvdeno je ne samo da oociste poseduju ogroman kapacitet za Sirenje parazita, ve¢ je prepoznat
i epidemijski nacin izbijanja toksoplazmoze (Benenson et al., 1982; Bowie et al., 1997).

Toksoplazmoza se tokom osamdesetih godina za vreme HIV pandemije, istakla kao
oportunisticka infekcija, koja se najceS¢e manifestuje kao encefalitis sa moguc¢im fatalnim
ishodom (Luft i Remington, 1992). Stanje imunosupresije dovodi do reaktivacije latentne
infekcije, Sto se kod HIV pacijenata deSava nakon §to broj CD4" limfocita u perifernoj krvi
padne ispod 200 po pl (Luft i Remington 1992, Purkovi¢-Pakovi¢, 1998). Sem toga, primeéeno
je da za vreme T. gondii infekcije kod imunokompetentnih ljudi dolazi do ekspanzije CD8"
populacije (Luft et al., 1984). Ova saznanja su ukazala na kljucni znac¢aj T-limfocita u kontekstu
imunske zastite domacina, ali i prosirila rizi¢ne grupe za reaktivaciju infekcije na sve osobe kod
kojih su geneza ili odrzavanje T-limfocita defektni, kompromitovani ili suprimirani iz razlicitih
razloga. Od mnogo ranije je bilo poznato da je kod imunokompetentnih osoba infekcija najcesce
asimptomatska, a tek u 10% do 20% slucajeva se moze razviti bolest koja se uglavnom
manifestuje kao limfadenopatija pracena opsStim infektivnim sindromom (Remington, 1974,
Weiss i Dubey, 2009). Klinicko iskustvo u kombinaciji sa saznanjima iz eksperimentalnih
infekcija prevashodno u misjim modelima, postepeno je dovelo do identifikacije klju¢nih koraka
u patogenezi kao 1 inicijaciji i odrzavanju imunskog odgovora domacina na infekciju. Naime,
parazit vrlo brzo nakon ingestije tkivne ciste ili oociste dolazi u kontakt sa ¢elijama intestinalnog
epitela ali i urodenog imunskog sistema i izaziva transkripciju i sekreciju raznih citokina i
hemokina, medu kojima se isticu IL-12 (interleukin 12), TNF (engl. tumor necrosis factor), IFN-
v (engl. interferon y) i MCP-1 (engl. monocyte chemotactic protein 1). IL-12 i IFN-y su osnova
za diferencijaciju CD4" i CD8" limfocita u Th-1 tip, $to podrazumeva sekreciju velikih koli¢ina
proinflamatornih citokina, a prevashodno omogucava kontinuitet sekrecije IFN-y, koji ima
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mnostvo raznih funkcija ne samo u sklopu odbrane domacina od infekcije, vec i u uslovljavanju
incistacije parazita. Parazit selektivno aktivira mehanizme odbrane domacina tako da imunski
odgovor domacina omogucava prezivljavanje u ranoj fazi infekcije, kada parazit brzo proliferise
i diseminuje se po organizmu, a zatim pospeSuje incistaciju i odrzava parazita u incistiranoj
formi kao vid stabilne koegzistencije koja moze da traje i do kraja zivotnog veka domacina.
Inflamacija koja je delimi¢no izazivana aktivnostima parazita i burnim imunskim odgovorom
domacina u ranoj fazi infekcije se viemenom smiruje sekrecijom anti inflamatornih citokina kao
S§to su IL-10 1 TGF-p (engl. transforming growth factor p).

Veé¢ sedamdesetih godina proSlog veka je primefeno da u izuzetno retkim slucajevima
imunokompetentne osobe sa simptomatskom infekcijom mogu da razviju i komplikacije kao §to
su miokarditis, pneumonitis, hepatitis i encefalitis, pa ¢ak i diseminovanu toksoplazmozu
(Remington, 1974; Greenlee et al., 1975; Cunningham, 1982; Montoya et al., 1997). Nedavno je
nedvosmisleno dokazano da je ovaj teSki oblik bolesti posledica infekcije virulentnim
genotipovima, jer je pokazano da su genotipovi koji su izazvali klinicki najtezi oblik bolesti kod
imunokompetetnih ljudi, koji se opisuje kao novi klinicki entitet, Amazonska toksoplazmoza,
prouzrokovali smrt mnogih laboratorijskih miSeva (Simon et al., 2019). Demonstracija
virulencije odredenih genotipova kroz smrtnost laboratorijskih miseva, kao i indicija za gensku
komponentu virulencije, datiraju jo§ iz 90ih godina proslog veka, ali je tek sa razvojem
adekvatnih metodologija i sve boljih tehnika za izolaciju, kultivaciju i genotipizaciju parazita
otkriven potencijalni spektar virulencije (Sibley i Boothroyd, 1992; Howe i Sibley, 1995; Darde,
2008, Ajzenberg et al., 2010; Su et al., 2010). Naime, utvrdeno je da vrstu 7. gondii predstavlja
populacija od 231 genotipova koji su pohranjeni u bioinformati¢koj bazi podataka ToxoDB
(www.toxodb.org) i da je na juznoj hemisferi prisutan visok diverzitet, posebno u juznoj
Americi, dok je na severnoj hemisferi nizak (Su et al., 2012; Shwab et al., 2014). Sem ovoga,
filogenetskim analizama je utvrdeno da je vecina genotipova na severnoj hemisferi u blizem
srodstvu i potice iz samo tri loze (oznacene kao tipovi I, I i III), dok na juznoj hemisferi kruze
genotipovi koji poticu iz loza koje su evolutivno udaljene od onih na severnoj (Su et al., 2012).
Posebno je relevantno da su svi genotipovi koji izazivaju Amazonsku toksoplazmozu cak
evolutivno udaljeni i od onih koji su uc€estali u juznoj Americi (Carme et al., 2009; Shwab et al.,
2014; Pena et al., 2008). Sem geografske raznolikosti diverziteta, Sto se tice prelaznih domacina,
u koje se ubrajaju sve toplokrvne vrste, najmanji diverzitet je prisutan kod ljudi, nesto veci kod
domacih Zivotinja, a najveci kod divljih Zivotinja (Dubey et al., 2014; Jiang et al., 2018). Za sada
je virulencija malog broja genotipova laboratorijski ispitana, ali je znacajan podatak da genotip
koji sa najve¢om ucestalos¢u kruzi u Evropi kod ljudi i domacih Zivotinja, zapravo nisko
virulentan. Ipak, pojava Amazonske toksoplazmoze je upozorenje koje ne treba ignorisati, jer je
ona posledica infekcije coveka genotipovima 7. gondii koji kruze u silvati¢noj sredini. lako je
preostao mali broj divljina poput Amazonije na planeti, prisustvo virulentnih genotipova u
silvaticnim sredinama na svakom kontinentu nije iskljuceno, jer je populaciona struktura 7.
gondii u tim sredinama jo§ uvek nedovoljno istrazena. Cinjenicu da toksoplazmoza dobija iznova
na znaCaju u eri eksplozije stanovniStva i nemilosrdnog Sirenja antropogene teritorije,
globalizacije hrane i turizma, popularnosti mesa zivotinja iz slobodnog uzgoja, kao i
eksploatacije svih dostupnih izvora vode za irigaciju, potvrduje plasman na 4. mesto od 24
globalno najznacajnijih parazitskih bolesti prenosenih hranom i vodom (FAO/WHO, 2014), i na
cak 2. mesto u Evropi (Bouwknegt et al., 2018; Van der Giessen et al., 2021).
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Biologija parazita Toxoplasma gondii

1. Zivotni ciklus

T. gondii ima dva razlicita zivotna ciklusa—aseksualno razmnoZavanje koje podrazumeva liti¢ni
ciklus, koji se odigrava kod svih domacina, ali ukljucuje i Sizogoniju, koja je moguca iskljucivo
kod definitivnih domacina; i seksualno razmnoZzavanje koje podrazumeva gametogoniju i
rezultira u formiranju oocista, a odigrava se samo kod definitivnih domacina. Samo su Felidae
definitivni domacini dok su sve ostale vrste prelazni domacini. Ovaj parazit je neobican jer
prolaz kroz definitivnog domacina nije neophodan za dugorocno odrzavanje potpuno intaktnih
infektivnih Zivotnih oblika, ve¢ izuzetno Sirok spektar prelaznih domacina omogucava gotovo
beskonacnu aseksualnu ili klonalnu propagaciju (Dubey, 1995). T. gondii se pojavljuje u tri
infektivna Zivotna oblika: tahizoit, bradizoit i sporozoit, i u nekoliko prelaznih oblika kao §to su
Sizont tipa A do E, merozoit, mikro i makrogamont, koji predstavljaju razvojne faze (Dubey et
al., 1998). Liti¢ni ciklus i Sizogonija su nauc¢no ispitani i definisani kod oblika tahizoit, u koji se i
bradizoit i sporozoit spontano konvertuju in vivo, dok ciklus gametogonije zahteva prelaz kroz
prelazne Zivotne oblike od kojih se kona¢no stvaraju mikro- i makro-gamonti ¢ijem spajanjem
(fertilizacija) se dobija zigot (Dubey et al., 1998; Attias et al., 2020). Sporozoiti se formiraju tek
nakon sporulacije oociste koja sadrzi zigot u spoljasnjoj sredini. Sva tri infektivna zivotna oblika
imaju sposobnost da invadiraju sve nukleisane celije kao i sposobnosti interkonverzije, i to iz
sporozoita i bradizoita u tahizoite, kao i iz tahizoita u bradizoite kod svih domacina, a iz
bradizoita u gamonte iskljuivo kod definitivnih domacina. Dok tahizoite karakteriSu brz
metabolizam i brza deoba u parazitofornim vakuolama, bradizoiti imaju atenuiran metabolizam,
ali se takode dele endodiogenijom unutar tkivnih cista, mada sporo. Merozoiti su produkt
gametogonije i ne prolaze deobu, ve¢ diferencijaciju u primarni sporoblast, koji prolazi kroz
mejozu a zatim 1 mitozu da bi se formirali haploidni konacni zivotni oblici, sporozoiti (Freppel et
al. 2019).

1.1 Zivotni ciklus tahizoita: liticni ciklus

Liti¢ni ciklus, koji je integralni deo patogeneze kod svih domacina, odigrava se unutar Celija
domacina, u posebnoj parazitofornoj vakuoli. Nacin infekcije ¢elija koje nemaju sposobnost
fagocitoze je aktivna invazija, koja zahteva kliznu motilnost tahizoita, jedinstvenu sposobnost
organizama iz genusa Apikompleksa, i sledi nakon serije reverzibilnih kontakata, a zatim cvrstog
vezivanja tahizoita za c¢elijsku membranu i formaciju suzenog prstena adhezije, takozvanog
pokretnog spoja (engl. moving junction) (Besteiro et al., 2009; Sibley, 2010; Besteiro et al.,
2011). Sva tri Zivotna oblika 7. gondii imaju vrlo specifi¢nu raspodelu organela, naime vecina se
nalazi u konoidnom delu, koji ucestvuje u kontaktu sa celijom domacina, i Cini apikalni
kompleks (Slika 1).

U apikalnom kompleksu su lokalizovane sekretorne organele roptrije, mikroneme i guste granule
(dense granule). Ove organele luce raznovrsne proteine kao $to su oni iz porodica ROP (kinaze i
pseudokinaze) i GRA, od kojih vecina ucestvuje u formiranju pokretnog spoja, biogenezi i
stabilizaciji parazitoforne vakuole, dok proteini iz porodica MIC (adhezini, Saperoni) i SAG
(engl. surface antigen), kao i laminini u ¢elijskoj membrani tahizoita, koji uz nespecificne
elektrostaticne interakcije omogucavaju inicijalno ostvarivanje kontakta sa celijom domacina
(Smith, 1995; Black i Boothroyd, 2000; Besteiro et al., 2009; Tonkin i Boulanger 2015). Klju¢ni
proteini za ostvarivanje kontakta su prema nekim saznanjima MIC1 i RON4 (engl. rhoptry neck
protein 4), dok AMALI (engl. apical membrane antigen 1), esencijalni adhezin koji promovise
stabilan kontakt sa ¢elijom domacina i sluzi za korektnu orijentaciju tahizoita, olakSava pristup
pokretnom spoju (Alexander et al., 2005; Bargieri et al., 2013, Kato, 2018).
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Slika 1. Sematski prikaz tahizoita. Konoid, u apikalnom delu jedinke, mesto je formiranja pokretnog spoja, dok su
organele koje Cine apikalni kompleks, roptrije, mikroneme i guste granule, izvor proteina neophodnih za invaziju
¢elije domacina. Apikoplast je organela sli¢na plastidu, specifi¢na za genus Apikompleksa, koja je otkrivena 70ih
godina proslog veka. Apikoplast T. gondii poseduje sopstvenu DNK u kojoj se nalaze sekvence ribozomalne i
transfer RNK, $to implicira moguénost translacije endogenih proteina.

Klizna motilnost koja se zasniva na internom aktin-miozinskom motornom kompleksu parazita
omogucava invaziju, dok interakcija izmedu parazitskog receptora, RON2 (rhoptry neck protein
2), koji se luci u ¢eliju domacina, i AMAI1, promovisu prolaz kroz pokretni spoj (Alexander et
al., 2005; Takemae et al., 2013; Kato, 2018). Imajuc¢i u vidu da tahizoit za ulaz u c¢eliju
upotrebljava mehanic¢ku silu koju stvara klizna motilnost, neophodno je ¢vrsto vezivanje za
¢elijsku membranu, u vidu proteinskog ,,sidra* koje formira kompleks RON proteina, a ,,sidro*
se vezuje za aktinski skelet ¢elije domacina, u koju tahizoiti za vreme kontakta i invazije luce
aktinski depolimerizator, toksofilin (Delorme-Walker et al., 2012; Bichet et al., 2014;
Krishnamurthy et al., 2016). Dok se probija kroz aktinski skelet i ulazi u citosol, tahizoit za
sobom povlaci i celijsku membranu, koja se selektivno modifikuje integrisanjem parazitskih
proteina i ekscizijom domacinskih proteina da bi se postepeno formirala membrana parazitoforne
vakuole. Ova vakuola ima selektivnu permeabilnost i sprecava acidifikaciju lizozoma, Sto Stiti
tahizoite i omogucava proliferativni ciklus u ¢eliji (Morisaki et al., 1995; Charron i Sibley, 2004;
Besteiro et al., 2011). Oko parazitoforne vakuole se lokalizuju mitohondrije i endoplazmatski
retikulum ¢elije domacina, dok se sama vakuola pozicionira u blizini jedra (Sinai et al., 1997,
Attias et al., 2020). Invazija tahizoita i odrzavanje parazitoforne vakuole izmedu ostalog zahteva
kontrolu odbrambenih mehanizama ¢elije kao Sto je apoptoza, koja se spreava inhibicijom
kaspaza (Denkers, 2003). Tahizoiti kultivisani in vitro se dele sinhronizovano, endodiogenijom
(Slika 2, A-C), koja zahteva izmedu 6 h i 8 h u proseku za tahizoite arhetipa I, genotip koji ima
najvisu stopu proliferacije, dok je in vivo moguca asinhrona deoba (Smith, 1995; Dubey, 1998;
Black i Boothroyd, 2000). Zapremina parazitoforne vakuole raste sa svakim ciklusom deobe i
zauzima sve vise prostora u ¢eliji domacina, da bi nakon postizanja kriti¢ne zapremine, posle 6-7
deoba, doslo do izlaska tahizoita (engl. egress) iz vakuole i citolize koja uzrokuje smrt celije
domacina (Slika 3) (Black i Boothroyd, 2000; Schultz i Carruthers, 2018).
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Slika 2. Deoba tahizoita endodiogenijom: A) pocetak deobe, B) deoba jedra i postepeno stvaranje novih organela,
C) kraj deobe, formiranje dve jedinke i razdvajanje. Interesantno je da se tokom celog procesa ne menja organizacija
organela, ve¢ se postepeno sintetiSu pre razdvajanja jedinki, Sto omogucava novoformiranoj jedinci da odmah nakon
razdvajanja bude sposobna da inficira ¢eliju domacina.

Adhesion and
invasio

-

Intracellular
replication

Slika 3. Liticni ciklus. Liti¢ni ciklus zapoc€inje invazijom ¢elije domacina i simultanim formiranjem parazitoforne
vakuole, ¢iju membranu Cini preuzeta membrana celije domacdina u koju se integriSu parazitski proteini. U
parazitofornoj vakuoli se odigrava deoba tahizoita, a novoformirane jedinke se vrlo Cesto prostorno organizuju u
geometrijsku formaciju rozete. Proliferacija tahizoita uslovljava rast parazitoforne vakuole koja nakon odredenog
broja deoba gubi integritet, puca zajedno sa membranom c¢elije domacina i oslobada tahizoite u meduéelijski prostor.
Preuzeto iz: Zhang M, Joyce BR, Sullivan WJ Jr., Nussenzweig V. Translational Control in Plasmodium and
Toxoplasma Parasites. Eukaryotic Cell. 2013, 12(2):161
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Imajuci u vidu da su tahizoiti duzine 4-8 um i Sirine 2-6 um, pakovanje 64-128 jedinki u vakuolu
zahteva efikasno iskoriStavanje prostora, $to se postize specificnim strukturama (Smith, 1995;
Halonen i Weiss, 2013). Konformacija koja je prirodna posledica sinhrone endodiogenije i ¢esto
karakteriSe virulentne genotipove ili sojeve parazita koji su adaptirani na in vitro proliferaciju je
rozeta, za koju se smatra i da pospesuje egres (Slika 3). S druge strane, asinhronu proliferaciju
karakteriSu raznolike konformacije (Dubey et al., 1998; Attias et al., 2020). Egres tahizoita
indukuju razni stimulusi, ukljucujudi i influks jona kalcijuma u vakuolu, a protein koji je kljucan
za perforaciju membrane parazitoforne vakuole je mikronemski protein PLP1 (engl. perforin-like
protein 1), dok je za rupturu celijske membrane neophodna kataliticki aktivna LCAT (lecitin-
holesterol acetiltransferaza) (Schultz i Carruthers, 2018; Attias et al., 2020). Cinjenica da
tahizoiti ali i bradizoiti tokom gotovo celog procesa endodiogenije zadrzavaju citoskeletnu
strukturu kao i specificnu organizaciju organela ih osposobljava da odmah nakon egresa iz
parazitoforne vakuole ili tkivne ciste invadiraju obliznje ¢elije, Cime se i objasnjava infektivnost
ovih zivotnih oblika (Black i Boothroyd, 2000).

1.2 Zivotni ciklus bradizoita

Diferencijacija i kona¢na konverzija tahizoita u bradizoite je reakcija na odredene kombinacije
internih 1 eksternih signala izazvanih uslovima stresa, koji moze biti posredovan nedostatkom
nutrijenata, posebno aminokiselina, ili faktorima imunskog odgovora domacina, koji indukuju
promene na ekspresionom i transkripcionom nivou (Dubey et al., 1998; Dzierzinski et al., 2011;
Sullivan i Jeffers, 2012; Jeffers et al., 2018; Augusto et al., 2019; Christiansen et al., 2021).
Morfoloske razlike izmedu tahizoita i ekscistiranih bradizoita su suptilne, ali postoje razlike u
povrSinskim antigenima integrisanim u ¢elijsku membranu, kao $to je BAG1 (engl. bradyzoite
antigen 1) umesto tahizoitskog SAG1 (engl. surface antigen 1), i metabolickim enzimima kao
Sto su enolaze—ENO1 kod bradizoita, a procesivniji enzim, ENO2, kod tahizoita (Lunde i
Jacobs, 1983; Dzierzinski et al., 2011; Sullivan i Jeffers, 2012). Bradizoiti se sporo i asinhrono
dele u parazitofornoj vakuoli, takode endodiogenijom, i ujedno modifikuju membranu
parazitoforne vakuole, tako $to u nju integriSu glikoproteine kao $to je CST1 (engl. cyst wall
protein 1), ¢ime se postepeno formira robustni zid ciste, a i stvaraju zrnastu matricu od granula
amilopektina, koja ispunjava njenu unutrasnjost (Slika 4 A, B) (Smith, 1995; Weiss i Kim, 2008;
Weiss i Dubey, 2009; Halonen i Weiss, 2013; Christiansen et al., 2021).

Slika 4. Tkivne ciste, ex vivo i in situ. A) Tkivna cista izolovana iz mozga sa bradizoitima; B) Tkivna cista in situ u
miocitima

Tkivne ciste se u proseku kod vecine genotipova 7. gondii po€inju da formiraju 7 do10 dana
nakon infekcije domacina najceS¢e u lokalitetima u centralnom nervnom sistemu, kao §to su
7
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mozak i o€i, i u mi§i¢ima, skeletnim i sr€anom, ali je pokazano da mogu da se nadu i u drugim
organima (Dubey et al, 1998; Black i Boothroyd, 2000; Mendez i Koshy, 2017).
Eksperimentalno je pokazano da promene optimalnih uslova za proliferaciju in vitro usled
varijacije temperature i pH, ograni¢enja esencijalnih aminokiselina, kao i hemijske inhibicije
funkcije mitohondrija, mogu da indukuju diferencijaciju i konverziju tahizoita u bradizoite
(Lindsay et al., 1991; Denton et al., 1996; Dubey et al., 1998; Sullivan i Jeffers, 2012;
Christiansen et al., 2021). Terminalno diferencirani tipovi ¢elija kao §to su neuroni i miociti, u
kojima se konverzija tahizoita u bradizoite odigrava spontano, posebno su podobni za odrzavanje
tkivnih cista, koje su u zavisnosti od tipa Celije sfericnog (Slika 4 A) ili ovalnog oblika (Slika 4
B) (Dubey et al., 1998; Liider i Rahman, 2017). Zapremina tkivnih cista se vremenom
dramati¢no uvecava kao posledica deobe bradizoita, kao §to pokazuju merenja promera cista u
odnosu na vreme posle infekcije, koji moze da varira od 5 um, kod mladih cista sa samo dva
bradizoita, do 70 pm u neuronima ili ¢ak 100 um u miocitima kod starijih cista (Dubey et al.,
1998). Tokom dugogodisnjeg iskustva izolacije sojeva i1 njihovog odrzavanja in vivo u
Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za toksoplazmozu, raspon promera tkivnih cista sojeva
razlic¢itih genotipova izolovanih iz mozga Swiss Webster miSeva u hroni¢noj infekciji od
najmanje 3 meseca je iznosio od 13,21 um (soj EQ40) do 120 pm (soj BGD1).

Opservacija da nisko virulentni genotipovi in vivo stvaraju tkivne ciste sa prosecno ve¢im brojem
bradizoita nego visoko virulentni, implicira odredenu naklonost ka incistiranju, §to je i indicija
da postoji i genska komponenta koja regulise diferencijaciju i konverziju (Smith, 1995; Dubey et
al., 1998). Energetski metabolizam i njegova homeostaticka regulacija, koji se intenzivno
istrazuju u cilju pronalazenja mesta intervencije za eliminaciju tkivnih cista i izleCenje latentne
infekcije, fundamentalno se razlikuju izmedju bradizoita i tahizoita (Denton et al., 1996;
Christiansen et al., 2021). Metabolizam bradizoita se zasniva na katabolizmu amilopektina u
laktat i fermentaciju laktata, dok su doprinosi Krebsovog ciklusa i mitohondrijskog respiratornog
lanaca nizi u odnosu na tahizoite, koji se oslanjaju na katabolizam glukoze ali stvaraju i znacajne
koliC¢ine laktata cak i u aerobnim uslovima (Denton et al., 1996). Specifi¢nosti metabolizma
donekle objasnjavaju nacine za eksperimentalnu indukciju konverzije u in vitro uslovima, pa ¢ak
mozda i predilekciju tahizoita za neurone i miocite in vivo.

Za razliku od egresa tahizoita, koji je integralni deo liticnog ciklusa §to podrazumeva da do
egresa mora doci, uslovi i signali koji izazivaju egres bradizoita su manje poznati. Jasno je da
mora postojati striktna regulacija sa visokim stepenom kontrole, jer je potvrdeno da tkivne ciste
opstaju mesecima pa i godinama u eksperimentalno inficiranim Zzivotinjama, verovatno i
dozivotno kod mnogih domacina (Dubey et al., 1998). Nedavno je dozivotna perzistencija
pojedinac¢nih tkivnih cista dovedena u pitanje jer je pokazano da specificne populacije CD8"
limfocita kod misa i Coveka imaju sposobnost da eliminiSu tkivne ciste citotoksi¢nim dejstvom,
te je vrlo moguce da je neka vrsta lokalizovane reaktivacije, ekscistacije bradizoita i konverzije u
tahizoite, zatim nekoliko ciklusa proliferacije i re-incistacije zapravo nacin za dugorocno
odrzavanje tkivnih cista (Tiwari et al., 2019; Suzuki, 2021). Nasuprot lokalizovanoj reaktivaciji,
eksperimentalno je pokazana motilnost bradizoita pa i sposobnost spontanog egresa ponekih
jedinki iz tkivne ciste, Cak i iz inficirane ¢elije domacina i stvaranje novih ,,mladih® cista u istoj
ili obliznjim celijama (Dzierzinska et al. 2004). Ovaj fenomen je zabeleZen iskljucivo kod
bradizoita indukovanih in vitro, te se postavlja pitanje da li su ovi Zivotni oblici, uprkos
ekspresiji bradizoitskih proteina, zaista ,,zreli“ bradizoiti ili neka vrsta prelaznog oblika, $to bi
moglo da objasni motilnost i kapacitet prodora kroz ¢elijske membrane.

Zbog prisustva laktata unutar tkivne ciste sumnja se da je pH vrednost daleko niZza u odnosu na
pH citosola ¢elije domacina, §to moze biti povoljno za odrzavanje cista (Denton et al., 1996).
Moguce je da je zapravo razlika u pH vrednostima izmedu citosola ¢elije domacina i tahizoita
kljutna za inicijaciju konverzije u bradizoit, jer se incistiranje in vitro rutinski postize
kultivisanjem celija u alkalnim uslovima (pH 8,0) pre ili nakon infekcije, ali i pretretmanom ili
inkubacijom samih tahizoita u alkalnom rastvoru (Skariah et al., 2010). Ovo takode implicira da
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promena razlike u pH vrednostima usled metabolicke aktivnosti ili razmene jona sa c¢elijom
domac¢ina moze da stvori i uslove pogodne za ekscistaciju (Denton et al., 1996). U in vivo
uslovima su pak komponente imunskog sistema vaZzan deo regulatornog mehanizma za
odrzavanje tkivnih cista, jer je primeceno da do reaktivacije toksoplazmoze kod HIV+ pacijenata
dolazi usled niskog broja CD4" limfocita, a kasnije je i eksperimentalno pokazano da
imunosupresija, kao i neutralizacija citokina IFN-y i TNF, kod miseva deluju kao pozitivni
signali za ekscistaciju i egres bradizoita (Gazinelli et al., 1993). Nasuprot tome, kod mnogih
imunokompetentnih vrsta domacina je utvrdena i spontana reaktivacija infekcije, §to jeste
indicija da parazit kontroliSe regulatorni mehanizam za incistaciju, dok domaéin znacajno
ucestvuje u odrzavanju uslova koji pogoduju incistiranom obliku parazita, ali i da je broj tkivnih
cista sinergisticki regulisan od strane parazita i domacina (Dubey et al., 1998; Black i Boothroyd,
2000; Suzuki et al., 2021).

1.3 Gametogonija

Iako postoje kulture primarnih macijih enterocita, ¢elija u kojima se kod prirodno inficiranih
definitivnih domacdina odigrava gametogonija, seksualno razmnozavanje 7. gondii za sada i dalje
nije moguce u celosti uspesno replicirati in vitro, mada jeste nedavno uspesno replicirano in vivo
u laboratorijskim miSevima koji nisu prirodni definitivni domacini nakon inhibicije delta-6-
desaturaze i dodatka linolei¢ne kiseline u ishranu (Martorelli di Genova et al., 2019). Ovo
implicira da je ¢elijski metabolizam enterocita znacajan za postizanje seksualnog razmnozavanja
parazita, ali su i dalje nedovoljno poznati dodatni uslovi koji podsticu mejozu. Vecina saznanja o
odvijanju gametogonije poti¢e iz rezultata morfoloskih i molekularnih ispitivanja razlicitih
oblika parazita iz gastrointestinalnog trakta domacih maci¢a nakon eksperimentalnih infekcija in
vivo tkivnim cistama koje su radene pre mnogo godina (Dubey et al., 1970; Dubey i Frenkel,
1970; Frenkel, 1973; Dubey et al., 1998; de Assis Moura et al, 2009). Kod Felidae,
gametogonija pocinje nakon invazije bradizoita, koji se oslobadaju iz tkivnih cista kao posledica
proteolize u Zelucu i crevima domacina, u enterocite, gde umesto konverzije u tahizoite, dolazi
do diferencijacije u razliCite tipove (A-E) Sizonta koji prolaze kroz nekoliko ciklusa
razmnozavanja pre formiranja merozoita (Dubey i Frenkel, 1970; de Assis Moura et al., 2009).
Utvrdeno je da je sistemsko prisustvo visoke koncentracije linolei¢ne kiseline, koje je posledica
izmedu ostalog i nedostatka funkcionalne delta-6-desaturaze u crevima, $to je jedinstveno za
Felidae, vrlo verovatno kljuCan signal za inicijaciju diferencijacije tahizoita u Sizonte (Martorelli
di Genova et al., 2019). Sizogonija kod tipa D, za koji se smatra da je zajedno sa tipom E izvor
merozoita koji formiraju mikro- i makro-gamonte, dosta se razlikuje u odnosu na Sizogoniju kod
drugih kokcidija i nije dovoljno detaljno istraZzena, a sem toga, ultrastrukture tipova Sizonta A, B
i C, do sada nisu analizirane (Dubey et al., 1998; de Assis Moura et al., 2009; Attias et al., 2020).
Utvrdeno je da se mnostvo (10-21) motilnih izduzenih mikrogamonta, koji uglavnom sadrze
samo jedra, formira od jednog elipsastog mikrogamonta, dok se jedan merozoit diferencira u
samo jedan, nemotilan subsferican makrogamont (Dubey et al., 1998; Attias et al., 2020). Zigot
nastaje nakon fertilizacije makrogamont od strane mikrogamonta, a zatim se oko zigota stvara
prvo membrana nalik velu, a onda postepeno i robustni zid oociste koji ¢e kona¢no Ciniti dva
sloja i omogu¢iti budu¢im sporozoitima visok stepen mehanic¢ke i hemijske zastite u spoljasnjoj
sredini (Dubey et al., 1998; Freppel et al., 2019). Nejasno je pak da li do fertilizacije dolazi u
istoj ¢eliji ili se mikrogamonti oslobadaju iz inficiranih ¢elija pa prate¢i odredene signale odlaze
do ¢elija koje sadrze makrogamonte i zatim ih invadiraju (Attias et al., 2020). Imajuéi u vidu da
je primeceno da vecina enterocita sadrzi vise parazitofornih vakuola, daleko je vec¢a verovatnoca
da ista celija sadrzi i mikro i makrogamonte, §to gotovo garantuje fertilizaciju (Attias et al.,
2020). Nezrele oociste, €iji promer je izmedu 10 i 12 um, nakon rupture ¢elije u kojoj se nalaze
dospevaju u intestinalni lumen, a zatim zajedno sa fecesom u spoljas$nju sredinu (Dubey et al.,
1970; Dubey et al., 1998; Freppel et al., 2019). Uslovi koji dovode do rupture ¢elije i nacin
oslobadanja nezrelih oocista nisu razjasnjeni, ali se smatra da uobicajeni proces obnavljanja
intestinalnog epitela, S$to podrazumeva apoptozu mnogih enterocita, moze biti jedan od
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mehanizama, jer potencijalno nudi obja$njenje za ogroman broj, vise od 107, oocista koje jedna
inficirana macka moze da izbaci u toku 7 do 15 dana koliko obi¢no traje ovaj proces (Freppel et
al., 2019; Attias et al., 2020). U spoljasnjoj sredini se tokom 7 dana na temperaturi od 20°C do
25°C odigrava sporulacija, koja podrazumeva formiranje Cetiri haploidna sporozoita unutar
oocista, nakon kojeg ove sporulisane oociste postaju visoko infektivne za sve domacine
(Hutchinson, 1965; Frenkel et al., 1970; Dubey et al., 1970). Smatra se da je neophodno da
primarni sporoblast u oocisti prode kroz mejozu pa zatim i mitozu da bi se formirali sporozoiti,
koji su morfoloski sli¢ni bradizoitima i tahizoitima, §to mozda nudi objasnjenje za njihovu
infektivnost. Zid oociste je struktura koja sporozoitima omoguéava dugoro¢nu, viSemesecnu ili
cak visegodisnju, vijabilnost na temperaturama od -20°C do 37°C, u vodi ili zemljistu visokog
saliniteta, kao i otpornost na tretman jakim kiselinama, deterdzentima, rastvorima hipohlorita i
hlora, ozonom pa i UV zracima (Jones i Dubey, 2010; Freppel et al., 2019). Ekscistacija
sporozoita je proces koji je izuzetno tesko replicirati in vitro za razliku od egresa tahizoita iz
parazitoforne vakuole ili ekscistacije bradizoita iz tkivnih cista, te je nedovoljno dobro definisan,
izuzev §to je poznato da su neophodni hemijski i fizicki uslovi prisutni u zelucu i digestivnom
traktu inficiranog domacina (Freppel et al., 2019).

2. Transmisija

Transmisija 7. gondii se odvija izmedu prelaznih domacina, svih homeotermnih vrsta, i
definitivnih domacina, zivotinja iz porodice Felidae, ali imaju¢i u vidu da postoje tri infektivna
zivotna oblika, moguca je, u odsustvu definitivnih domacina, i dugotrajna transmisija iskljucivo
izmedu prelaznih domacina, ili pak transmisija isklju¢ivo izmedu definitivnih domacina u
odsustvu prelaznih domacina, $to je manje verovatno (Slika 5) (Tenter et al., 2000). Primarni
prirodni nain prenosa je ingestija, uglavnom jednog od dva infektivna oblika parazita,
bradizoita u tkivnim cistama ili sporozoita u oocistama, preko kontaminirane hrane ili vode
(Dubey et al., 1970; Beneson et al., 1982; Tenter et al., 2000; Hill i Dubey, 2002; Montoya i
Liesenfeld, 2004; Halonen i Weiss, 2013). Manje zastupljen ali klini¢ki najznacajniji put Sirenja
je vertikalna transmisija, koja je sustinski takode posledica ingestije tkivnih cista ili oocista, a
podrazumeva prenos tahizoita, u koje su se konvertovali bradizoiti ili sporozoiti, putem krvi sa
gravidne jedinke na plod. U matematickim modelima znacaja pojedinih puteva transmisije
vertikalna transmisija bila je znac¢ajna u kontekstu odrzavanja parazita u prirodi i transmisije na
definitivnog domacina kroz miSeve, koji su otuda vazan prirodni rezervoar, dok je retka kod
samih definitivnih domacina (Sakamoto et al., 2009; Deng et al., 2020). Nacini transmisije koji
nisu prirodni ali su od velikog klinickog znacaja su prenos tahizoita transfuzijom ili
transplantacijom celija krvi, ili prenos tkivnih cista sa bradizoitima transplantacijom organa, a
mogu¢ je i slucajni prenos nekog infektivnog oblika u laboratorijskim uslovima (Montoya i
Liesenfeld, 2004; Halonen i Weiss, 2013). Voda kontaminirana oocistama predstavlja jedini put
sa epidemijskim potencijalom za Sirenje i transmisiju parazita, bilo kroz direktnu konzumaciju,
S§to je daleko ¢es¢i slucaj globalno, ili konzumaciju voca i povréa na kojima su deponovane
oociste kroz irigaciju, pa ¢ak i pojedinih vrsta morskih $koljki, koje nastanjuju slankastu vodu
blizu uséa reka, u kojima su se oociste nase kao posledica hranjenja filtracijom vode (Benenson
et al., 1982; Shapiro et al., 2019; Nayeri et al., 2021). Kontaminiranoj vodi su najviSe izlozene
zivotinje, pretezno divlje, dok je u slucaju Coveka, izlozenost viSestruko ve¢a u zemljama ili
regionima gde je manje dostupna ili sasvim nedostupna adekvatno hemijski i mehanicki tretirana
pijac¢a voda. Smatra se da je veliki broj infekcija u juznoj Americi upravo posledica konzumacije
vode kontaminirane oocistama (Keenihan et al., 2002; Bahia-Oliveira et al., 2003; Djurkovié¢-
Djakovi¢ et al., 2019). Oocistama u zemljiStu su najvise izlozene zivotinje koje se hrane direktno
sa zemlje, kao Sto su odredeni herbivori, ptice i glodari (Tenter et al., 2000; Hassan et al., 2018;
Freppel et al., 2019). Domace slobodnozive¢e kokoske su se istakle kao vazan indikator za
kontaminiranost sredine oocistama zbog specificnog nacina hranjenja (Dubey et al., 1993 i
2020).
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Slika 5. Sematski prikaz razli¢itih puteva transmisije. Za T. gondii dominantan nadin prenosa je ingestija, dok je
vertikalna transmisija manje zastupljena. Putevi §irenja parazita su hrana (prvenstveno meso, zatim povrce koje raste
na ili pod zemljom, voce ili zacinsko bilje niskog rasta) i voda. Tri zivotna oblika parazita: tahizoit, bradizoit i
sporozoit, infektivna su za sve domacine, ali sporulisane oociste imaju najvec¢i prenosni potencijal, dok tahizoiti
imaju najmanji. Preuzeto iz Tenter et al. (2000) i modifikovano.

Kod coveka postoji moguénost direktne ingestije oocista nakon feko-oralnog prenosa posle
kontakta sa fecesom definitivnog domacina, ali imaju¢i u vidu da lucenje oocista traje svega dve
nedelje, a da je za infektivnost neophodan proces sporulacije u spoljasnjoj sredini koji traje i do 7
dana, verovatnoca za ovaj put zarazavanja je niska—pogotovo u sluc¢aju kuénih macaka koje se
ne hrane zivim mesom i nemaju pristup spoljasnjoj sredini (Elmore et al., 2010). Ingestija tkivnih
cista koje sadrze bradizoite je znacajan nacin prenosa parazita kod svih zivotinja koje se hrane
mesom, ukljucujuci i ljude (Dubey et al., 1970; Tenter et al., 2000; Montoya i Liesenfeld, 2004;
Halonen 1 Weiss, 2013). Imaju¢i u vidu da je zbog efikasne interkonverzije zivotnih oblika T.
gondii izuzetno teSko precizno identifikovati izvor infekcije, gotovo je nemoguce odrediti koji su
putevi transmisije kriti¢ni u odredenim oblastima i predstavljaju priliku za intervencije u cilju
smanjenja transmisije (Tenter et al., 2000; Hill i Dubey, 2002; Deng et al., 2020). U vecini
zemalja u Evropi i u svetu je potvrdeno prisustvo oocista u povrSinskim vodama (ponajvise
rekama), §to je indicija da su i vode znaCajan rezervoar parazita ne samo u juznoj Americi
(Benenson et al., 1982; Aubert i Villena, 2007; Cirkovi¢ et al., 2020). Takode, prevalenca
infekcije kod domacih Zivotinja moZe biti visoka, u zavisnosti od vrste ali 1 od nacina uzgoja—
slobodnog ili zatvorenog, dok su divlje Zivotinje i dalje nedovoljno ispitane (Tenter et al., 2000;
Klun et al., 2006; Kuruca et al., 2017).
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2.1 Prevencija i kontrola transmisije

Otpornost tri infektivna Zivotna oblika na razli¢ite fizicke i hemijske uslove, od koje zavisi
vijabilnost pa i transmisija, vrlo je razli¢ita. Najotporniji oblik 7. gondii je sporulisana oocista
(Jones 1 Dubey, 2010; Freppel et al., 2019). Oociste je izuzetno teSko inaktivisati ili unistiti
hemijskim tretmanima, ostaju vijabilne u Sirokom temperaturnom opsegu, a otklanjanje iz
povrsinske vode ili zemljista je za sada gotovo nemoguce, Sto Cini kontrolu transmisije vrlo
neefikasnom (Shapiro et al., 2019). Odavno je prepoznato da ¢e se znacajna kontrola transmisije
posti¢i samo vakcinacijom, a dugogodi$nji cilj naucnih istraZivanja na globalnom nivou je
upravo razvoj efikasnih vakcina, koji za sada i dalje ostaje neostvaren iz mnogih razloga, iako je
bilo delimic¢nih uspeha u Zivotinjskim modelima, te je prevencija jedini izbor (Buxton i Innes,
1995; Innes et al., 2009; Djurkovi¢-Djakovi¢, et al., 2019; Bonaci¢-Marinovi¢ et al., 2019).
Nacin prevencije transmisije oocista je, Sto se domacih Zivotinja tice, iskljucivo zatvoren uzgoj,
striktna kontrola i ograniCenje pristupa mackama kao i izbegavanje koriSc¢enja netretiranih
povrsinskih voda za napajanje (Deng et al., 2020). Sto se Goveka ti¢e, glavni vid prevencije je
adekvatno tretirana pijaca voda, a zatim i izbor podzemne vode ili kiSnice za irigaciju voca i
povréa (Shapiro et al., 2019). lako fizicki i hemijski tretmani vode u cilju stvaranja pijac¢e vode
globalno nisu isti, samo zagrevanje vode na preko 60°C je pokazalo visoku efikasnost za
inaktivaciju oocista, takode, ispitivanja su pokazala da u vecini sluCajeva nisu prisutne u
podzemnim vodama (Freppel et al., 2019). Sledeci relativno otporan oblik je tkivna cista koja
sadrzi bradizoite. S obzirom na to da ne postoji nijedan lek koji deluje na bradizoite, kontrola
transmisije se istice kao jedina moguénost. Nacin kontrole transmisije infekcije tkivnim cistama
ljudima (i kuénim ljubimcima), koji je 1 tehnicki sasvim mogu¢, ali za sada nije ni prakti¢an niti
isplativ, bilo bi testiranje domacih Zivotinja na prisustvo 7. gondii i otklanjanje inficiranih
zivotinja iz lanca ishrane. Umesto toga, i u ovom slucaju ostaje prevencija, $to podrazumeva
inaktivaciju tkivnih cista u mesu adekvatnom termickom obradom, kuvanjem ili pecenjem kojim
se postize temperatura mesa preko 60°C ili zamrzavanjem na -20°C. Primenom prevencije se
uveliko smanjuje rizik za vertikalnu transmisiju. Tahizoiti su najosetljiviji zivotni oblik, kratko
ostaju vijabilni izvan ¢elije domacina, termolabilni su, osetljivi na osmotski pritisak i gotovo sva
sredstva za dezinfekciju. Prevencija transmisije transfuzijom je sasvim mogucéa adekvatnim
testiranjem 1 izbegavanjem koriS¢enja krvi donora u akutnoj infekciji, koja je kratkotrajna, te je
verovatnoc¢a za ovaj vid transmisije minimalna.

3. Patogeneza i imunski odgovor na infekciju

Koevolucija parazita i domacina podrazumeva specificne interakcije Cija je svrha da omoguce
koegzistenciju, koja u slucaju 7. gondii moze da traje dugi niz godina, u zavisnosti od zivotnog
veka domacina. Infekcija i imunski odgovor domacina na infekciju, koji ¢ine mehanizmi
rezistencije i mehanizmi tolerancije, pazljivo su izbalansirani upravo da bi omogudili opstanak i
optimalne uslove za transmisiju parazita, Sto podrazumeva izazivanje relativno blage patologije
koja omoguéava dugoro¢no prezivljavanje domacina (Hunter et al., 2012; Gazinelli et al., 2014;
Melchor i Ewald, 2019). Infekcija zapocinje ingestijom tkivne ciste ili oociste, ¢ija membrana ili
zid se u gastrointestinalnom traktu svih domacina naruSava proteolizom i oslobadaju se bradizoiti
ili sporozoiti koji zatim inficiraju enterocite ili zahvaljujuéi kliznoj motilnosti, prolaze epitel i
inficiraju razne imunske ¢elije u kriptama lamine proprie (Buzoni-Gatel et al., 2006). Inficirani
enterociti i druge celije lu¢e hemokine koji navode ¢elije urodenog imunskog sistema do zariSta
gde se nalaze paraziti, a imajuci u vidu da egres tahizoita iz inficirane ¢elije uslovljava smrt te
¢elije, stvaraju se i uslovi za lokalnu inflamaciju, koja takode promovise regrutaciju imunskih
éelija. Efektorske celije urodenog imunskog sistema, dendritske éelije (DC), NK éelije,
makrofazi (MF), inflamatorni monociti i neutrofili, klju¢ni su za prezivljavanje domacina u ranoj
fazi infekcije i za kontrolu akutne infekcije dok su aktivirani CD8" limfociti, koji deluju
citotoksi¢no i uniStavaju inficirane ¢elije, glavni posrednici mehanizama rezistencije i tolerancije
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adaptivnog imunskog sistema (Bhadra et al., 2014; Suzuki, 2021). Aktivirani CD4" limfociti i
njihove posebne subpopulacije, T-regulatorne celije (Tiwg), primarno reguliSu mehanizme
tolerancije, jer su znacajan izvor anti-inflamatornog citokina IL-10 u kasnoj infekciji i sluze kao
ispomo¢ za diferencijaciju i odrzavanje CD8" populacija (Denkers, 2003; Wilson et al., 2005;
Khan et al., 2019). lako infekcija indukuje sintezu specificnih antitela razlic¢itih klasa,
ukljucujucéi IgA, IgM, IgG, IgE, i to znacajnih nivoa u ponekim slucajevima, pokazano je da je
¢elijski imunitet esencijalan za prezivljavanje domacina (Denkers i Gazzinelli, 1998; Zaretsky et
al., 2012).

Nakon infekcije ili samo kontakta sa proteinima 7. gondii, DC sinteti$u velike koli¢ine IL-12,
koji se sastoji od subjedinica IL-12p40 i IL-12p35, a neutrofili i NK celije sintetiSu [FN-y, koji
zajedno promoviSu diferencijaciju limfocita u Th-1 (engl. 7-helper) fenotip i na taj nacin se
pokreée proinflamatorni imunski odgovor karakteristican za 7. gondii infekciju, a neophodan za
prezivljavanje domacina. Kod misSa, produkcija IL-12 se inicira na dva naina, naime
signalizacijom kroz TLR11 i TLR12 (engl. Toll-like receptor), intracelijske endozomalne
receptora CCRS5 (engl. C-C chemokine receptor 5) na ¢elijskoj membrani sa ciklofilinom, §to je
znadajan mehanizam indukcije sinteze 1L-12 kod CD8a" DC u slezini (Aliberti et al., 2000;
Yarovinsky et al., 2006; Denkers, 2003, Shortman i Heath, 2010). Dok su DC odgovorne za
gotovo sav IL-12 koji se sintetiSe nakon infekcije, pokazano je da je rezultat vecine interakcija
parazita sa MF, koji imaju sposobnost uniStavanja tahizoita, zapravo sabotaza njihove funkcije
(Leng et al., 2009; Tosh et al., 2016). Signalizacija koja aktivira transkripciju poreklom od
TLRI11, 12, ali i 2 i 4, koji su odgovorni za TNF, veéinski zavisi od adaptera MyD88 (engl.
Mpyeloid differentiation primary response 88) koji kona¢no aktivira transkripcioni faktor (TF)
NF-«B (engl. Nuclear factor x light chain enhancer of activated B cells), dok signalizacija kroz
CCRS5 izmedu ostalog, kona¢no aktivira TF STAT3 (engl. Signal transducer and activator of
transcription 3), STAT6, FoxP3 (engl. Forkhead box P3), T-bet (engl. T-box expressed in T
cells), koji imaju vazne regulatorne funkcije u kontekstu imunskog odgovora na infekciju (Saeij
et al., 2005; Butcher et al., 2005; Butcher et al., 2011; Bonfa et al., 2014).

Imajuéi u vidu da su oba proteina koja stimuliSu produkciju IL-12 sekretorna, kod miSa, ni
fagocitoza celih tahizoita od strane leukocita, niti aktivna invazija nisu esencijalni za inicijaciju
imunskog odgovora (Tosh et al., 2016). TLR11 je kod ¢oveka pseudogen, dok TLR12 gen nije
uopste prisutan u genomu, tako da dugi niz godina nije bio poznat mehanizam za indukciju IL-12
niti tipovi Celija znacajni za njegovu produkciju (Tosh et al., 2016). Danas se smatra da je za
efikasnu indukciju IL-12 kod ¢oveka neophodna fagocitoza celih tahizoita i proteoliza usled
acidifikacije endozoma da bi doslo do stvaranja liganda za intracelijske receptore, endozomalne
ili citosolne, koji prenose signale za inicijaciju transkripcije. Prema eksperimentalnim podacima,
kljuéni fagociti su CDIlc” DC i CD16" monociti, a parazitske nukleinske kiseline se smatraju
potencijalnim ligandima koji okidaju transkripciju, Sto implicira signalizaciju kroz endozomalne
receptore TLR7, 819 (Tosh et al., 2016, Sher et al., 2017). U slucaju aktivne invazije fagocita ili
bilo kojih drugih ¢elija, 7. gondii stvara parazitofornu vakuolu koja ne podleze acidifikaciji,
inhibira apoptozu inficirane celije, a i pojedini genotipovi suprimiraju transkripciju zavisnu od
TF NF-«xB, koji pored IL-12 i TNF, indukuje i IFN-y (Butcher i Denkers, 2002; Shapira et al.
2004; Rosowski et al., 2011). Ali, i u slucaju internalizacije tahizoita fagocitozom, na primeru
aktiviranih i neaktiviranih misjih MF je pokazano da ¢ak i nakon stvaranja fagozoma, pojedini
nisko virulentni genotipovi ipak efikasno blokiraju acidifikaciju i vrSe invaziju ¢elije iz samog
fagozoma, dok su virulentni genotipovi rezistentni na fagocitozu (Zhao et al., 2014). Interesantno
je da su kod ¢oveka i miga, razliciti tipovi DC i inflamatornih monocita glavni izvori IL-12,
naime migjim CD8o" DC kod &oveka odgovara CD141", ili cDC1 u krvi i tkivima, a ne CD1c"
DC, ili ¢cDC2-A i B samo u krvi, koje su glavni izvor IL-12 (Sher et al., 2017; Rhodes et al.,
2019). Mi§jim inflamatornim monocitima CD115%/Ly6C" odgovaraju klasi¢ni inflamatorni
monociti CD16/CD14" kod ¢oveka, a ne CD16" , patroliraju¢i‘ monociti koji su glavni izvor IL-
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12 (Sher et al., 2017). Vrlo je verovatno da razli¢iti mehanizmi indukcije sinteze IL-12, kao i
razli¢iti mehanizmi invazije leukocita, zapravo rane determinante konacnog ishoda infekcije,
predstavljaju specificne evolutivne adaptacije parazita na razli¢ite domac¢ine. U ovom slucaju
miSeve, koji su znacajan rezervoar parazita u prirodi sa visokim kapacitetom za transmisiju ali su
relativno osetljivi na posledice infekcije, te su predisponirani za transmisiju i odrzavanje nisko
virulentnih genotipova, i ¢oveka, koji je domacin sa minimalnim kapacitetom za transmisiju,
takozvani dead-end host, ali relativno rezistentan na posledice infekcije.

Odavno je pokazano da je IFN-y apsolutno neophodan za prezivljavanje u ranoj fazi infekcije i
odrzavanje hroniciteta (Suzuki et al., 1996). U ranoj fazi infekcije, ovaj citokin luce NK celije i
neutrofili, a kasnije primarno Th-1 diferencirani CD4" i CD8" limfociti (Sturge et al., 2013).
IFN-y je plejotropan, ali medu vaznim doprinosima mehanizmima rezistencije u kontekstu 7.
gondii infekcije se kod misa i Coveka izdvajaju polarizacija MF u klasican fenotip (M1)
signalizacijom kroz IFN-y receptor i aktivacijom TF STATI, Sto stimuliSe produkciju NO~ i
drugih reaktivnih kiseonickih vrsta koje imaju antimikrobno dejstvo. Takode se stimulise
produkcija IDO (indolamin dioksigenaze), koja vrsi katalizu triptofana, amino kiseline za koju je
T. gondii prirodan auksotrof, $to usporava proliferaciju tahizoita (Pfefferkorn et al. 1984; Fox et
al., 2004; Hunter i Sibley, 2012). Takode, IFN-y stimulise aktivaciju transkripcionog faktora T-
bet u limfocitima, koji je odgovoran za diferencijaciju u Th-1 fenotip i indukuje i sintezu familija
IRG (engl. immunity related GTPases) i GBP (engl. guanylate binding protein) proteina, koje
destabilizuju integritet parazitoforne vakuole u mijeloidnim i nemijeloidnim ¢elijama i na taj
nacin omogucavaju destrukciju novoformiranih tahizoita u citosolu (Szabo et al., 2000; Hunter i
Sibley, 2012; Gazinelli et al., 2014; Saeij 1 Frickel, 2017). Imaju¢i u vidu da su kod coveka
prisutni samo IRGM i IRGC, ¢iji je doprinos imunskom odgovoru na infekciju nejasan, iako
postoje indicije da IRGM ima imunolosku funkciju u odgovoru na pojedine patogene bakterije,
mehanizmi rezistencije koji su posredovani IRG proteinima verovatno predstavljaju evolutivnu
adaptaciju kod misa (Behnke et al., 2012). Kod coveka je nedostatak IRG proteina nadomesten
GBP proteinima, te se dodatno istice znacaj fagocitoze kao mehanizma rezistencije, jer se GBP
regrutuju na fagozomalnu membranu i to od strane proteina koji uCestvuju u autofagiji, Sto
upucuje na potencijalan znacaj autofagije i aktivacije inflamazoma (Vestal i Jeyaratman, 2011;
Gazinelli et al., 2014; Saeij i Frickel., 2017). Interesantno je da funkcionalni TLR11 i 12 nisu
prisutni kod mnogih vrsta, izuzev glodara i nekih sitnih sisara (zecevi, jezevi, rovcice), a da
pored Coveka, ni definitivni domacini ne poseduju ni TLR11 i 12 niti IRG proteine, koji su pak
prisutni u genomima drugih vrsta sisara i kod riba, ali ne kod ptica (Gazinelli et al., 2014).

Tahizoiti se iz gastrointestinalnog trakta vrlo brzo diseminuju u limfne &vorove (LC), slezinu,
jetru, pluca, srce i ostala tkiva. Imajuci u vidu da su ekstracelularni tahizoiti izuzetno osetljivi,
vazan nacin diseminacije je putem inficiranih imunskih ¢elija, posebno mijeloidne loze, koje
sluze kao svojevrsni trojanski konj za diseminaciju tahizoita (Barragan i Sibley, 2003, Feustel et
al. 2012; Sanecka i Frickel, 2012; Hunter i Sibley, 2012). Pokazano je da inficirana celija koja
sluzi kao trojanski konj ne mora da napusta krvotok da bi tahizoiti dospeli u organe, ve¢ sama
adhezija leukocita na c¢elije endotela izaziva rani egres tahizoita, verovatno zbog influksa jona
kalcijuma, Sto omogucava invaziju i razmnozavanje u ¢elijama endotela, a zatim i paracelularnu
diseminaciju (Lachenmeier et al., 2011; Feustel et al., 2012; Konradt et al., 2016; Baba et al.,
2017). Invazija i kolonizacija endotela su instrumentalni za prodor parazita u centralni nervni
sistem kao i kroz druge bioloske barijere, kao Sto je placenta (Konradt et al., 2016; Baba et al.,
2017). Adaptivni imunski odgovor zapoéinje u LC i slezini, koje infiltriraju profesionalne
antigen prezentujuée Celije (pAPC) i prezentuju antigen naivnim limfocitima kroz MHC-I,
MHC-II (engl. Major histocompatibility complex class 1, 1I), dok u kasnijim fazama infekcije,
nakon diseminacije tahizoita, prezentacija moze da se odvija i u ostalim tkivima jer i drugi tipovi
éelija, kao $to su astrociti i neuroni, mogu da deluju kao APC, ali prezentuju isklju¢ivo kroz
MHC-1 CD8" limfocitima (Dzierszinski et al., 2007; Merritt et al., 2020; Rahman et al., 2020).
Infekcija slezine u ranoj fazi infekcije prema nekim podacima dovodi do apoptoze ¢elija, atrofije
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bele pulpe, lipofuscinoze i kolagenopatije, zapravo progresivnog gubitka strukture tkiva, Sto tada
uslovljava i smanjenje produkcije antitela (Zaretsky et al., 2012; Lee et al., 2019; Pereira et al.,
2019). Struktura tkiva se vremenom postepeno regeneriSe sa smanjenjem inflamacije, ali uprkos
tome je pokazano da doprinos slezine za sintezu anti 7. gondii antitela u kasnijoj fazi infekcije
nije znaCajan, jer su tada nivoi antitela kod inficiranih miseva kojima je slezina hirurski
odstranjena i kod onih kojima nije, gotovo jednaki (Zaretsky et al., 2012). Ovo implicira
doprinos slezine u ranoj fazi infekcije, ali ne i kljucni znacaj za inicijaciju ili odrzavanje
humoralnog imunskog odgovora, nego upuéuje na vaznost LC u ovom kontekstu.

Uz prezentaciju antigena od strane pAPC bilo kroz MHC-I ili MHC-II, za aktivaciju limfocita u
efektorski fenotip neophodan je sekundarni signal, koji se dobija interakcijom ko-stimulatornih
receptora i liganda, i konacno tercijarni signal, koji ispoljava odgovarajuce citokinsko okruzenje
(Gigley et al., 2011). Sem toga, mogucnost prezentacije antigena od strane neprofesionalnih
APC, implicira da se uspeh dugoroénog imunskog odgovora na infekciju u velikoj meri zasniva
na funkciji antigen specificnih CD8" limfocita, bilo efektora ili memorijskih ¢elija, koji deluju
citotoksi¢no i sintetiSu proinflamatorne citokine, dok CD4" limfociti podrzavaju diferencijaciju,
proliferaciju i funkciju CD8" populacije (Khan et al., 2019). CD4" doprinose prezentaciji
antigena, indukuju ko-stimulatorne receptore na pAPC i sintezu IFN-y u NK ¢elijama, sintetisu
proinflamatorne citokine i IL-2, koji je pozitivan signal za ekspanziju limfocitne populacije, a
Treg, posebna populacija CD4" limfocita, doprinose diferencijaciji CD8" efektora u memorijske
¢elije 1 suprimiraju inflamaciju (Denkers i Gazinelli, 1998; Bhadra et al., 2011; Khan et al.,
2019). Za odrzavanje memorijskih CD8" Celija visokog aviditeta, klju¢nu populaciju koja
unistava inficirane ¢elije i tkivne ciste u kasnoj fazi infekcije, neophodni su IL-7 i IL-15 koje
sintetiSu uglavnom leukociti, dok IL-12 deluje kao pozitivan signal za diferencijaciju u
efektorski ili efektor memorijski fenotip, koji zadrzava citotoksi¢nu funkciju i ima predispoziciju
za periferne limfoidne organe (Wilson et al., 2010; Grigley et al., 2011). Nasuprot tome, IL-12
takode suprimira diferencijaciju u centralno memorijski fenotip, koji nema citotoksi¢nu funkciju,
ve¢ uglavnom sintetiSe citokine i ima predispoziciju za sekundarne limfoidne organe (Wilson et
al., 2010). Pokazano je da je lokalizacija efektorskog memorijskog i memorijskog fenotipa
zavisna od afiniteta T-Celijskog receptora za MHC, naime da se limfociti sa visokim afinitetom
lokalizuju u pojedinim tkivima i da osnivaju populacije koje trajno borave u tim tkivima (engl.
tissue resident), dok ¢elije sa niskim afinitetom ostaju na periferiji, Sto objasnjava znacaj CD8"
limfocita visokog aviditeta za dugoroc¢nu toleranciju infekcije (Sanecka et al., 2018; Tsitsiklis et
al., 2019; Merritt et al., 2020; Suzuki, 2021).

lako inflamacija, koja je delimi¢no posledica aktivnosti samog parazita ali i prisustva
proinflamatornih citokina, doprinosi smanjenju broja tahizoita u ranoj fazi infekcije kroz razne
mehanizme, postoji rizik od prekomerne nekroze tkiva, posebno u ranoj infekciji, ukoliko
intenzitet proinflamatornog odgovora nije kontrolisan mehanizmima tolerancije (Gazinelli et al.,
1996). Sem toga, smatra se da snazno antiparazitsko dejstvo Th-1 odgovora negativno uti¢e na
transmisiju, jer ne pogoduje razvoju tkivnih cista, iako inflamacija promovise prodor kroz
bioloske barijere, jer ujedno uzrokuje i patologiju koja moze biti fatalna za domacina ve¢ u ranoj
infekciji, Sto implicira moguénost da je glavni mehanizam tolerancije, supresija Th-1, evolutivna
adaptacija parazita na domacina ili obrnuto (Neyer et al., 1997; Denkers i Gazinelli, 1998;
Rosowski et al., 2011). Eksperimentalno je utvrdeno da se supresija Th-1 veéinski postize
efektima anti-inflamatornog citokina IL-10, koji je plejotropan, a sintetiSe se ve¢ u ranoj fazi
infekcije primarno od strane inficiranih MF i inhibira transkripciju IL-12 u ovim delijama i
indukciju IFN-y u NK ¢elijama, dok su u kasnijoj fazi infekcije CD4" limfociti glavni izvor IL-
10 (Gazinelli et al., 1996; Wilson et al., 2005). Sem inhibicije IL-12 u MF od strane IL-10, $to je
vid autoregulacije, pokazano je da sam parazit aktivno inhibira transkripciju IL-12 i TNF kroz
aktivaciju STATS3, koji regulise ¢elijsku signalizaciju zavisnu od IL-10 (Ihle, 2001; Butcher et
al., 2005).
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Inhibicija IL-12 i IFN-y u ranoj fazi infekcije ima dalekosezne posledice jer suprimira
polarizaciju MF u M1 fenotip kao i Th-1 diferencijaciju limfocita zavisnu od IFN-y, dok u
kasnijoj fazi infekcije, IL-10 suprimira inflamaciju zavisnu od IFN-y i sintezu IL-2 (Denkers i
Gazinelli, 1998). Ali, iako ima antagonisticko dejstvo u kontekstu Th-1 imunskog odgovora, u
odsustvu endogenog IL-10 (IL107/°) miSevi ne prezivljavaju akutnu fazu infekcije, a patologija
koja dovodi do smrti je posledica visokih nivoa proinflamatornih citokina koji uslovljavaju
intenzivnu inflamaciju (Gazinelli et al, 1996; Neyer et al., 1997; Denkers i Gazinelli, 1998). Ista
patologija je pokazana i kod miSeva koji nemaju funkcionalan STAT3 (STAT37/), Sto implicira
da je zapravo kontrola aktivacije STAT3 u MF od strane parazita esencijalna protivmera za
domacinove mehanizme rezistencije (Takeda et al., 1999; Leng et al., 2009).

Zastitna funkcija IL-10 je takode pokazana i u hronicnoj infekciji, na misjem modelu
toksoplazmatskog encefalitisa (TE), gde je mogu¢e da ima sinergisticki efekat u redukciji
inflamacije sa TGF-p kojeg lu¢e mijeloidne ¢elije, i ima direktnu neuroprotektivnu funkciju
(Wilson et al., 2005; Cekanaviciute et al., 2014). Sintezu IL-10 u CD4" limfocitima promovise
IL-27, citokin koji se sastoji od subjedinica p28 i EBI3 (engl. Epstein-Barr virus induced gene
3), kojeg sintetisu razli¢ite subpopulacije CD4" limfocita. U kontekstu infekcije 7. gondii
pokazano je da je ovaj interleukin takode kljucan za razvoj populacije Treg ¢elija koje specificno
kontroli$u inflamaciju povezanu sa Th-1 (T-bet" Tie), dok su TGF-B i IL-2 neophodni za
odrzavanje Treg populacije (O'Hara Hall et al., 2012). U kontekstu ovih saznanja se objasnjava
reaktivacija infekcije i TE specificna patologija kod HIV+ pacijenata, koja nastaje u kasnim
fazama neleCenog AIDS-a, kada deplecija gotovo cele CD4" populacije uslovljava i smanjenje
CDS8" populacije sa kapacitetom za uniStavanje inficiranih ¢elija, dok sinergisticki efekat
proliferacije tahizoita i smanjenja nivoa antiinflamatornih citokina intenzivira inflamaciju koja
prouzrokuje lokalizovanu nekrozu tkiva, §to pospesuje prodor tahizoita kroz bioloske barijere i
diseminaciju. Sem gubitka limfocitne populacije, pokazan je i gubitak efektorske funkcije kod
C57B6 soja inbred miSeva, kod kojih se spontano razvija TE, izmedu ostalog i zbog fenomena
iscrpljivanja (engl. exhaustion), koji podrazumeva indukciju TF Blimpl (engl. B Lymphocyte
induced maturation protein 1) kod CD4" i inhibitornog receptora PD-1 (engl. Programmed cell
death protein 1) kod CD8", §to moZze delimi¢no da objasni spontanu reaktivaciju infekcije i kod
drugih imunokompetentnih domacina (Tsitsiklis et al., 2019).

Regulacijom indukcije gena za IL-12 i IL-10, klju¢nih antagonista mehanizama rezistencije i
tolerancije, 7. gondii omogucava prezivljavanje domacina i striktno kontrolise patologiju tokom
procesa infekcije tkiva i diseminacije po organizmu, $to je preduslov za efikasnu incistaciju i
dugoroc¢no prezivljavanje u cilju transmisije. Jedan od mehanizama kojim se postize regulacija je
kontrola transkripcije kod MF aktivacijom razli¢itih TF—NF-«B ili STAT3/6—u zavisnosti od
genotipa parazita (Saeij et al., 2006; Butcher et al., 2011). Incistacija, koja predstavlja tipi¢an
ishod patogeneze kod velike vecine inficiranih domacina, posledica je kombinacije imunoloSkog
pritiska, ali i genske regulacije u okviru Zivotnog ciklusa parazita, koja je specificna za svaki
genotip (Luder i Rahman, 2017; Jeffers et al., 2018). Odavno je poznato da proinflamatorno
okruzenje koje ¢ini Th-1 odgovor indukuje konverziju tahizoita u bradizoite, ali je na primeru
MF polarizovanih in vitro u M1 fenotip i aktiviranih lipopolisaharidom (LPS) pokazano da je
kljucan i stupanj aktivacije, jer deoba tahizoita u inficiranim ¢elijama ne sme da bude kompletno
obustavljena da bi doSlo do incistacije. Ovo objasnjava postojanje viSe nacina aktivacije
razlicitih leukocita kod misa i kod coveka, koji upravo predstavljaju razli¢ite vidove kontrole
mehanizama rezistencije in vivo (Bohne et al., 1993). Sem ovoga, u neuronima i miocitima, kao
terminalno diferenciranim, dugozive¢im celijama predilekcionih tkiva, konverzija tahizoita u
bradizoite i formiranje tkivnih cista se odvija i spontano, u uslovima bez imunoloskog pritiska,
Sto ukazuje na gensku regulaciju kontrole incistacije kod parazita, ali implicira i postojanje
specificnih odlika ovih tipova celija za promovisanje konverzije i incistacije (da Fonseca
Ferreira-da-Silva et al., 2009; Luder i Rahman, 2017). Cinjenica da se ,,mlade ciste, koje se
stvaraju u ranijoj fazi infekcije, mogu razlikovati od ,,starijih“ po zapremini, koja se uvecava sa
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proliferacijom bradizoita, kao i po debljini membrane, navodi na zakljuak da tkivne ciste nisu
inertne, iako je upravo to bila dugogodi$nja dogma (Dubey et al., 1998; Suzuki, 2021).
Proliferacija je zavisna od metabolicke aktivnosti, koja je znacajno niza kod bradizoita u odnosu
na tahizoite, ali ipak zahteva razmenu materijala sa ¢elijom domacina, §to implicira i postojanje
parazitskih proteina koji se nalaze unutar ¢elije domacina ili se eksportuju u meducelijski prostor
i mogu da posluze kao antigen, a pokazano je da i inficirani neuroni sami mogu da prezentuju
antigen molekulima MHC 1 klase (Sa et al., 2017; Salvioni et al., 2019; Suzuki, 2021). U
poslednijh nekoliko godina, eksperimentalna istraZivanja su takode pokazala da su CD8" éelije u
mozgu misa lokalizovane u neposrednoj blizini inficiranih neurona, a utvrdeno je da je posebna
populacija CD8" limfocita sa V8.1 i 8.2 receptorom sposobna da prepozna epitop T. gondii
sekretornog proteina GRA6 od 106 amino kiselina koji se nalazi u N-terminalnom regionu
(ak44-152) (Sa et al., 2017; Merritt et al., 2020). Ovo za posledicu ima aktivaciju citotoksi¢ne
funkcije ove CD8" populacije, §to podrazumeva penetraciju inficirane ¢elije a zatim i tkivne
ciste, bilo ,,mlade” ili ,stare, mehanizmima koji zavise od perforina, i konacno sekreciju
proteaze granzim B koja uniStava bradizoite (Tiwari et al., 2019; Suzuki, 2021). Svi ovi podaci
pokazuju da je i hroni¢na faza infekcije imunoloski vrlo aktivna, $to implicira revolucionarnu
moguénost za kompletnu eradikaciju incistiranih parazita kod svih domacina odgovaraju¢om
imunoterapijom, $to se nije moglo posti¢i dosadasnjim terapijskim moguénostima.

4. Populaciona genetika

Mnoge protozoe i drugi eukarioti, koji mogu da se razmnozavaju mejozom, imaju ‘“klonalnu”
populacionu strukturu, $to se zakljucuje na osnovu dokazane dugoro¢ne dominacije pojedinih
genotipova u populacijama koje su prostorno udaljene kao i prisustva ne sluc¢ajne povezanosti
alela na razlicitim lokusima (engl. linkage disequillibrium) (Tibayrenc et al., 1991; Tibayrenc i
Ayala, 2002; Darde, 2008). Klonalnost ne znaci odsustvo seksualne reprodukcije, ve¢ ukazuje na
nisku frekvenciju rekombinacije genoma, §to vremenom dovodi do stvaranja klonskih loza koje
medusobno mogu biti i vrlo divergentne ako evoluiraju u razli¢itim okolnostima, kao §to su
geografske oblasti koje karakteriSe razlicita klima ili, u sluCaju parazita, razliCite vrste domacina
(Ayala, 1998; Tibayrenc i Ayala, 2002). Kod vrsta sa klonalnom populacionom strukturom
utvrdivanje diverziteta je otezano, jer zahteva analizu daleko vece populacije sojeva nego §to je
slucaj kod panmikti¢nih vrsta, da bi se obuhvatio adekvatan broj postojecih klonskih loza (Ayala,
1998). T. gondii poseduje poliklonalnu populacionu strukturu koja se sastoji od loza I, II, III koje
su globalno rasprostranjene i najfrekventnije u severnoj Americi i Evropi, zatim loza koje su
geografski lokalizovane, ali vrlo frekventne kao §to su Brl-BrIV u Brazilu, Africa 3 u zapadnoj
Africi, 1 China I u Kini, i loza koje su visoko frekventne ali u odredenim populacijama, kao $to
je haplotip 12 (ili loza IV, tip X) kod divljaci u severnoj Americi (Dubey et al., 2007; Pena et al.,
2008; Khan et al., 2011; Su et al., 2012; Wang et al., 2013; Shwab et al., 2014; Mercier et al.,
2010; Galal et al., 2019). Sem ovih postoje i klonske loze koje su vrlo nisko frekventne u nekim
regionima, a visoko frekventne u drugim, ¢ija geografska distribucija iz tih razloga nije precizno
odredena, kao $to su Africa 1, koja je prisutna u zapadnoj i severnoj Africi ali i u juznoj Evropi,
S$to podstice sumnju da je globalna, ali i loze koje su frekventne, mada u izuzetno specifi¢nim
geografskim oblastima kao $to je Amazonija (Pena et al., 2008; Mercier et al., 2010; Do skaya et
al., 2013; Can et al., 2014; Galal et al., 2019; Hamidovi¢ et al., 2021). Na osnovu ovih saznanja
ocigledno je da se diverzitet vrste 7. gondii dosta razlikuje po geografskoj osnovi—zapravo
nizak diverzitet na ogromnoj teritoriji severne hemisfere, koje Cini severna Amerika, Evropa i
Kina, u odnosu na visok diverzitet prisutan na relativno maloj teritoriji juzne hemisfere, koju
¢ine centralna Amerika, Brazil i Kolumbija—sSto se prema nekim tvrdnjama u evolutivnom
kontekstu moze objasniti kao posledica ko-migracija sa mnogim vrstama definitivnih domacina i
trajnim nastanjivanjem na juznoj hemisferi (Johnson et al., 2006; Khan et al., 2011; Su et al.,
2012; Shwab et al., 2014). Ali, obzirom da su utvrdene i znacajne razlike u diverzitetu populacija
genotipova izolovanih ili detektovanih u ljudima i domac¢im Zivotinjama u odnosu na divlje
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zivotinje na gotovo svim kontinentima, kao i diverziteta populacije u okviru razli¢itih loza, jasno
je da postoje i drugi faktori sa manje ili viSe znacajnim uticajem na diverzitet (Howe i Sibley,
1995; Howe et al., 1997; Mercier et al., 2011; Jiang et al., 2018; Galal et al., 2019).

Smatra se da postojanje klonskih loza kod 7. gondii nije posledica rekombinacija brojnih drevnih
genotipova koje su vremenom izrodile uspe$ne genotipove, koji su se zatim u specificnim
uslovima razvili u razlicite loze i brzo diseminovali Sirom sveta, ve¢ je zapravo rekombinacija
genoma uvek bila relativno nefrekventna, dok se ubikvitarnost malog broja srodnih genotipova
objasnjava epidemijskim Sirenjem u odredenom vremenskom periodu (Grigg et al., 2001; Grigg i
Suzuki, 2003). Cinjenica da je potencijal za epidemijsko Sirenje vrste povezan sa sporulisanim
oocistama implicira zavisnost od definitivnog domacina, §to podrazumeva znacaj mejoze, ali ne i
rekombinacije genoma, koja je moguca samo u slucaju ko-infekcija sa dva razlicita genotipa, da
bi tahizoiti oba mogli da u€estvuju u gametogoniji. Sem transmisije oocistama, prema nekim
tvrdnjama, kredibilitetu epidemijskog scenarija ide u prilog i nalaz poviSenog kapaciteta
transmisije putem tkivnih cista kod mnogih frekventnih genotipova, ukljucujuci i najfrekventniji
na severnoj hemisferi, arhetip II (ToxoDB#1) (Su et al., 2003). Ovim se ne iskljucuje mejoza kao
evolutivni pokreta¢ vrste ve¢ se implicira da je rekombinacija genoma bila izuzetno uspesna, jer
visoka filogenetska bliskost genotipova iz tri dominantne klonske loze I, II i III svedoci o tome
da su one rezultat rekombinacija relativno malog broja drevnih genotipova, €iji genomi se
smatraju delimi¢no sacuvanim kod “atipi¢nih” genotipova (Grigg et al., 2001; Grigg i Suzuki,
2003, Su et al., 2003; Boyle et al., 2006).

4.1 Metode genotipizacije i genotipovi T. gondii

Metoda zlatnog standarda za genotipizaciju sojeva 7. gondii je MnPCR-RFLP (engl. Multiplex
nested polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) koja obuhvata 9
genomskih lokusa na 7 od ukupno 14 hromozoma i jedan lokus u apikoplastnoj DNK (Khan et
al., 2005; Su et al., 2006; Su et al., 2010). Metoda je razvijena na osnovu referentnih genotipova
koji predstavljaju loze I, II i IIl i zasniva se na detekciji SNP (engl. single nucleotide
polymorphisms) prisutnih u sekvencama na razli¢itim lokusima, restrikcijom odgovaraju¢im
endonukleazama nakon koje se dobijaju fragmenti razli€itih duzina koje predstavljaju razlicite
tipove alela (Sibley i Boothroyd, 1992; Howe i Sibley, 1995). Referentne genotipove za loze I, II
i III, takozvane arhetipove, definiSe identiCan tip alela na svim lokusima, dok kombinacija
razli¢itih tipova alela definiSe varijantne genotipove, a dominantan tip alela u genotipu, koji
zapravo predstavlja obrazac tipova alela na 9 lokusa, klasifikuje genotip u odredenu klonsku
lozu. Imajucéi u vidu da se apikoplastna DNK nasleduje iskljucivo od makrogamonta, tip alela na
tom lokusu, ukoliko se razlikuje od dominantnog tipa alela u genomskoj DNK, definise
rekombinantne genotipove (Ferguson et al., 2005). lako su lokusi podobni za genotipizaciju
odabrani na osnovu ukrStanja tri arhetipa, Sto podrazumeva da detektuju polimorfizme koji
karakteriSu samo alele tipa 1, 2 i1 3, koji su visoko frekventni i razlikuje ih u mnogim slucajevima
samo po jedan SNP, postoje i relativno nisko frekventni aleli u-1, u-2 i najredi, u-3, koji su
detektovani na pojedinim lokusima (www.toxodb.org; Khan et al., 2005; Su et al., 2010). Za
sada je na osnovu PCR-RFLP genotipizacije sojeva iz celog sveta zvani¢no definisan 231
genotip koji su pohranjeni u elektronskoj bazi podataka ToxoDB, iako je nezvanican broj
identifikovanih genotipova preko 300. lako postoji Sest tipova alela, za sada su i dalje prepoznata
samo tri arhetipa ToxoDB#10, arhetip loze I, ToxoDB#1, arhetip loze II i ToxoDB#2, arhetip
loze III, dok su referentni genotipovi za sve ostale loze varijantni (Tab. 1) (www.toxodb.org).
Filogenetskom analizom je do sada identifikovano 15 globalnih haplogrupa (HG), od kojih svaka
ima svoj referentni genotip i koje su po osnovu srodnosti svrstane u Sest klada (A-F) (Su et al.,
2012). Analizom polimorfizama apikoplastne DNK 35 razlicitih genotipova utvrdeno je da su
haplogrupe 1, 2, 4 i 8 potomci jedne drevne mati¢ne loze, dok su 3, 6 i 9 potomci druge drevne
maticne loze, te se smatra da su Cetiri mogucée ancestralne loze od kojih su potekli svi genotipovi
HG2, HG4, HG6 1 HGY (Boyle et al., 2006; Khan et al., 2011).
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Tabela 1. Referentni genotipovi globalne populacione strukture 7. gondii. Prikazani su referentni
genotipovi za 15 HG. Samo prva tri genotipa su arhetipovi; HG 1, 2, 3 i 6 predstavljaju geografski najSire
rasprostranjene loze. Genotipovi ToxoDB#28 (CAST), ToxoDB#66 (TgCgCa0l) i ToxoDB#40
(TgCtCo05) su oznaceni kao atipi¢ni, dok HG 7, 11 i 13 nisu uvrsteni u klade zbog nedovoljnog broja
srodnih genotipova.

Haplogrupa (HG), Lokusi kori$éeni za genotipizaciju PCR-RFLP metodom
klada (A-F) SAG1 SAG2 AltSAG2 SAG3 BTUB GRA6 C22-8 C29-2 1358 PK1 APICO Genotip

GT1 (Arhetip 1) HG1, A | | | | | | | | | | | ToxoDB#10
MEA49 (Arhetip 1) HG2,D ] Il I Il 1] Il ] ] I I Il ToxoDB#1
VEG (Arhetip Ill) HG3, C 1 1 1 n i mn 1 L} i mn n ToxoDB#2
FOU (Africa 1) HG6, A | | | n | 1] U-1 | | | | ToxoDB#6
ARI (Loza IV) HG12,D U-1 Il Il 1] 1] 1] ] Il | I | ToxoDB#5
TgCatPRC2 (China 1) HG13 U-1 Il I 1 mn 1] ] 1]} I I | ToxoDB#9
DOM2 (Africa 3) HG14, A | | Il n mn | 1} | mn mn | ToxoDB#16
MAS (BrlV) HG4, B U-1 | I 1 i mn U-1 | | mn | ToxoDB#17
RUB (Amazonian) HGS5, F | | I | 1]} mn ] 1]} | mn 1 ToxoDB#96
CAST (Atipican) HG7 | | | | | | Il | i | n ToxoDB#28
TgCatBRO5 (Brl) HGS8, B | 1 1 n mn mn | | | U-1 | ToxoDB#19
P89 (Brlll) HG9, E | 1 1 I} 1]} mn ] 1]} 1]} mn 1 ToxoDB#8
VAND (Amazonian) HG10, F | | I | mn mn 1 | i mn | ToxoDB#60
TgCgCa01 (Atipican) HG11 | Il Il 1 1] 1] Il U-1 | U-2 | ToxoDB#66
TgCtCoO5 (Atipican) HG15, F U-1 | Il 1 mn mn LI} 1]} | mn | ToxoDB#40

Sem MnPCR-RFLP metode, razvijena je i metoda za multilokusnu tipizaciju zasnovana na
analizi duZina sekvenci 15 odabranih mikrosatelita (MS) koji su kod T. gondii najceSce
tandemski ponovci dva nukleotida (Ajzenberg et al., 2010; Su et al., 2010). Prednost MS je
relativno visoka frekvencija mutacija u odnosu na SNP, Sto omogucava razlikovanje vrlo srodnih
genotipova koje MnPCR-RFLP ne razlikuje (Su et al., 2010). Sem ovih metodologija, uvedeno je
i mulitilokusno sekvenciranje kao vid genotipizacije sa najve¢om rezolucijom, ali se iz
prakti¢nih razloga retko upotrebljava, ve¢ predstavlja metodologiju koja se koristi iskljucivo za
filogeniju u okviru specifi¢nih istrazivanja iz oblasti populacione genetike.

5. Virulencija

Istrazivanja virulencije parazita 7. gondii su se odvijala gotovo paralelno sa istrazivanjima
populacione genetike, kada je ustanovljeno da arhetipovi loza I, 11 i III, (ToxoDB#10, 1 i 2) koji
su medu prvim izolovanim i okarakterisanim genotipovima, razlikuju u intenzitetu virulencije
koju ispoljavaju kod razlicitih sojeva laboratorijskih miSeva (Sibley i Boothroyd, 1992; Darde,
2008). Sem toga, identifikacija arhetipa loze II (ToxoDB#1) kao najfrekventnijeg uzroc¢nika
toksoplazmoze kod ljudi, kao i povezanosti pojedinih genotipova sa specificnom klinickom
patologijom, doprinela je jacanju hipoteze da je genotip povezan sa virulencijom i da uti¢e na
patogenezu i posledice infekcije kod domacina (Sibley i Boothroyd, 1992; Howe i Sibley, 1995;
Howe et al., 1997; Darde, 2008; Ajzenberg et al., 2009; Carme et al., 2009). Eksperimentalna
procena virulencije se zasniva na procentu mortaliteta razliCitih sojeva laboratorijskih miSeva
nakon in vivo infekcije (Saraf et al., 2017). Utvrdeno je da se arhetipovi, koji se najcesce koriste
kao modeli, razlikuju u odnosu na letalnu dozu (LD) za 50% (LDso) ili 100% (LD100) Zivotinja, i
vreme prezivljavanja, tako da je za arhetip I (ToxoDB#10) LDig=1 i prezivljavanje od
maksimalno 10 dana nakon infekcije sa < 10 tahizoita, dok su za arhetipove Il i III (ToxoDB#I i
ToxoDB#2) LDso=103-10° tahizoita, a vreme prezivljavanja je neodredeno (Sibley i Boothroyd,
1992; Darde et al., 2008; Khan et al., 2009; Saraf et al., 2017). Imajuci ove podatke u vidu, jasno
je da je virulencija dozno nezavisna kod arhetipa I (ToxoDB#10) za razliku od arhetipova II i I1I
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(ToxoDB#1 i ToxoDB#2), §to upucuje na to da je za validnost procene virulencije neophodno
sagledati kumulativni mortalitet miSeva nakon infekcija sa viSe razlicitih doza, ali takode ukazuje
na to da se mehanizmi koji doprinose virulenciji arhetipa I (ToxoDB#10) fundamentalno
razlikuju od mehanizama kod arhetipova II i III (ToxoDB#1 i ToxoDB#2). Analiza prve
generacije potomaka nakon ukrStanja virulentnog arhetipa I (ToxoDB#10) sa nisko virulentnim
arhetipom III (ToxoDB#2) pokazala je tri razli¢ita fenotipa virulencije in vivo koji su definisana
na slede¢i nacin: akutna ili visoka virulencija, koju karakterisSe 100% mortaliteta, srednja ili
intermedijarna virulencija, sa visokim mortalitetom ali i prezivljavanjem pojedinih zivotinja, i
niska virulencija sa niskim mortalitetom i visokim procentom prezivljavanja, (Su et al., 2002;
Darde, 2008). Ista analiza nakon ukrStanja nisko virulentih arhetipova II (ToxoDB#1) i III
(ToxoDB#2) je pak pokazala vecinski nisku virulenciju in vivo, kod 14 od 16 analiziranih
potomaka, $to je oCekivano, ali i dva potomka visoke virulencije (Grigg et al., 2001). Rezultati
ukazuju na multilokusnu regulaciju virulencije, ali i postojanje bifazicnih lokusa, §to u
evolutivnom kontekstu upucuje na rezultat rekombinacije samo dve ancestralne loze od kojih su
potekle sve klonske loze i potvrduje nalaze populacione genetike.

Za sada je identifikovano pet QTL (engl. quantitative trait locus), multigenskih regiona u
genomu povezanih sa fenotipom virulencije, koji su oznaceni kao VIR1 (hromozom XII), VIR2
(hromozom X), VIR3 (hromozom VlIla), VIR4 (hromozom VIIb) i VIRS (hromozom XII. Ovih
pet QTL zajedno obuhvataju oko 1230 gena, Sto implicira postojanje diskretnih biomarkera ili
regulatora virulencije, ali je interesantno da ne samo S$to je taj relativno mali broj gena
potencijalno odgovoran za vrlo razlicite fenotipove, ve¢ i da se po dva VIR regiona nalaze na
istom hromozomu (Su et al., 2002; Saeij et al., 2006). Geni kandidati sa najve¢im potencijalom i
kredibilitetom za biomarkere ili regulatore virulencije unutar QTL su ROP5 i SAG3 (VIR1),
GRA35 (VIR2), ROP16 (VIR3) i ROP18 (VIR4), dok se pretpostavlja da je jedna od adenozin
kinaza moguci kandidat u VIRS5 (Saeij et al., 2006). Svi kandidati iz VIR1-4 su sekretorni
proteini koji se luce iz apikalnog kompleksa tahizoita pre i u toku procesa invazije celije i
formiranja parazitoforne vakuole, procesa kljucnih za proliferaciju parazita i patogenezu kod
domacina (Saij et al., 2006; Sibley et al., 2009, Selleck et al., 2013). Sem signalne sekvence,
proteine iz porodica ROP, GRA i SAG karakteriSe visok polimorfizam i pozitivna selekcija, §to
uslovljava i visok nivo ekspresije u jednom od infektivnih Zivotnih oblika parazita, iako je
inaktivacija gena CRISPR metodom pokazala da vecina, koja ukljucuje i gene kandidate, nije
esencijalna za vijabilnost (Minot et al., 2012; Lorenzi et al., 2016; www.toxodb.org). Ovo znaci
da gotovo svi geni koji ¢ine porodice sekretornih proteina ROP, GRA, MIC, SAG (engl. surface
antigen) ili SRS (engl. SAG related sequence) mogu biti povezani sa virulencijom, bilo da se
nalaze u okviru QTL regiona ili ne,Sto je i eksperimentalno utvrdeno za pojedine kao Sto su
ROP17 (hromozom II) i GRA15 (hromozom X, izvan VIR2) (Tab. 2) (Rosowski et al., 2011;
Gold et al., 2015; Lorenzi et al., 2016).

Eksperimentalno je pokazano je da se razmenom tri razlicita alela ROP18—ROP18; (1), ROP18y
(2) 1 ROP18m (3)—prvobitno okarakterisanih kod arhetipova, postiZze intenziviranje (1) ili
smanjenje (2,3) in vivo virulencije, dok ROPS5, koji kodira nefunkcionalnu pseudokinazu,
alosteri¢no regulise kataliticku funkciju ROP18, u zavisnosti od tipa alela ROPS5, kojih prema
nekim nalazima ima 8, jer mnogi genotipovi poseduju vise kopija ROP5 (Saeij et al., 2006; Khan
et al., 2009; Behnke et al., 2012). Grupa alela prisutna kod arhetipova I (ToxoDB#10) i III
(ToxoDB#2) povezana je sa viSom virulencijom, dok je suprotno utvrdeno za alele prisutne kod
arhetipa Il (ToxoDB#1) (Etheridge et al., 2014; Shwab et al., 2016). Sinergisticka aktivnost
ROP18/ROP5 kod viruletnih genotipova pojacava stepen fosforilacije IRG proteina $to blokira
njihovu akumulaciju na parazitofornoj vakuoli i stiti integritet vakuole, $to i objasnjava visoku
virulenciju kod miseva. Medutim, postoje i podaci da mogu da blokiraju pojedine ¢lanove GBP
familije, kao sto je Gbpl, $to ukazuje na moguénost uc¢es¢a ROP18/ROPS u regulaciji virulencije
i kod ¢oveka (Hunter i Sibley, 2012; Behnke et al., 2012; Selleck et al., 2013). Imajuci u vidu da
svi aleli ROP18 kodiraju kataliti¢ki funkcionalne kinaze, utvrdeno je da je nivo ekspresije takode
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povezan sa virulencijom (Khan et al., 2009). Naime, dok je kodiraju¢a sekvenca vrlo sli¢na,
region izvan kodiraju¢e sekvence na 5' kraju se drasticno razlikuje, tako sto ROP18m1 poseduje
jedinstvenu UPS (engl. upstream sequence) sekvencu od oko 2kb, koja nije prisutna kod ROP18;
i ROP18y;, a smatra se da je odgovorna za nizak nivo ili odsustvo ekspresije ROP18, dok je
odsustvo UPS sekvence povezano sa visokim nivoom ekspresije (Khan et al., 2009). Pored
uticaja na funkciju ROP18, ROPS5 takode regulisSe katalicku funkciju ROP17 kinaze koja
primarno reguliSe permeabilnost membrana parazitoforne vakuole i tkivne ciste, Sto utice na
prezivljavanje tahizoita i bradizoita (Etheridge et al., 2014; Paredes-Santos et al., 2019).
Pokazano je da slicno kao ROP18, i ROP17 moze da blokira akumulaciju IRG proteina na
parazitofornoj vakuoli, te se smatra da je sinergisticki efekat ROP5, ROP18 i ROP17 izuzetno
snazna kontramera protiv IRG posredovanog uniStenja parazitofornih vakuola kod misa
(Etheridge et al., 2014; Zhao i Yap, 2014).

Pokazano je da tip alela GRA15—GRAI15ym (1) i GRA15q (2)—antagonisticki regulisu
translokaciju NF-kB, Sto uti¢e na transkripciju gena koje indukuju TLR kaskade (Rosowski et
al., 2011). Alel 1, koji je prisutan kod arhetipova I (ToxoDB#10) i III (ToxoDB#2) povezan je sa
niskim nivoom translokacije dok je alel 2, koji je prisutan kod arhetipa II (ToxoDB#1), povezan
sa visokim nivoom (Rosowski et al., 2011). Imajuéi u vidu da NF- kB kontroliSe transkripciju
IL-12, genotipovi sa alelom 1 slabije indukuju IFN-y, Sto objasnjava i slabiju indukciju
mehanizama rezistencije za unistavanje tahizoita, i posledi¢no intenzivniju proliferaciju in vivo u
ranoj infekciji kao i povisenu virulenciju (Rosowski et al., 2011). ROP16, koji je uz GRA15 jos
jedan primer bifazicnog lokusa, vrsi direktnu fosforilaciju STAT3, koji reguliSe indukciju IL-12
zavisnu od CCRS kaskade i signalizaciju posredovanu IL-10 kod MF, ali i STAT®6, koji inace
aktivira signalna kaskada posredovana IL-4/IL-13, glavnim citokinima koji karakteriSu Th-2 tip
¢elijskog imunskog odgovora (Thle, 2001; Robben et al., 2004; Saeij et al., 2006; Leng et al.,
2010; Butcher et al., 2011). Alel ROP16yn (1) za razliku od ROP16y (2), fosforilacijom
uslovljava konstitutivnu aktivaciju TF STAT3/6 i dovodi do smanjenja IL-12 produkcije kod
MF, ali i do indukcije ARG1 (arginaze 1) koja je antagonist NOS2 (engl. Nitric oxide synthase
2), 1 vrsi katalizaciju arginina (Tuladhar et al., 2019). Rezultat je smanjenje proinflamatornih
efekata u ranoj infekciji ali i polarizacija MF u alternativni, M2, fenotip povezan sa
mehanizmima tolerancije i1 regeneracije tkiva (Butcher et al., 2011; Tuladhar et al., 2019).
Interesantno je da indukcija ARGI1 ima negativan efekat na proliferaciju parazita, jer je 7. gondii
auksotrof za arginin, a nedostatak arginina je utvrden pozitivan signal za incistaciju, ali je
moguce da je ovaj vid autokontrole proliferacije i ubrzane incistacije kod visoko virulentnih
genotipova neophodan za omoguc¢avanje transmisije (Fox et al., 2004; Jeffers et al., 2018).

Uz sekretorne proteine, pokazano je u nekim studijama da je i membranski protein
(TgME49 205490), koji je prvobitno identifikovan kao polimorfni marker koji se razlikuje kod
tri arhetipa, CS3 (engl. circumsporozoite protein 3), takode koristan za predikciju virulencije kod
brazilskih genotipova, S$to upucuje na njegovu mogucu prediktivnu vrednost i kod drugih
genotipova (Khan et al., 2005; Pena et al, 2008; Silva et al., 2014; Fernandez-Escobar et al.,
2020). Utvrdeno je da su aleli CS3;1 CS3y vecinski prisutni kod virulentnih, a alel CS3m1 kod
nisko virulentnih sojeva (Khan et al., 2005; Pena et al., 2008; Silva et al., 2014; Silva et al.,
2017). Ovaj marker je odnedavno uvrSten u standardizovani rezim za genotipizaciju
(www.toxodb.org). lako funkcija proteina koji kodira gen CS3 nije utvrdena, zbog lokacije u
VIR4 regionu u neposrednoj blizini ROP18, postoje indicije za povezanost lokusa CS3 i ROP18,
Sto je i moguce objasnjenje za povezanost CS3 sa virulencijom (Silva et al., 2014).
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Tabela 2. Klasifikacija virulencije i identifikacija alela gena markera virulencije referentnih genotipova
globalne populacione strukture 7. gondii. Na osnovu dostupnih podataka, bilo je moguée odredivanje
samo dva fenotipa virulencije in vivo za referentne genotipove 15 HG. Za pojedine, kao $to su HG12
(ToxoDB#5), HG14 (ToxoDB#16), HG8 (ToxoDB#19) i HG15 (ToxoDB#40), nisu utvrdeni aleli svih
markera virulencije koji se najcesce koriste. Primeri lokusa sa bifazi¢nim alelima su ROP16 i GRA15.

T T A
1 1 1 1

Arhetip I, HG1, klada A Virulentan i 2 Globalna
Arhetip Il, HG2, klada D Ne-virulentan 2 2 2 2 2 Globalna
Arhetip Ill, HG3, klada C Ne-virulentan 3 3 1 2 1 Globalna

Africa 1, HG6, klada A Virulentan 3 1 1 1 1 Globalna

Loza IV, HG12, klada D Ne-virulentan 2 2 2 - 2 Severna Amerika
China 1, HG13 Ne-virulentan 5 2 2 2 2 Kina

Africa 3, HG14, A Virulentan 3 3 1 1 - Afrika

BrlV, HG4, B Virulentan 4 4 i 4 1 Juzna Amerika
Amazonian, HG5, F Virulentan 6 4 1 3 1 Amazonija
Atipi¢an, HG7 Virulentan 1 4 1 1 1 Centralna/Juzna Amerika
Brl, HGS, E Virulentan 4 4 1 4 - Juzna Amerika
Brlll, HGY, E Virulentan 3 3 1 4 1. Severna/Juina Amerika
Amazonian, HG10, F Virulentan 6 4 1 3 1 Amazonija
Atipican, HG11 Virulentan 5 2 2 3 2 Severna Amerika
Atipican, HG15, F Virulentan 3 4 1 4 - Juzna Amerika

Eksperimentalna saznanja o funkciji mnogih gena markera virulencije upucuju na to da se
mehanizmi koji doprinose virulenciji vec¢inski aktiviraju tokom liticnog ciklusa, §to omogucava
analizu intrizicne virulencije parazita in vitro u odgovaraju¢em celijskom modelu. Fenotip
intrinzi¢ne virulencije se in vitro ispoljava gotovo odmah, dok se in vivo ispoljava virulencija u
kontekstu mehanizama rezistencije i tolerancije razli¢itih vrsta domacina, Sto implicira
mogucénost modulacije intrinzi¢ne virulencije i nesklad izmedu in vitro 1 in vivo fenotipa u
ponekim slucajevima (Darde, 2008). In vitro analiza arhetipa I (ToxoDB#10) pokazala je da su
sa fenotipom akutne virulencije povezani brza invazije c¢elija domacina, visoka stopa
proliferacije kao i visoka stopa smrtnosti inficiranih celija nakon egresa, dok je suprotno
pokazano za nisko virulentan arhetip III (ToxoDB#2) (Saeij et al., 2005). Arhetip I
(ToxoDB#10) kod miSeva je in vivo demonstrirao ve¢u motilnost i sposobnost za diseminaciju
od arhetipova II (ToxoDB#1) i III (ToxoDB#2), $to ukazuje i na efikasniji prodor kroz bioloske
barijere i u skladu je sa rezultatima dobijenim in vitro (Darde et al., 2008). Ali, takode, arhetip I
(ToxoDB#10) koji je letalan za vecinu laboratorijskih sojeva misSeva, nije letalan za M. musculus
castaneus niti za pacove, $to istice znac¢aj domacina u kontekstu virulencije (Darde et al., 2008;
Hassan et al., 2019). Vazan primer takode predstavljaju dva najCes¢e koriS¢ena inbred soja
laboratorijskih migeva razli¢itih MHC haplotipova, C57B6 (H-2) koji su osetljivi, i BALB/c (H-
2% koji su relativno rezistentni na infekciju nisko viruletnim genotipom ToxoDB#1 (Tsitsiklis et
al., 2016). Naime, zbog razlika u MHC haplotipu, C57B6 soj nije u mogucnosti da prezentuje
odreden imunodominantan epitop GRA6 CD8" limfocitima, §to dovodi do snizenog kvaliteta
zastitnog efekta posredovanog tim ¢elijama, te infekcija nije dobro kontrolisana i dolazi do
razvoja patologije, najcesce encefalitisa, te smrtnog ishoda jedinki inficiranih ¢ak i niskim
dozama tahizoita (Tsitsiklis et al., 2019).

Suprotno ovome, BALB/c dugoro¢no preZivljavaju infekciju visokim dozama parazita istog
genotipa. Domace kokoske, G. gallus domesticus, koje su znacajne kao bioindikator za
kontaminiranost sredine oocistama, izuzetno su rezistentne na posledice infekcije ¢ak i visoko
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virulentnim genotipovima, te zapravo predstavljaju domacina iz kojeg je izolovano najvise
sojeva u juznoj Americi (Dubey et al., 1993 i 2020). Na osnovu ovih primera jasno je da je Sirok
spektar prelaznih domacina taj koji omogucava evolutivho odrzavanje visoko virulentnih
genotipova 7. gondii, dok je Sirenje intermedijarno virulentnih genotipova dodatno potstaknuto
selekcijom jedinki unutar iste vrste koju vrsi parazit po osnovu prezivljavanja infekcije (Kennard
et al., 2021). Imajuéi u vidu da je frekvencija rekombinacije genoma izuzetno niska, a da se
virulencija uprkos tome uspe$no evolutivho odrzava, €ini se da virulencija trpi pozitivnu
selekciju, Sto i1 jeste slucaj za vecinu potencijalnih gena markera virulencije, ali i da se
intermedijarna ili ¢ak visoka virulencija moze ocekivati i kod izvesnog broja potomaka
rekombinacije razli¢itih nisko viruletnih genotipova, $to je i pokazano (Grigg et al., 2001; Minot
et al.,, 2012; Kennard et al., 2021). Iako se vremenom atenuira kao rezultat ko-evolucije sa
domacinima, potreba za odrzavanjem virulencije, koja je vrlo verovatno drevna odlika vrste 7.
gondii, moze se razumeti upravo u kontekstu evolucije homeotermnih vrsta, kao teznja ka Sirenju
spektra prelaznih domacina radi opstanka, $to je nedavno pokazano na primeru juznih morskih
vidri i HG12 (Kennard et al., 2021).
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Naucna osnova disertacije

Rezultati istrazivanja iz oblasti populacione genetike u Evropi pokazali su visoku frekvenciju
arhetipa loze II (ToxoDB#1), neSto nizu frekvenciju arhetipa loze III (ToxoDB#2) i nisku
frekvenciju varijantnih genotipova obe loze (Peyron et al., 2006; DeCraye et al., 2011; Su et al.,
2012; Hermann et al., 2012; Can et al., 2014; Vilares et al., 2014; Markovi¢ et al., 2014; Calero-
Bernal et al., 2015; Vilares et al., 2017; Kuruca et al., 2019; Fernandez-Escobar et al., 2020).
Arhetip loze 1 (ToxoDB#10) kao i varijantni genotipovi ove loze su izuzetno retki, sa svega
nekoliko primera (Ajzenberg et al., 2009; Turcekova et al., 2014, Calero-Bernal et al., 2015). Na
osnovu ovih podataka, diverzitet populacije genotipova je nizak. Interesantno je da je da se nizak
diverzitet povezuje globalno sa genotipovima 7. gondii izolovanim ili detektovanim kod ljudi i
domacih Zivotinja, dok je diverzitet kod divljih Zivotinja visi (Turcekova et al., Jiang et al.,
2018). Primeceno je sem toga da je diverzitet genotipova kod svih domacina koji zive u
antropogenim sredinama nizi u odnosu na diverzitet genotipova kod domacina u divljim
sredinama, §to implicira da samo prisustvo ¢oveka u Zzivotnoj sredini negativno utie na
diverzitet vrste 7. gondii (Lehmann et al., 2006; Jiang et al., 2018; Schwab et al., 2018; Galal et
al, 2019; Uzelac et al., 2019).

Selekcija genotipova koji dominiraju u antropogenim sredinama nije nasumicna, ve¢ su to nisko
virulentni genotipovi, §to i objasnjava najc¢eS¢e blagu klinicku sliku toksoplazmoze u ovim
sredinama. Nasuprot tome, intermedijarno virulentni pa ¢ak i visoko viruletni genotipovi su
frekventniji u juznoj Americi, te su kod ljudi, pogotovo onih koji zive na obodima antropogenih
sredina, daleko ucestalije teze klinicke slike i patoloske posledice toksoplazmoze (Demar et al.,
2007; Carme et al., 2009, Mercier et al., 2011; Simon et al., 2019). Takode je pokazano i da
haplotip 12 ili tip X, loza genotipova koja kruzi u divljoj sredini u severnoj Americi, izaziva teze
klinicke slike i patologiju kod ljudi (Schumacher et al., 2020; Kennard et al., 2021). Akumulacija
nisko ili intermedijarno virulentnih genotipova u odnosu na visoko virulentne generalna je
posledica koevolucije parazita i domacina, ali je kod 7. gondii, koja inficira sve homeotermne
vrste, fenotip virulencije vrlo relativan u odnosu na vrstu domacina. Uprkos ovome,
eksperimentalno se pokazalo da su laboratorijski miSevi, bilo inbred ili outbred, dobri indikatori
za virulenciju genotipova 7. gondii, jer je 1 kuéni mis, M. musculus, kao 1 sve njegove podvrste,
iz kojih su i izvedeni laboratorijski sojevi, vazan prirodni rezervoar ovog parazita (Tenter et al.,
2000; Hassan et al., 2018).

Znacajno je pomenuti da se kod razli¢itih sojeva laboratorijskih miSeva i podvrsta M. musculus,
relativna osetljivost ili rezistencija na infekciju razlikuje, $to ne podrazumeva promenu
intrinzicne virulencije genotipa parazita od strane domacina, ve¢ modulatorni efekat koji
proizlazi iz konstitucije imunskog sistema domacina (Hassan et al., 2018; Tsitsiklis et al., 2019).
Na primeru laboratorijskih miSeva je pokazano da je arhetip loze I (ToxoDB#10) visoko
virulentan, arhetip loze II (ToxoDB#1) intermedijarno virulentan i arhetip loze III (ToxoDB#2)
nisko virulentan (Sibley i Boothroyd, 1992; Darde et al., 2008; Khan et al., 2009). U
eksperimentalnim in vivo modelima se virulencija procenjuje dozno zavisno, sa samo jednim od
tri infektivna Zivotna oblika parazita i na osnovu kumulativne smrtnosti kao jedinog parametra,
Sto uzima u obzir i prevazilazi modulatorni efekat domacina, ali ne dozvoljava uvid u
mehanizme koji doprinose virulenciji (Saraf et al., 2017). Eksperimentalna saznanja o virulenciji
arhetipova impliciraju postojanje genske komponente virulencije, $to je i usmerilo istrazivanja ka
otrkrivanju gena markera virulencije, a samim tim i biohemijskih puteva i procesa u kojima
ucestvuju produkti tih gena, koji mogu biti deo mehanizama koji doprinose virulenciji.

Uprkos uspesnoj identifikaciji ¢ak 5 QTL regiona povezana sa virulencijom kod visoko
viruletnog arhetipa 1 (ToxoDB#10), kao i mnogih gena kandidata, koji vecinski kodiraju
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sekretorne proteine, za vrlo mali broj je do sad pokazana znacajna prediktivna vrednost (Saeij et
al., 2005; Saeij et al., 2006; Shwab et al., 2016). Uz to, arhetipovi, koji su najcesce korisceni
genotipovi parazita u razli¢itim eksperimentalnim modelima, predstavljaju sasvim mali deo
diverziteta vrste 7. gondii. Arhetipovi su specificni jer je u njihovim genomima na mnogim
lokusima zastupljen samo po jedan tip alela, 1, 2 ili 3 u zavisnosti od loze, dok su svi ostali za
sada identifikovani i priznati genotipovi, kojih ima oko 300, varijantni ili rekombinantni, §to
podrazumeva razlicite tipove alela na razli¢itim lokusima ukljucujuéi i nisko frekventne alele u-
1, u-2, i u-3 koji uopste nisu zastupljeni kod arhetipova (www.toxodb.org). Imajuéi u vidu da T.
gondii moze gotovo vecno da se propagira aseksualno u svim domacinima, a da je rekombinacija
genoma prilikom mejoze izuzetno retka i deSava se samo u enterocitima definitivnih domacina,
Felidae, u sluCajevima ko-infekcije razli¢itim genotipovima, Cinjenica da trenutno poznatu
globalnu populacionu strukturu vrste ¢ine loze srodnih genotipova, ili takozvane “klonske” loze,
nije iznenadujuca, kao $to nije ni postojanje bifazi¢nih lokusa (Ayala, 1998; Grigg et al., 2001;
Su et al., 2002; Tibayrenc i Ayala, 2002; Grigg i Suzuki, 2003).

Zbog ovih odlika, gotovo je nemogucée proceniti virulenciju varijantnih ili rekombinantnih
genotipova samo na osnovu analize genske komponente virulencije, te je in vivo utvrdivanje
virulencije na laboratorijskim miSevima nuzno (Su et al., 2002; Saraf et al., 2017). Zbog opisane
modulacije virulencije od strane domacdina, intrinzicnu virulenciju genotipova moguce je
proceniti samo u odsustvu komponenti imunskog sistema, Sto je odlika nekih misjih modela,
modifikacijom imunskog odgovora specificnom intervencijom ili in vitro. Imajuéi u vidu da sva
tri zivotna oblika 7. gondii inficiraju sve nukleisane c¢elije, a incistirani oblici, bradizoiti i
sporozoiti, imaju kapacitet konverzije u tahizoite, jedini ne-incistirani oblik, in vitro kultivacija
T. gondii moguca je u razlic¢itim ¢elijskim linijama (Dubey, 1998). In vitro se pokazalo da je
razlika u intrinzi¢noj virulenciji arhetipova u skladu sa in vivo nalazima, a da su medu odlikama
koje arhetip 1 (ToxoDB#10) cCine visoko virulentnim brzina invazije ¢elije domacina, stopa
proliferacije u parazitofornim vakuolama kao i smrtnost ¢elija domacina kao posledica egresa
tahizoita, koja se ogleda u broju plakova u ¢elijskom pokrivacu (Saeij et al., 2005). Uz ove
parametre, arhetip I (ToxoDB#10) se od arhetipova II i III (ToxoDB#1, ToxoDB#2) dodatno
razlikuje po osnovu smanjene tendencije za konverziju u sporodelece bradizoite, Sto in vivo
doprinosi kona¢nom smrtnom ishodu infekcije kod vec¢ine laboratorijskih sojeva miSeva ubrzo
nakon inokulacije. Konverzija tahizoita u bradizoite podrazumeva izmedu ostalog i promene na
nivou transkripcije, koje je moguce analizirati in vitro i in vivo (Dubey et al., 1998; Dzierzinski
et al., 2011; Jeffers et al., 2018; Augusto et al., 2019).

Kombinacijom in vivo 1 in vitro pristupa se dobija daleko §iri uvid u mehanizme koji doprinose
virulenciji, $to je od znacaja ne samo za identifikaciju uzroka patologije kod pojedinih domacina,
vec 1 kljucnih interakcija parazita i domacina koji predstavljaju potencijalna mesta intervencije u
cilju sprec¢avanja tezih oblika bolesti. Uprkos €injenici da je 7. gondii model organizam koji se
dugo godina eksperimentalno proucava i o ¢ijim se bioloSkim karakteristikama izuzetno mnogo
zna, toksoplazmoza je i dalje neizleCiva, epidemioloska kontrola Sirenja infekcije je gotovo
nemoguca ili neprakticna, a vakcina, osim jedne kratkozivece i ograniCene efektivnosti
namenjene ovcama, nije dostupna (Buxton i Innes, 1995; Innes et al., 2009). lako je kod ljudi
svega 10-20 % infekcija simptomatsko i dominiraju blaZi oblici bolesti, slu¢ajevi tezih klini¢kih
slika i daleko ozbiljnije patologije, ¢ak i smrtnih ishoda, govore o tome da je spektar virulencije
parazita dosta Sirok (Remington, 1974; Weiss i Dubey, 2009; Demar et al., 2007; Carme et al.,
2009; Schumacher et al., 2020). Geografski regioni poput centralne Amerike i Mediteranskog
basena su izuzetno podobni u kontekstu razmene genotipova sa razli¢itih kontinenata, jer
predstavljaju kopnenu vezu juzne i severne hemisfere, na kojima cirkuliSu genotipovi razli¢itih
loza. Prodor virulentnih genotipova u sredine u kojima dominiraju nisko viruletni je stoga uvek
mogué, a znacajno je da sporulisane oociste, koje imaju izuzetno hemijski i fizicki rezistentnu
biolosku membranu radi zastite sporozoita, dugo ostaju vijabilne u zemljiStu i vodi i imaju
epidemijski potencijal za Sirenje parazita (Freppel et al., 2020). U Mediteranskom delu Turske
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vec su izolovani genotipovi srodni lozi Africa 1, a nalaz atipicnog genotipa u Srbiji pre nekoliko
godina, koji je prema duzinama mikrosatelita vrlo slican Africa 1 lozi, moguca je indicija za
prisustvo genotipova poreklom iz Afrike i u Srbiji (Doskaya et al., 2013; Stajner et al., 2013).
Znacajno je da je eksperimentalno pokazano da su genotipovi loza Afiica I i Africa 3 virulentni
(Mercier et al., 2011). Prevalenca toksoplazmoze kod ljudi u Srbiji se procenjuje na 30-35 %, Sto
je i u skladu sa procenjenom globalnom prevalencom, te je utvrdivanje populacione strukture i
ispitivanje virulencije genotipova koji kruze u domacoj i silvaticnoj sredini u Srbiji, neophodno
(Montoya 1 Liesenfeld, 2004; Bobi¢ et al., 2007; Bigna et al, 2020).
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Cilj disertacije

Ciljevi ove disertacije bili su: 1) identifikacija populacione strukture parazita 7. gondii kod
prelaznih domacina iz domace i divlje sredine u Srbiji, kao i 2) bioloska karakterizacija, 3)
utvrdivanje virulencije i 4) identifikacija mogu¢ih mehanizama virulencije genotipova koji kruze
u Srbiji.

Da bi ciljevi bili postignuti, izvrSeni su sledec¢i zadaci:

Za postizanje cilja (1) radena je genotipizacija sojeva iz razlicitih ljudskih i Zivotinjskih uzoraka
primenom MnPCR-RFLP metode, i izvrSena identifikacija pripadnosti odredenoj lozi.

Ostali ciljevi su postignuti kombinacijom in vitro i in vivo pristupa na primeru sojeva koji
predstavljaju pet razlicitih genotipa, jedan arhetip loze II, izolovan iz ljudske krvi, i Cetiri
medusobno razlic¢ita varijantna genotipa loze II, izolovani iz Zivotinjskih tkiva. Bioloska
karakterizacija (2) obuhvatila je ispitivanje kinetike invazije, stope proliferacije i liticnog
kapacita in vitro, u modelu infekcije VERO ¢elija. Virulencija (3) je odredena in vivo u modelu
infekcije miSeva Swiss Webster soja, na osnovu kumulativne smrtnosti i utvrdivanja LDso,
vremena prezivljavanja i parametara morbiditeta (brojnost i promer tkivnih cista) (4). Sem toga,
analiziran je profil citokina IL-12, IFN-y i IL-10 u mozgu i slezini miSeva u ranoj i kasnoj
infekciji utvrdivanjem relativne ekspresije, utvrden je nivo specificnih IgG antitela u kasnoj
infekciji kao 1 ekspresija IFN-y u re-stimulisanim perifernim limfocitima (4). Konacno, ispitana
je efikasnost imunske zastite od letalnog ishoda nakon re-infekcije visoko virulentnim arhetipom
I (ToxoDB#10), a kod prezivelih zivotinja je takode analiziran profil citokina i utvrden nivo
specificnih IgG antitela 30 dana nakon re-infekcije 4).
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Materijali i metode

1. Materijali

1.1 Uzorci tkiva srca divljih kanida: zlatnih Sakala (Canis aureus), lisica (Vulpes vulpes) i sivih
vukova (Canis lupus)

Analizirani su uzorci tkiva srca divljih kanida legalno odstreljenih u periodu izmedu 2013. i
2016. godine. Ukupan broj uzoraka je bio 110, od kojih je 72 poticalo od zlatnih Sakala (C.
aureus), 28 od lisica (V. vulpes) i 10 od sivih vukova (C. lupus). Tkiva su na terenu zamrznuta u
70% etanolu 1 hladan lanac je ofuvan do transporta u laboratoriju gde su tkiva skladiStena na
temperaturi od -80°C.

1.2 Sojevi parazita T. gondii

Eksperimentalno su analizirana Cetiri soja: G13, EQ39, EQ40 i K1. Soj G13 je izolovan iz srca
gradskog goluba u Beogradu 2013. godine (Markovi¢ et al., 2014), zatim su sojevi EQ39 i EQ40
izolovani iz srca konja poreklom iz zapadne Srbije namenjenih za ljudsku ishranu 2016. godine
(Klun et al., 2017), dok je soj K1 je izolovan iz srca domace slobodnoziveée kokoske poreklom
iz beogradske opstine Sur¢in 2017. godine (Uzelac et al., 2019 i 2020). Sojevi koji su
upotrebljeni kao kontrolni su nisko virulentan soj BGDI18, izolovan 2016. godine u Beogradu,
arhetip loze Il ili ToxoDB#1 kao i RH, izolovan 1947. godine u Severnoj Americi, koji je primer
najvirulentnijeg do sada poznatog genotipa, arhetipa loze I ili ToxoDB#10.

Svi sojevi su izolovani u Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za toksoplazmozu u Institutu za
medicinska istrazivanja.

1.3 Swiss Webster laboratorijski misevi

Swiss Webster su albino outbred laboratorijski miSevi koji su Cesto koris¢en eksperimentalni
model infekcije 7. gondii. Swiss Webster misevi prezivljavaju infekcije relativno visokim
dozama parazita 7. gondii, u odnosu na druge Cesto koris¢ene vrste outbred (CD1) kao i sojeve
inbred miseva (C57B6), §to je jedan od glavnih razloga za njihovu upotrebu kod izolacije kao i
propagacije i odrzavanja sojeva parazita in vivo. Swiss Webster miSevi koji su koriS¢eni za ove
eksperimente su nabavljani sa Vojnomedicinske akademije, a drzani u vivarijumu Instituta za
medicinska istrazivanja. MiSevi su nakon transporta prebaceni u kaveze namenjene za 20
zivotinja, u kojima su boravili tokom aklimatizacionog perioda od trajanju od najmanje 7 dana,
sa hranom i1 vodom dostupnom ad /ibitum, pre nego Sto su koris¢eni u eksperimentalne svrhe. Za
vreme trajanja aklimatizacije kao i eksperimenata, miSevi su bili izloZeni prirodnom svetlosnom
ciklusu. Tokom eksperimenata, boravili su u kavezima namenjenim za 5 zivotinja, hrana i voda
je bila dostupna ad libitum, a Suska je menjena i kavezi ¢iS¢eni tri puta nedeljno.

1.3.1 Eticka odobrenja za upotrebu laboratorijskih misevima u eksperimentalne i dijagnosticke svrhe

Sve eksperimentalne procedure sa laboratorijskim miSevima su odobrene od strane eticke
komisije na Institutu za medicinska istrazivanja kao i nadleznog ministarstva: trajno odobrenje
za izolaciju bioloskim ogledom kao i propagaciju i odrzavanje cistogenih sojeva in vitro 0245-1
(19.9.2014.), trajno odobrenje za propagaciju RH soja in vivo kao i pripremu antigena za
dijagnosticke testove 0245-2 (19.9.2014.), odobrenje za reinfekciju (engl. challenge) hroni¢no
inficiranih misSeva 0161 (10.7.2019.), odobrenje za testiranje virulencije sojeva 7. gondii in vivo
testom prezivljavanja O164 (10.7.2019.).
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2. Metode

2.1 Izolacija sojeva bioloskim ogledom u Swiss Webster misevima

Izolacija sojeva iz ljudske krvi i zivotinjskih tkiva je radena bioloskim ogledom u Zenkama
Swiss Webster miSeva. Za izolaciju soja BGD18, oko 1 ml pune krvi dobijene na porodaju iz
pupcanika novorodenceta sa kongenitalnom toksoplazmozom je dodat rastvor gentamicina
(Galenika, Beograd, Srbija) kojim se postize doza od 1,8 mg/kg, a zatim je po 500 pl suspenzije
inokulisano intraperitonealno insulinskim Spricem i iglom od 18 G u dve Swiss Webster Zenke
tezine od oko 20 g. Za izolaciju soja K1, apeks kokosijeg srca veli¢ine oko 2 cm® odstranjen je
sterilnim hirurSkim skalpelom i iseCen na manje delove. Parci¢i tkiva su uz dodatak 1 ml
fizioloskog rastvora (Hemofarm AD, VrSac, Srbija) prebaceni u 2 mikrotubice zapremine od 2
ml u kojima su se nalazile keramicke kuglice precnika 1.4 mm (Omni International, Kenesov,
Dzordzija, SAD) i procesuirani u Bead Ruptor instrumentu (Omni International, Kenesov,
Dzordzija, SAD) za mehanicku homogenizaciju sa tri ciklusa od po 30 sek na maksimalnoj
brzini. Suspenzija je prebacena u mikrotubice od 1.5 ml i kratko centrifugirana da bi se prikupili
veci parCici tkiva, a supernatant je prebacen u sterilnu epruvetu od 4 ml. Dobijenoj suspenziji je
dodat rastvor gentamicina (Galenika, Beograd, Srbija) i po 500 pl je inokulisano u Cetiri Swiss
Webster zenke kao Sto je prethodno opisano. Nakon Sest nedelja, miSevi su zrtvovani radi
utvrdivanja prisustva parazitskih cista u mozgu kao i odrzavanja i propagacije soja po
metodologiji opisanoj ispod (2.2.1). Izolacija soja G13 je opisana u Markovi¢ et al. (2013), dok
je izolacija sojeva EQ39 i EQ40 opisana u Klun et al. (2017).

2.2 OdrZavanje i propagacija sojeva T. gondii in vivo

2.2.1 Odrzavanje i propagacija cistogenih sojeva

Zenke Swiss-Webster mieva inficirane cistogenim sojevima su nakon 3 do 6 meseci Zrtvovane
cervikalnom dislokacijom. Mozak Zrtvovanih zivotinja je izolovan, ispran fizioloSkim rastvorom
i zatim prebacen u sterilne epruvete zapremine od 4 ml uz dodatak 1ml fizioloSkog rastvora.
Suspenzija mozga je pripremljena provlacenjem tkiva kroz hipodermalnu iglu od 18 G na
insulinskom $pricu do postizanja homogenizacije. Cetiri kapi od po 25 ul homogenata je
stavljeno na mikroskopske plocice, koje su pregledane radi odredivanja broja tkivnih cista.
Ukupan broj je dobijen mnozenjem zbira tkivnih cista sa sva Cetiri preparata sa 10. Suspenzija za
propagaciju sojeva sadrzala je od 3 do 10 tkivnih cista po misu u fizioloSkom rastvoru ukupne
zapremine od 500 pl, i data je peroralnom gavazom zdravim Zenkama Swiss-Webster miseva.

2.2.2 Odrzavanje i propagacija soja RH

Zenke Swiss-Webster miseva inficirane RH sojem su Zrtvovane kao $to je prethodno opisano tri
dana nakon infekcije. Krzno je sterilisano 70% etanolom, zatim je hirurSkim makazama
vertikalno isecena koza od abdomena do toraksa, razdvojena hirurSkim pincetama i fiksirana sa
obe strane zivotinje radi pristupa peritoneumu. Peritoneum je ispiran injekcijom 1 ml fizioloSkog
rastvora iglom od 18 G na Spricu od 5 ml, a zatim je suspenzija izvucena. U intraperitonealnoj
suspenziji se nalaze slobodni tahizoiti soja RH, kao i inficirane i neinficirane imunske celije.
Radi odredivanja koncentracije vijabilnih tahizoita, odvojeno je 20 pl suspenzije kojoj je dodata
ista zapremina Trypan blue rastvora (Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD), a
zatim je prebacena u Biirker-Tiirk komoru u kojoj su tahizoiti prebrojavani, i odredivana
koncentracija po ml suspenzije. Infektivna sme$a za propagaciju soja sadrzala je 2 X 10°
tahizoita, 1.8 mg/kg rastvora gentamicina i fiziolo$ki rastvor u zapremini od ukupno 500 pl koja
je inokulisana intraperitonealno insulinskim Spricem i iglom naivnim Swiss-Webster miSevima.
Za reinfekcije hroni¢no inficiranih miSeva pripremana je infektivna doza od 100 tahizoita RH
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soja serijskim razblaZenjima peritonealne suspenzije, dok je infektivna smesa bila ista kao i za
propagaciju soja.

2.3 Kultura VERO ¢celija i propagacija tahizoita in vitro

2.3.1 Odrzavanje i propagacija kultura VERO Celija

VERO ¢elije su odrzavane i propagirane u flaskovima T25 i T75 za adherentne celije u
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) medijumu sa visokom koncentracijom glukoze,
(engl. Hi-glucose) (Thermofisher Scientific, Voltham Masacusets, SAD) suplementiranim sa
10% teleceg seruma, (Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD), rastvorom 1 jedinice/ml penicilina
i 0,5 jedinica/ml streptomicina (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA), rastvorom
2mM/ml L-glutamina (Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD) i 10mM/ml HEPES
pufera (Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD). Inicijalna koncentracija ¢elija koje
su inokulisane u T25 flaskove iznosila je 0,7 X 10° éelija ili 2,1 X 10° za T75, $to predstavlja
25% konfluentnosti. Pasaza ¢elija je obavljana po postizanju 100% konfluentnosti, $to je 3 do 5
dana nakon inkubacije na 37°C u atmosferi koja sadrzi 5% CO». Nakon odbacivanja medijuma,
¢elijama je dodavano 3 do 5 ml 0.6 mM EDTA rastvora i inkubirane su na 37°C u trajanju od 5
do 7 min da bi se odvojile od zidova flaska. Zatim je suspenzija prikupljana u sterilne epruvete
zapremine 10 ml i centrifugirana na brzini od 280 g 5 min. Tecni deo suspenzije je odbacivan, a
¢elije su ispirane rastvorom Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Thermofisher
Scientific, Voltham, Masacusets, SAD) koji ne sadrzi jone kalcijuma i magnezijuma. Posle jos
jednog (istovetnog) centrifugiranja, ¢elije su inokulisane u odnosu 1:4 u odgovarajuce flaskove
koji su zatim inkubirani.

2.3.2 Propagacija tahizoita in vitro u VERO ¢Celijama

Celije koje se pripremaju za propagaciju tahizoita su inokulisane u DMEM medijum koji sadrzi
2% teleceg seruma uz dodatak ostalih prethodno opisanih suplimenata. Nakon postizanja 40-
50% konfluentnosti, ¢elije su inficirane tahizoitima, a zatim inkubirane na 37°C sa atmosferom
koja sadrzi 5% COa.. Pasaze tahizoita su obavljane u intervalima od 5 do 10 dana, u zavisnosti od
brzine proliferacije individualnih sojeva. Za pasazu, ¢elije su strugane sa zidova flaskova
direktno u medijum, zatim je suspenzija centrifugirana pri brzini od 280 g 5 min. Tecni deo
suspenzije je odbacivan, dodavan je 1 ml DPBS rastvora i suspenzija je provlacena kroz
insulinsku iglu i Spric nekoliko puta radi oslobadanja intracelijskih tahizoita. Suspenzija je
konacno inokulisana u pripremljene kulture VERO ¢elija.

2.3.3 Zamrzavanje VERO Celija i tahizoita

VERO C¢elijje 1 tahizoiti su zamrzavani u rastvoru koji sadZi 90% teleceg seruma i 10% DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD). Minimalna koncentracija VERO ¢elija koja obezbeduje
visoku vijabilnost (>90%) iznosila je od 10° ¢elija/ml, dok je minimalna koncentracija tahizoita
10’/ml. Postepeno zamrzavanje na -80°C je postignutno koris¢enjem Mr. Frosty komore
(Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD), a nakon stabilizacije na minimalnoj
temperaturi, uzorci su prebacivani u tec¢ni azot za dugoroc¢no Cuvanje. Odmrzavanje je vrSeno
kratkoro¢nom inkubacijom na 37°C u trajanju od 1 do 2 min, zatim dodavanjem do 1 ml
prethodno zagrejanog DMEM medijuma direkno u uzorak. Nakon toga, uzorci su prebacivani u
sterilne epruvete od 10 ml, dodato je 5 ml DMEM medijuma i centrifugirani su na 280 g 5 min.
Tecni deo suspenzije je odbacivan nakon centrifugiranja, a talog je inokulisan u pripremljene
flaskove (u slu¢aju VERO ¢elija) ili VERO c¢elijske kulture (u slucaju tahizoita).

2.4 Konverzija bradizoita u tahizoite in vivo i umnozZavanje tahizoita in vitro u VERO celijama

Za konverziju bradizoita iz tkivnih cista u tahizoite kori$¢ena je kombinacija prethodno opisanih
metoda. Swiss-Webster miSevi inficirani ispitivanim sojevima najmanje 3 do 6 meseci ranije
zrtvovani su radi izolacije mozga i pripremanja homogenata. Ukupan broj tkivnih cista je
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odreden kao $to je prethodno opisano radi pripreme infektivne smese za konverziju koja sadrzi 5
tkivnih cista po Zivotinji, rastvor gentamicina (1,8 mg/kg) i fizioloski rastvor u ukupnoj
zapremini od 500 pl. Infektivna smesa je zatim inokulisana intraperitonealno u naivne miseve,
koji su Zrtvovani dana nakon infekcije radi izolacije peritonealnog eksudata kao $to je vec
opisano. Izolovana suspenzija je centrifugirana na 280 g 5 min, teCni deo suspenzije je
odbacivan, a talog rastvoren u 200 pl pripremljenog DMEM medijuma sa 2% teleceg seruma.
Suspenzija je inokulisana u pripremljene kulture VERO ¢elija od 40-50% konfluentnosti i zatim
inkubirana na temperaturi od 37°C, sa atmosferom od 5% CO». Nakon 4 do 6 dana, ¢elije su
odvojene od flaska direktno u medijum strugacem za Celije, a zatim centrifugirane na 280 g 5
min. Nakon centrifugiranja, medijum je odbacivan, a ¢elije su rastvarane sa 1 ml DPBS-a.
Suspenzija je provlacena kroz insulinsku iglu i Spric viSe puta radi oslobadanja intracelularnih
tahizoita. Nakon toga, uzet je uzorak od 20 pl za brojanje vijabilnih tahizoita na isti na¢in kao $to
je prethodno opisano (2.2.2). Tahizoiti su dalje koris¢eni u eksperimentalne svrhe ili su
zamrzavani.

2.5 Analiza fenotipa tahizoita in vitro

2.5.1 Kinetika invazije

VERO ¢elije su inokulisane u individualne bunare ploce sa 24 bunara (50,000 ¢elija po bunaru) u
1 ml DMEM medijuma sa 2% telec¢eg seruma, a zatim inkubirane na 37°C sa atmosferom od 5%
CO2 najmanje 2 h radi adherencije. Celije su zatim inficirane tahizoitima sojeva G13, EQ39,
EQ40, K1 i BGD18 u odnosu od 1 tahizoita na 10 ¢elija. Tri bunara su inficirana svakim
pojedina¢nim sojem (tehnicki replikati). Invazija tahizoita u Celije je pracena vizuelno na
invertnom DM IL LED mikroskopu (Leica Microsystems, Veclar, Nemacka) tako §to je
pregledano do 200 ¢elija po bunaru na svakih 30 min do maksimalno 3 h nakon infekcije. Ploca
sa kulturama je pazljivo vracana u inkubator nakon provere uz oprez da se ne poremete
interakcije tahizoita sa celijama usled prekomermnog meSanja medijuma. Vreme pojave
intracelularnih tahizoita kod svakog soja je belezeno. Eksperiment je ponovljen tri puta (bioloski
replikati).

2.5.2 Utvrdivanje stope proliferacije

Kulture VERO ¢elija u ploc¢i od 24 bunara su inficirane tahizoitima ispitivanih sojeva kao §to je
prethodno opisano (2.3.2). Nakon inkubacije u trajanju od 3 h, ekstracelularni tahizoiti su
odstranjeni tako $to je medijum odbacen, svaki bunar ispran sa 1 ml DPBS rastvora, a zatim je
dodat svez medijum i kulture su vrac¢ene u inkubator. 24 h nakon infekcije, pregledano je od 400
do 600 ¢elija po soju, zabelezen je broj inficiranih ¢elija kao i broj parazitskih vakuola unutar
individualnih ¢elija, a zatim su kulture vra¢ane u inkubator. 48 h nakon infekcije, od 30 do 50
parazitskih vakuola je pregledano i zabelezen je broj vakuola u ¢eliji kao i broj tahizoita unutar
svake vakuole. Eksperiment je ponovljen Sest puta (bioloski replikati). Broj deoba tahizoita
nakon 48 h je procenjen kao logz ukupnog broja parazita u vakuoli.

2.5.3 Analiza egresa parazita-kvantifikacija plakova u Celijskoj kulturi

VERO ¢elije su inokulisane u plo¢i od 24 bunara kao §to je prethodno opisano (2.5.2). Nakon
postizanja 100% konfluentnosti, $to je do 3 dana nakon inokulacije, ¢éelije su inficirane
tahizoitima ispitivanih sojeva u odnosu od 1 tahizoita na 5 ¢elija. Kulture su inkubirane kao §to
je prethodno opisano u trajanju od 5 dana, zatim je medijum pazljivo odstranjen, svaki bunar
ispran DPBS rastvorom i dodat je 1 ml svezeg medijuma. Nakon dodatnih 5 dana inkubacije,
ploce su izvadene iz inkubatora, medijum je pazljivo odstranjen, a zatim je u svaki bunar dodat 1
ml rastvora paraformaldehida (PFA) od 4% (Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD). Ploce su
ostavljane na sobnoj temperaturi 30 min radi fiksiranja ¢elija i tahizoita. Nakon 30 min, PFA
rastvor je odstranjen iz bunara, a zatim su bunari ispirani pod mlazom dejonizovane vode
nekoliko sekundi. PloCa je nakon ispiranja okretana naopako i ostavljena do 3 min da bi se
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bunari ocedili. U svaki bunar je zatim dodato 0,5 ml rastvora boje crystal violet (Sigma-Aldrich,
St. Luis, Mizuri, SAD) od 1% i ploca je ostavljena na sobnoj temperaturi od 10 do 15 min da bi
se obojio cCelijski sloj. Nakon toga, crystal violet rastvor je paZzljivo odstranjen iz svakog bunara,
a ostatak boje je ispran pod mlazom dejonizovane vode. Ploc¢a je nakon ispiranja okrenuta
naopako 1 ostavljena da se kompletno osusi. Plakovi su brojani na invertnom DM IL LED
mikroskopu (Leica Microsystems, Veclar, Nemacka) u svakom pojedinanom bunaru. Broj
plakova je prikazan kao ukupan broj iz sva tri bunara, a eksperiment je ponovljen dva puta
(bioloski replikati) radi statisticke obrade.

2.6 Ekstrakcija nukleinskih kiselina

Uzorci zamrznutih srca divljih kanida su nakon odmrzavanja prvo ispirani sterilnim fizioloskim
rastvorom (Hemofarm AD, VrSac, Srbija), zatim su hirurskim makazama iseCeni na komade
veli¢ine 1 cm X 1 cm i prebaceni u mikrotubice zapremine 2 ml sa dodatkom 1 ml Trizol
reagensa (Invitrogen, Karlsbad, Kalifornija, SAD) i keramickih kuglica pre¢nika 1.4 mm koje
zauzimaju oko 30% njene zapremine. Suspenzije tkiva su dobijene nakon mehanicke
homogenizacije sa dva do tri ciklusa u trajanju od 45 sek na maksimalnoj brzini u Bead Ruptor
instrumentu. Uzorci su zamrznuti nakon homogenizacije na -20°C do trenutka ekstrakcije
nukleinskih kiselina. Organi miSeva zrtvovanih nakon eksperimentalnih infekcija su nakon
izolacije prebacivani u mikrotubicu za homogenizaciju sa dodatkom 1 ml DPBS-a (za
ekstrakciju opisanu u 2.6.2) ili Trizol reagensa (za ekstrakciju opisanu u 2.6.4) i zatim
procesuirani sa dva ciklusa u trajanju od 20 sek na maksimalnoj brzini.

2.6.2 Ekstrakcija gDNK iz misije krvi i organa komercijalnim kitom

Ekstrakcija je radena sa DNeasy kitom (Qiagen, Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca
bez izmena. gDNK je ekstrahovana iz 200 pl krvi dobijene kardiopunkcijom kod miseva koji su
zrtvovani zbog teskih klinickih simptoma da bi se izbegla prekomerna patnja zivotinja, ili iz 100
ul suspenzije organa (mozga ili srca) Zivotinja koje su uginule tokom eksperimenta.

2.6.3 Precipitacija i koncentrovanje izolovane gDNK za genotipizaciju T. gondii

Za direktnu genotipizaciju iz uzoraka u kojima je detektovana mala kolicina DNK 7. gondii real
time PCR metodom (2.9), §to je definisano sa Ct > 30, upotrebljena je metoda precipitacije i
koncentrovanja izolovane gDNK natrijum acetatom. Koli¢ini od 10 do 100 pl izolovane gDNK
je dodato 1 do 10 1 natrijum acetata koncentracije 3 M (0,1 volumena) kao i 2 pl Pellet Paint
reagensa (Merck Millipore, Darmstad, Nemacka) i isopropanola u odnosu od 1:1. Nakon
inkubacije od 2 do 5 min na sobnoj temperaturi, uzorak je centrifugiran na maksimalnoj brzini 5
min. Nakon centrifugairanja, sav supernatant je odbacen, a prikupljena gDNK obojena Pellet
Paint reagensom je ispirana sa 200 pl 70% etanola i centrifugirana na maksimalnoj brzini u
trajanju od 5 min, a zatim ponovo isprana sa 200 pl 100% etanola. Nakon kona¢nog
centrifugiranja, prikupljena gDNK je isuSena inkubacijom na 55°C od 5 do 7 min, a zatim
rastvorena u 3 pl za 3 x koncentrovan uzorak, ili ul0 pl za 10 x koncentrovan uzorak, Ultrapure
vode (Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD).

2.6.4 Ekstrakcija totalne RNK i gDNK iz uzoraka tkiva srca divijih kanida, tahizoita gajenih in vitro i
misjih organa

Ekstrakcija je radena iz homogenata u Trizol reagensu prema uputstvu proizvodaca. Za
ekstrakciju nukleinskih kiselina, tahizoita iz in vitro kulture ili nakon in vivo kulture, kori$¢eno
je 0,5 ml Trizol reagensa, dok je za uzorke tkiva srca divljih kanida i misje organe koriS¢en 1 ml
Trizol reagensa. U slucaju tahizoita, Trizol je dodat tahizoitima koji su prethodno isprani DPBS
rastvorom i prebaceni u mikrotubice, ili bunaru koji sadrzi inficirane ¢elije, koji je prethodno
ispran sa 1 ml DPBS rastvora, dok je za tkivo srca veli¢ine 1 cm x 1 cm i mi§je organe Trizol
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dodat u mikrotubice za mehanicku homogenizaciju. Zapremini od 0,5 ml Trizol reagensa je
zatim dodato 100 pl hloroforma (Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD), dok je za zapreminu od
I ml koris¢eno 200 pl hloroforma. Totalna RNK je izolovana prema uputstvu proizvodaca, a
zatim rastvorena u Ultrapure vodi, i to u 30 pl za tahizoite i u 150 pl za organe. DNK je
izolovana iz istog uzorka prema uputstvu proizvodaca, a rastvarana u 50 pl ili 300 pl 8mM
NaOH (Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD).

2.7 Genotipizacija sojeva T. gondii

Metoda koriS¢ena za genotipizaciju je MnPCR-RFLP na 9 standardizovanih lokusa, i to
altSAG2, GRA6, BTUB, PK1, L358, C22-8, C29, CS3 i Apico (Khan et al., 2005; Pena et al.,
2008; Su et al., 2010). Reakciona smesa za prvi korak, u kojem se umnozavaju svi lokusi
istovremeno (multiplex), sadrzala je PCR MasterMix (ThermoFisher Scientific, Voltham,
Masacusets, SAD) koncentracije 1 x, 0,15 mM svih eksternih prajmera za navedenih 9 lokusa, 2
pl uzorka ekstrahovane gDNK i Ultrapure vodu. Ukupna zapremina reakcije iznosila je 20 pl, a
termalni profil se sastojao od tri koraka: inicijalna denaturacija od 3 min na 95°C, zatim 30
ciklusa od 30 sek na 95°C, 60 sek na 55°C i 60 sek na 72°C i kona¢no 5 min na 72°C. Reakcione
smeSe za drugi korak, u kojem se umnozava svaki lokus pojedinacno, su sadrzale PCR
MasterMix koncentracije 1 x, 0,3 mM internih prajmera za svaki pojedinacni lokus, 2 pl
reakcione smese dobijene u prvom koraku i Ultrapure vodu. Ukupna zapremina je iznosila 20 pl
kao i u prvom koraku, termalni profil se takode sastojao od tri koraka: inicijalne denaturacije
identi¢ne kao u prvom koraku, zatim 35 ciklusa od 30 sek na 95°C, 60 sek na 60°C i 60 sek na
72°C i konac¢no 5 min na 72°C. Jedini izuzetak je termalni profil za Apico marker za koji je
annealing temperatura iznosila 58°C. Amplifikacija je vrSena u Veriti aparatu (Applied
Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD). Za dobijanje fragmenata razli¢itih duzina
enzimskom restrikcijom, produkti amplifikacije iz drugog koraka tretirani su odgovaraju¢im
restrikcionim enzimima. Reakciona smeSa zapremine od 25 pl je sadrzala Fast Digest Buffer
(Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD) koncentracije 1 x, 1 do 2 jedinice
odgovaraju¢eg enzima, 5 pl PCR reakcije kao i Ultrapure vodu. Identifikacija genotipa je radena
poredenjem restrikcionih profila alela na pojedinim lokusima dobijenih na agaroznom gelu od
2,5% sa dodatkom rastvora etidijum bromida finalne koncentracije 0,4 pg/ml (Thermofisher
Scientific, Voltham, Masacusets, SAD) sa profilom alela referentnih arhetipova RH (alel tip I na
svim lokusima), ME49 (alel tip II na svim lokusima) i NED (alel tip III na svim lokusima). Za
vizualizaciju i fotografisanje gelova koris¢en je BioDocAnalyze instrument (Biometra, Getingen,
Nemacka). Sekvence internih i eksternih prajmera kao i duZzine amplikona i restrikcioni enzimi
su prikazani u 2.7.1.

2.7.1 Sekvence prajmera (3° 2 5°), velicine amplikona i enzimi koriscéeni za genotipizaciju

Lokus Sekvence eksternih prajmera Sekvence internih prajmera Duzina int. | Restrikcioni
amplikona enzim(i)
JSAGy  OGAACGCGAACAATGAGTTT ACCCATCTGCGAAGAAAACG s46b Mbo I
GCACTGTTGTCCAGGGTTTT ATTTCGACCAGCGGGAGCAC P
GRAG  ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT TTTCCGAGCAGGTGACCT 344b SagA I
GCACCTTCGCTTGTGGTT TCGCCGAAGAGTTGACATAG P
TCCAAAATGAGAGAAATCGT GAGGTCATCTCGGACGAACA l1b BshI1285 1
BTUB  AAATTGAAATGACGGAAGAA TTGTAGGAACACCCGGACGC P Taql
358 TCTCTCGACTTCGCCTCTTC AGGAGGCGTAGCGCAAGT 18b BsuR I
3 GCAATTTCCTCGAAGACAGG CCCTCTGGCTGCAGTGCT P Hinll
TGATGCATCCATGCGTTTAT TCTCTCTACGTGGACGCC b Alw26 1
C22-8 CCTCCACTTCTTCGGTCTCA AGGTGCTTGGATATTCGC 3210 ot
ACCCACTGAGCGAAAAGAAA AGTTCTGCAGAGTGTCGC 246b HpyCHA4IV
€29-2 AGGGTCTCTTGCGCATACAT TGTCTAGGAAAGAGGCGC P Real
GAAAGCTGTCCACCCTGAAA CGCAAAGGGAGACAATCAGT Aval
PK1 AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT TCATCGCTGAATCTCATTGC 903bp e
GTGTATCTCCGAGGGGGTCT AGCGGATTTCCAACACTGTC Hinl 1T
Cs3 TGTGACTTCTTCGCATCGAC CTGCTGCATTCACAAACTCC 3576p Mibol
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TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG
AAACGGAATTAATGAGATTTGAA

GCAAATTCTTGAATTCTCAGTT
GGGATTCGAACCCTTGATA

BspT I

Apico Dde I

640bp

2.8 Tipizacija alela gena markera virulencije

Amplifikacija gena markera virulencije je radena MnPCR metodom na sli¢an nacin kao Sto je
opisano prethodno (2.7) i u Dubey et al. (2014). Reakciona smeSa za prvi korak je sadrzala 10 pl
PCR Mastermix koncentracije 1 x, 0,25 uM svakog eksternog prajmera (2.8.1.), 3 ul gDNK
ekstrahovane iz in vitro gajenih tahizoita kao i Ultrapure vodu. Ukupna zapremina reakcije
iznosila je 20 pl. Reakciona smeSa za drugi korak je sadrzala 10 pul PCR Mastermix
koncentracije 1 x, 0,5 uM internih prajmera za svaki pojedinacni gen (ROP18 UPS i DEL su
amplifikovani kao posebni geni), 2 pl reakcione smese iz prvog koraka nakon amplifikacije kao i
Ultrapure vodu. Ukupna zapremina je takode iznosila 20 pl. Termalni profili su bili identi¢ni
onima koris¢enim za prvi i drugi korak genotipizacije, kao $to je prethodno opisano (2.7).
Enzimska restrikcija amplifikovanih produkata kao i analiza produkata na agaroznom gelu je
radena identi¢no kao §to je prethodno opisano za genotipizaciju, sa istim referentnim sojevima,
izuzev za gene GRA15 kod kojeg enzimska restrikcija nije neophodna i ROP18UPS kod kojeg
se alel tipa 3 amplifikuje, dok se aleli tipa 1 i 2 ne amplifikuju (2.7).

2.8.1. Sekvence prajmera (3°=2 5°), velicine amplikona i enzimi koriséeni za tipizaciju gena markera
virulencije

Gen | Sekvence eksternih prajmera | Sekvence internih prajmera | Restrikcioni enzim(i) |
ROPS GGACAGACGCAGGCTTTTAC ~ TGTGGCAGTTCAGTCTCAGC FspB I
TCAAACGTCCTGACACTTCG  TCGAAGTTGAGGAACCGTCT P
ATCTGCTTATCCGGCGACTA  TACCAAACCCAGCTTTCACC Hin 1 11
ROP16 TCCGTTGGCATTTATCATCA ~ TCGTCAACAGCTGACTCCAC Taq1
UPS
CTCGTCGACCACACAGCTAA (4 COGCAAGACAGGCTGTCTTC
ROP18 TTTTATCGACATCCCGCTTC DEL Nema restrikcije
GAGTGCTTTCTGTCGCTCCT AGTTCCCTTCCCTGGTGTCT
ACAAACTGGACTGGGGTGAG
GRAIS CACGTACACAACCCATCTCG  GGACCACCCAGAACAGAAAA N ik
CCTTTGAACGGGTAATGGAA  CCCTTATCGGTTTTTGGTCA cma restrikerje

2.9 Detekcija T. gondii gDNK metodom PCR u realnom vremenu

Detekcija se zasnivala na amplifikaciji sekvence od 80 bp unutar 529 bp repetitivnog elementa sa
izmedu 200 i 300 kopija po genomu, u zavisnosti od soja. Reakciona smesa je sadrzala 10 pl
Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD), 7,5 uM
prajmera HOI1 (3’-AGAGACACCGGAATGCGATCT-5") i HO2 (3-
CCCTCTTCTCCACTCTTCAATTCT-5Y), 3,5 uM Tagman probe 3"-FAM-
ACGCTTTCCTCGTGGTGATGGCG-TAMRA-5", 3 ul ekstrahovane gDNK kao i Ultrapure
vodu do ukupne koli¢ine od 20 pl. Amplifikacija je radena u dva koraka, a termalni profil se
sastojao od inkubacije na 50°C u trajanju od 2 min radi aktivacije uracil DNK glikozilaze,
inicijalne denaturacije na 95°C u trajanju od 5 min, a zatim 45 ciklusa od 95°C u trajanju od 15
sek, 1 60°C u trajanju od 60 sek. Detekcija je vrSena nakon svakog ciklusa amplifikacije (engl.
end point detection), a prag pozitivnosti (engl. threshold) je odreden automatskim algoritmom
nakon 15 ciklusa amplifikacije. KoriS¢en je aparat StepOnePlus Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD).

2.10 Konverzija iRNK u cDNK

Koncentracija RNK je izmerena Qubit 2.0 fluorimetrom (Invitrogen, Karlsbad, Kalifornija,
SAD) komercijalnim reagensima iz Qubit RNA BR (engl. Broad Range) ili HS (engl. High
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Sensitivity) kitova (Invitrogen, Karlsbad, Kalifornija, SAD) prema uputstvu proizvodaca.
Zapremine RNK koje odgovaraju kolicini od 2 pg ili 5 pg su koriS¢ene za sintezu jednolancane
cDNK, u zavisnosti od grupe uzoraka za koje ¢e biti uradena relativna kvantifikacija ekspresije
gena. Sinteza jednolancane cDNK je radena RevertAid First strand ¢cDNA synthesis kitom
(Thermofisher Scientific, Voltham, Masacusets, SAD) prema uputstvu proizvodaca, izuzev
supstitucije nasumi¢nih heksamera reagensom OligoDT radi sinteze cDNK isklju¢ivo od iRNK
frakcije.

2.11 Kvantifikacija relativne ekspresije gena domacina i parazita

Reakciona smeSa za odredivanje relativne ekspresije odabranih parazitskih i misjih gena je
sadrzala 10 pl PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermofisher Scientific, Voltham,
Masacusets, SAD), specificne prajmere u koncentraciji od 1 uM, 2 pl ¢cDNK i Ultrapure vodu
(2.11.1.). Kona¢na zapremina reakcije je iznosila 20 pl. Kalibracija ekspresije je radena sa cDNK
sintetisanom od RNK tahizoita soja RH (ToxoDB#10) za ENO2, a bradizoita arhetipa II
(ToxoDB#1) za ENOI, kao i iz mozgova ili slezina neinficiranih miSeva (n=4). Za normalizaciju
ekspresije je u oba slucaja koris¢en gen B-actin. Relativna kvantifikacija je uradena AACt
metodom sa uracunavanjem efikasnosti amplifikacije metodom dilucije (Pfaffel, 2004).

2.11.1 Sekvence prajmera (3" 5°), velicine amplikona i enzimi korisceni za genotipizaciju

| Gen | Vrsta | Sekvence forward prajmera | Sekvence reverse prajmera |
B-actin T. gondii TCCCGTCTATCGTCGGAAAG CCATTCCGACCATGATACCC
ENOI1 T. gondii GTTATCAAGGACATCGTTGCACG CTATCGACACGCCCAAAATGG
ENO2 T. gondii CCATCAAGGACATCACTGC GCCGGCTTGATAATCTTGTGG
B-actin M. CACCACAGCTGAGAGGGAAATC ~ O1TTCATGGATGCCACAGGATT

musculus CC

IL-12p40 ]iZ;tSCM lus GTATTCAGTGTCCTGCCAGGAG GRCTGGTTTGATGATGTCCCTG
IFN-y ]iZ;tSCM lus GAAAGACAATCAGGCCATCAGC CGGATGAGCTCATTGAATGC
IL-10 qu sculus CTGTCATCGATTTCTCCCCTGTG GACTCAATACACACTGCAGGTG

2.12 Test modifikovane aglutinacije (MAT)

Priprema antigena je radena prema protokolu koji su opisali Desmonts i Remington (1980.), ali
bez upotrebe sarkoma ¢elija, dok je sam test izvoden u potpunosti prema istom protokolu, tako
da je B-merkaptoetanol, koji sprecava vezivanje IgM klase antitela za antigen, dodavan direktno
u serum. Serumi miSeva zrtvovanih u toku eksperimenata su serijski dvostruko razblazivani, od
1:20 do 1:327680, pa je po 50 pl dodavano u bunare sa oblim dnom mikrotitracione ploce.
Svakom uzorku seruma je zatim dodat 7. gondii antigen, koji se sastoji od celih tahizoita RH
soja, izolovanih iz peritoneuma miSeva, fiksiranih u 6 % PFA rastvoru i razblaZzenih u BABS
puferu (pH 8,95) sa dodatkom 0,04 % BSA (Sigma-Aldrich, St. Luis, Mizuri, SAD) na
koncentraciju od 5 - 7 X 10° tahizoita/pl, u konaénoj zapremini od 50 pl. Plo¢a je inkubirana na
37°C preko noci. Prisustvo specificnih IgG antitela u serumu oznacava rasprSen aglutinat koji
ravnomerno prekriva kompletno dno bunara, te je tesko uocljiv, dok pojava izrazenog taloga u
vidu “dugmeta” u centralnom delu bunara odsustvo specificnih antitela. Kao titar specifi¢nih
antitela u odredenom serumu smatra se poslednje razblazenje seruma u kome je ocCitan pozitivan
nalaz tj. u kome se joS$ ne zapaza “dugme”.

2.13 Utvrdivanje kumulativne smrtnosti in vivo, odredivanje virulencije i analiza parametara
morbiditeta

Swiss Webster Zenke tezine do 20 grama su intraperitonealno inficirane dozama od 10! do 10°
tahizoita sojeva G13, EQ39, EQ40, K1 i BGD18. Infektivna smeSa je pripremljena i infekcija
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uradena kao Sto je prethodno opisano (2.2.2). Infekcija je kod pojedinih miseva klinicki bila
uocljiva kroz pojavu letargije, vidljivog gubitka telesne mase i razbarusenog krzna, simptomi
koji spadaju u ocekivanu klinicku sliku, ali je potvrdena i eksperimentalno i to na dva nacina:
detekcijom 529 repetitivnog elementa u krvi ili organima (mozak, srce) kod Zivotinja koje su
uginule tokom eksperimenta ili dokazivanjem 7. gondii specifi¢nih IgG antitela MAT testom kod
zivotinja koje su prezivele. Zivotinje kod kojih su se pojavili simptomi patnje kao §to su
hemipareza ili otezano disanje su odmah Zrtvovane. Dan uginuéa je beleZzen a smrtnost je
pracena tokom 42 dana. Tada su sve prezivele zivotinje Zrtvovane, izolovan je mozak, i ukupan
broj cista u mozgu je utvrden na ranije opisane nacine (2.2.7). Promer tkivnih cista je izmeren
Axioskop 2 plus measure funkcijom Zeiss Axiovision programa, verzija 4.8, a zapremina

. . . 4 o
izraCunata pomocu formule za zapreminu sfere (V = ;nr3). Za utvrdivanje parametra

kumulativne smrtnosti, koji se dobija kao procenat uginulih Zivotinja inficiranih sa tri uzastopne
infektivne doze u kojima je potvrdena infekcija kod 100% miseva, odabrane su doze 10% 10°,
10*,

2.14 IGRA (engl. Interferon Gamma Release Assay) test

Solubilni antigen tahizoita 7. gondii (STAg) za restimulaciju ¢elija pripreman je od tahizoita RH
soja izolovanih iz peritoneuma Swiss Webster miSeva (n=2) tre¢eg dana nakon infekcije, na
prethodno opisan nacin (2.2.2). Nakon oslobadanja tahizoita iz celija provlacenjem kroz
insulinski Spric i iglu, suspenzija je ispirana DPBS-om i centrifugirana tri puta, a zatim
resuspendovana u Iml DPBS-a i prebacena u mikrotubice zapremine 2 ml sa keramickim
kuglicama prec¢nika 1.4 mm. Mehanicka homogenizacija je uradena sa tri ciklusa u trajanju od 20
sek na maksimalnoj brzini u Bead Ruptor instrumentu. Nivo homogenizacije je proveren
vizuelno, a antigen se smatrao zadovoljavaju¢im kada suspenzija viSe nije sadrzala intaktne
tahizoite. Proteinski sadrzaj je kvantifikovan koriS¢enjem Protein Assay kita (Invitrogen,
Karlsbad, Kalifornija, SAD) za fluorimetar Qubit 2.0. Swiss Webster zenke tezine do 20g su
interaperitonealno inficirane dozom od 10 tahizoita sojeva G13, EQ39, EQ40, K1 i BGDI18
(ToxoDB#1). Infektivne smeSe kao i nacin intraperitonealne infekcije su opisani prethodno
(2.2.2). Nakon 42. dana, miSevi su zrtvovani, a kardiopunkcijom je iglom od 21 G na
insulinskom $pricu izvucenl ml krvi i prebacen u mikrotubice sa 1,5 mg EDTA (Sigma-Aldrich,
St. Luis, Mizuri, SAD). Punoj krvi je dodato 20 ng STAg-a, pa je suspenzija meSana 2 min u
orbitalnoj mesalici i inkubirana na 37°C u trajanju od 5-6 h. Nakon inkubacije, frakcija koja
sadrzi mononuklearne celije je izolovana centrifugiranjem kroz Ficoll Paque PLUS (GE
Healthcare, Uppsalla, Svedska) gradijent po uputstvu proizvodaga. Izolovane ¢elije su ispirane
DPBS-om nekoliko puta, pa je dodat 1 ml Trizol reagensa i totalna RNK je izolovana po
uputstvu proizvodaca. Relativna kvantifikacija ekspresije IFN-y uradena je kao §to je opisano
(2.11), a kao kalibratori ekspresije koriS¢eni su periferni mononukleari stimulisani STAg
antigenom 1 izolovani na isti nacin kao i iz neinficiranih miseva, dok je B-actin koriS¢en za
normalizaciju. Kontrolu eksperimenta su €inili ne-stimulisani mononukleari izolovani iz miSeva
inficiranih tahizoitima genotipa G13.

2.15 Funkcionalna analiza zastitnog imuniteta: Reinfekcija (challenge) hronicno inficiranih
miseva

Swiss Webster Zenke inficirane dozom od 10 tahizoita sojeva G13, EQ39, EQ40, K1 i BGD18
(ToxoDB#1) su nakon 42 dana re-inficirane dozom od 100 tahizoita virulentnog soja RH.
Infektivne smeSe kao 1 nacin intraperitonealne infekcije su opisani prethodno (2.2.2).
Prezivljavanje zivotinja nakon reinfekcije je praceno 30 dana. MiSevi su tada Zrtvovani radi
uzimanja krvi kardiopunkcijom i izolovanja organa (mozak, slezina). U serumu je odreden titar
T. gondii specificnih IgG antitela MAT testom (2./2), dok su organi mehanicki homogenizovani
kao $to je prethodno opisano (2.6.1) radi izolacije nukleinskih kiselina i analize nivoa ekspresije
citokina IFNy, IL-12 i IL-10.
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2.16 Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata i graficki prikazi su radeni u GraphPad Prism8 (GraphPad software,
San Diego, CA, SAD), SPSS (IBM Corporation, Armonk, NY, SAD) i Excel programima
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, SAD). Analiza rezultata prezivljavanja miSeva nakon
infekcije vrSena je pomocu Kaplan-Meier metode, dok je za poredenje rezultata broja parazita po
vakuoli 1 broja plakova koris¢en T-test. Za izracunavanje LD50 koris¢ena je LD50 calculator
funkcija za Excel program (https://probitanalysis.wordpress.com/2016/07/07/first-blog-post/)
bazirana na Probit analizi. Za poredenje rezultata analize nivoa specifi¢nih IgG antitela kao i
relativnih nivoa citokina koriS¢ena je integrisana One-way ANOVA u GraphPad Prism8
softveru, a Bonferroni post hoc test je raden online
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/posttest1/).
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Rezultati

1. Populaciona struktura 7. gondii u prelaznim domacinima u Srbiji

Populaciona struktura parazita 7. gondii u Srbiji je pokazala da su u prelaznim domacinima
detektovani i izolovani genotipovi loza II i III (Graf. 1). Pokazano je da obe loze cirkuliSu i u
domacoj i u silvati¢noj sredini. Najveci deo strukture ¢ine genotipovi loze II, sa 53,7%, medu
kojima dominanira arhetipski genotip (ToxoDB#1), sa 32,8% udela, koji je najfrekventniji kod
coveka. Genotipovi loze III, koja ¢ini 25,3% stukture, detektovani su u zlatnim Sakalima,
lisicama i1 vukovima, ali i izolovani iz domacih zivotinja. Medu genotipovima loze III,
dominantni su varijantni genotipovi. Genotipovi za koje je bilo moguce precizno utvrditi da su
rekombinantni (IVIII) ¢ine 11,9% strukture a oni koji nisu mogli da se svrstaju u loze 7,4%.
Svega 1,4% (1 soj) je bilo atipi¢nih.

Atipi¢ni genotipovi, 1,
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Arhetip loze Il
(ToxoDB#1), 22, 33%

Rekombinantni
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Varijantni genotipovi
loze ll, 14, 21%

Grafikon 1. Populaciona struktura parazita 7. gondii u prelaznim domacinima u Srbiji. Populaciona struktura je
utvdena na osnovu genotipizacije 67 sojeva poreklom iz ljudskih telesnih tec¢nosti, i srca raznih vrsta domacih
zivotinja, divljih golubova i divljih kanida.

Vise od jedne trec¢ine (37,3%) svih sojeva genotipiziranih u ovom istrazivanju poticalo je iz
divljih kanida. Zanimljivo je da su i kod njih genotipovi loze II takode dominantni (68%), a
najveci deo strukture ¢ine varijantni genotipovi ove loze (44%) (Graf. 2). Arhetip (ToxoDB#2) i
varijantni genotipovi loze III zajedno ¢ine 16% strukture. Genotipovi za koje nije mogla da bude
odredena pripadnost lozi II ili III ¢ine 8% strukture, dok rekombinantni genotipovi takode Cine
8% strukture.

Analiza diverziteta populacije genotipova kod lisica (V. vulpes) pokazala je 8 razli¢itih
genotipova medu 10 uzoraka u kojima je genotipizacija bila uspeSna, dok je kod zlatnih Sakala
(C. aureus) detektovano svega 6 razli¢itih genotipova medu 13 uzoraka. U oba uzorka sivih
vukova (C. lupus) detektovani su razliCiti genotipovi (Tab. 1). Velika veéina alela su tipovi 2 1 3,
dok su u dva razlicita genotipa detektovani aleli tipa 1.
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Grafikon 2. Populaciona struktura parazita 7. gondii kod zlatnih Sakala, lisica i sivih vukova. Populaciona struktura
je utvdena na osnovu 24 sojeva detektovanih u zlatnim Sakalima (C. aureus), lisicama (V. vulpes) i vukovima (C.
lupus).

Tabela 1. Genotipovi detektovani u divljim kanidama

Hromozom Apikoplast
PCR-RFLP Marker altSAG2 BTUB i
Genotip, loza
Soj

ToNeDEH Poreklo

V. vulpes Arhetip, Il
097-16 C. aureus 1] 1] 1] 1] 11l i 1] Arhetip, Il
032-16 C. aureus 1 1 1l 1 1 11} - Arhetip, 11l
124-16 V. vulpes n mn - 1] 1] mn - Varijantni, Il
020-16 C. lupus 1] 1] - ] 1] Il 1] Rekombinantni 11/111
121-16 V. vulpes 1] - - 1] 1l Il - Il m
075-16 C. aureus I I 1 I 1l 1l - 1ili i
022-16 C. lupus 1l 1l - Il 1] 1l - Varijantni, Il
068-16 V. vulpes Il 1] - 1] 1] Il 1] Varijantni Il
103-16 V. vulpes I 1} 1] I ] I - Varijantni, Il
056-13 C. aureus I 1 - I 1l I I Varijantni, Il
057-16 C. aureus I I - I 1l 1} I Varijantni, Il
125-16 C. aureus 1} 1] 1 I} 1} 1} 1l Rekombinantni 11/111
023-15 C. aureus 1} 1] - I} 1] 1l - Varijantni, 1l
051-16 C. aureus 1] 1] | I I} 1 - Varijantni, Il
061-16 C. aureus Il Il - Il n 1 - Varijantni, Il
062-16 C. aureus 1} 1} - 1l 1] 1l - Varijantni, Il
113-16 V. vulpes - | I 1l 1l 1l - Varijantni, Il
061-13 V. vulpes Il n 1l Il Il 1] - Varijantni, Il
205-16 C. aureus Il 1] 1l ] 1] 1l Il Arhetip, Il
087-16 C. aureus 1] - 1l 1l 1] 1l 1] Arhetip, Il
115-16 C. aureus 1} 1} - I} 1} I - Arhetip, Il
126-16 V. vulpes - 1] - 1l 1] 1l - Arhetip, Il
101-13 V. vulpes 1} 1} Il I} 1} I I Arhetip, Il
050-13 V. Vulpes I 1} - I} - I - Arhetip, 1l
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2. Bioloska karakterizacija varijantnih genotipova loze I11

2.1 Genotipovi izolata i tipizacija markera virulencije

Genotipizacija na 9 lokusa je pokazala da su cetiri varijantna genotipa loze Il izolovana iz
domacih zivotinja medusobno razli¢iti (Tab. 2). Pretraga ToxoDB (www.toxodb.org) pokazala je
da je samo soj EQ39 ranije izolovan genotip #54. Genotip kontrolnog soja BGD18 potvrden je
kao arhetip loze II (ToxoDB#1).

Tabela 2. Poreklo sojeva i MnPCR-RFLP genotipovi

Hromozom Ib vi m \" Vila i X X Apikoplast
PCR-RFLP Marker c22-8 PK1 c29-2 1358 cs3 Alt.SAG2 BTUB GRA6 Apico
Soj .
ToxoDB# Poreklo Genotlp
Eq40
E. caballus 1] 1] 1] 1] 1] 1] | 1l 1]}
(ToxoDB--)
K1
G. gallus I 1] 1] 1] 1] 1] 1} I} 11}
(ToxoDB--)
G13 "
C. liva I 1] 1] 1] 1] 1] 1] LI} L}
(ToxoDB--)
Eq39
E. caballus 1] 1]
(ToxoDB#54) LI} 1] Il 1l 1] LI} Il
BGD18
H. sapiens I 1} I Il I 1l Il Il Il
(ToxoDB#1)

Ispitivanje gena markera virulencije ROP16, ROP5, GRA15 i ROP18 pokazalo je identi¢ne
tipove alela kod svih varijantnih sojeva loze III (Tab. 3). Poredenje sa kontrolnim sojevima,
arhetipovima loza I, II i III, pokazalo je da svi varijantni sojevi loze III imaju identi¢ne tipove
alela ovih gena kao i arhetip III (ToxoDB#2). Pokazano je da izolovani soj BGD18 (ToxoDB#1)
ima identic¢an tip alela kao i kontrolni soj Me49 (ToxoDB#1), $to dozvoljava da se koristi kao
kontrolni soj za potrebe ostalih eksperimenata.

Tabela 3. Tipizacija alela Cetiri gena markera virulencije ROP16, ROP5, GRA15 i ROP18. Sojevi RH,
Me49 i NED, koji su referentni genotipovi za arhetipove loza I, II i III, koris¢eni su kao kontrole za
razlicite tipove alela na prikazana Cetiri lokusa.

Gen, hromozom, QTL

ROP16, Vlib, VIR4 ROPS, XII, VIR1 GRA15, X, - ROP18, Vlia, VIR3

RH (toxoDB#10) i 1 1 1
Me49 (toxoDB#1) 2 2 2 2
NED (toxoDB#2) 1 3 1 3
Eq40 1 3 1 3
K1 1 3 1 3
Eq39 (toxoDB#54) 1 3 1 3
G13 1 3 1 3
BGD18 (toxoDB#1) 2 2 2 2
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2.2 Odredivanje virulencije in vivo i parametara morbiditeta

Rezultati prezivljavanja infekcije tahizoitima ispitivanih genotipova za odredivanje virulencije in
vivo po protokolu iz Saraf et al., 2017 (Graf. 3) poredeni su sa dva kontrolna soja, visoko
virulentnim arhetipom I, RH (ToxoDB#10), i sojem niske virulencije, arhetipom II, BGD18
(ToxoDB#1).

1 01 -;]%()’6 dani .

\ akutna hronicna 42
el

0 21 |

Kraj eksperimenta
Potvrda infekcije, MAT test

Grafikon 3. Sematski prikaz eksperimenta

2.2.1 Analiza prezivljavanja akutne infekcije razlicitim sojevima T. gondii

Svi miSevi inficirani sojem RH (ToxoDB#10), i to sa tri razli¢ite doze tahizoita (10> 10% i 10%),
po ocekivanju su uginuli do 10. dana nakon infekcije. Nasuprot tome, vecina miseva, izuzev
nekoliko jedinki inficiranih sa 10° tahizoita, preZivela je infekciju sojem BGD18 (ToxoDB#1).
Kod ispitivanih genotipova loze III, infekcija tahizoitima EQ40 i K1 izazvala je visoki procenat
smrtnosti koji je bio dozno zavisan, dok sa G13 i EQ39 (ToxoDB#54) nije (Graf. 4).

2.2.2 Kinetika prezivljavanja i kumulativna smrtnost

Pra¢enjem prezivljavanja miSeva nakon infekcije ispitivanim genotipovima sa infektivnim
dozama od 10'-10° tahizoita pokazano je da je najveéi broj miSeva inficiranih tahizoitima
genotipova EQ40 1 K1 uginuo 11-15, odnosno 9-13 dana nakon infekcije, dok su miSevi
inficirani genotipovima EQ39 (ToxoDB#54) 1 G13, uginuli sporadi¢no u razli¢itim vremenskim
taCkama tokom infekcije (Graf. 5).
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Grafikon 5. Vremenski tok infekcije od 1. do 42. dana sa infektivnim dozama od 10'-10° tahizoita
razli¢itih genotipova. Broj uginulih Zivotinja u odredenom danu je prikazan iznad svakog stuba.

Procenat miSeva uginulih u ranoj infekciji (do 15. dana) po ocekivanju je bio najvisi za EQ40, a
najnizi za EQ39 (ToxoDB#54) i G13. Kumulativha smrtnost, koja je izracunata iz tri
konsekutivne infektivne doze, 10?-10%, do kraja eksperimenta 42. dana, takode je bila najvisa za
EQA40, a najniza za EQ39 (ToxoDB#39), dok su svi miSevi inficirani istim dozama kontrolnog
soja BGD18 (ToxoDB#1) preziveli (Tab. 4). Na osnovu ovih rezultata pokazano je da je medu
ispitivanim sojevima loze III najvirulentniji genotip EQ40, a zatim K1, koji se na osnovu
kumulativne smrtnosti klasifikuju kao intermedijarno virulentni, dok su G13 i EQ39
(ToxoDB#54) genotipovi niske virulencije. Letalne doze za 50% miseva (LDso) za genotipove
EQ40 i K1 iznosile su 694 (10%) odnosno 21,262 (10%) tahizoita.

Tabela 4. Procenat uginulih miSeva u ranoj infekciji i kumulativni mortalitet do 42. dana

Fongart Kumulativna
Procenat uginulih e SN
Zivotinja do 15. dana y
dana (10>-10%)
RH (ToxoDB#10) 100% -
BGD18 0% 0%
(ToxoDB#1)
EQ40 84% 69,45%
K1 75% 38,8%
G13 0% 10,75%
EQ39 0% 6,8%
(ToxoDB#54)
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2.2.3 Analiza parametara morbiditeta

Misevi koji su preziveli infekciju razlicitim genotipovima loze III zrtvovani su 42. dana radi
analize parametara morbiditeta. Broj tkivnih cista u mozgovima prezivelih Zivotinja bio je
izuzetno varijabilan i nije korelirao ni sa infektivnom dozom niti sa virulencijom sojeva. U
Tabeli 5 prikazano je poredenje maksimalnog broja tkivnih cista kod prezivelih miSeva kao i
prosecan promer, iz kojeg je izraCunata prose¢na zapremina.

Tabela 5. Maksimalan broj i veli¢ina tkivnih cista u mozgu prezivelih miseva, (n = 4-6), 42 dana nakon
infekcije razli¢itim genotipovima loze III. Zapremina je aproksimirana kao V=4/3nr>.

Soj Max. broj cista Prosecan promer Zapremina (V=4/3nr?)

EQ40 1970 13,86 (n=68) 1394,08 um?
K1 600 14,99 (n=57) 1763,61 pm?
G13 980 13,42 (n=113) 1265,48 pm?
EQ39 (ToxoDB#54) 650 14,85 (n=157) 1714,66 um?

2.3 Analiza fenotipa virulencije in vitro

Kinetika invazije tahizoita u VERO c¢elije i intracelijska proliferacija su analizirane metodom
growth assay prema Fox i Bzik (2002). Rezultati dobijeni sa ispitivanim genotipovima poredeni
su medusobno kao i sa sojem BGD18 (ToxoDB#1), koji je sluzio kao primer nisko virulentnog
genotipa, dok je laboratorijski soj RH (ToxoDB#10), kao primer visoko virulentnog genotipa,
kojeg odlikuje brza invazija i visoka stopa proliferacije, sluzio kao kontrola. Infektivne doze su
predstavljene kao MOI (engl. multiplicity of infection), §to oznacava odnos broj tahizoita prema
broju ¢elija.

Parazitske vakuole

Grafikon 6. Intracelijske vakuole u VERO ¢elijama kojima proliferiSu tahizoiti genotipa EQ40 nakon 3
dana in vitro kulture. U vakuolama se jasno vide rozete, koje su vrlo ucestale formacije u slucaju infekcije
tahizoitima soja RH (ToxoDB#10), ali rede zapaZzene posle infekcije tahizoitima nisko virulentnih
genotipova.
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2.3.1 Kinetika invazije

Rezultati pracenja invazije su pokazali da se kod genotipova EQ40, K1 i EQ39 (ToxoDB#54)
inficirane ¢elije mogu primetiti ve¢ 1 h nakon infekcije, dok je vreme do pojave prvih inficiranih
¢elija za genotip G13 bilo najduze i iznosilo ¢ak 3 h. Kontrolni soj RH (ToxoDB#10) inficira
¢elije u roku od 20 min, dok je vreme za soj BGD18 (ToxoDB#1) iznosilo 1,5 h (Tab. 6).

Tabela 6. Kinetika invazije. Inficirana su tri tehni¢ka replikata (bunara) za svaki soj po eksperimentu.
Infektivna doza je iznosila 0,1 MOI, a pregledano je do 200 VERO ¢elija za svaki soj u intervalima od po
30 min nakon infekcije. Eksperimenti su ponovljeni tri puta i prikazani rezultati predstavljaju prosek iz
sva 3 eksperimenta.

Vreme nakon

infekcije (h)
1

RH (ToxoDB#10)

+

BGD18 (ToxoDB#1) .
EQ40

+ +
K1

+ +
EQ39 (ToxoDB#54) + +
G13

- +

2.3.2 Proliferacija

Od ispitivanih genotipova loze III, najvisi procenat inficiranih ¢elija nakon 24 h utvrden je kod
EQ39 (ToxoDB#54), a najnizi kod G13, dok su EQ40 i K1 pokazali slicne (intermedijarne)
vrednosti. Sem toga, nakon 24 h je kod EQ39 (ToxoDB#54) u najve¢em broju ¢elija primeceno
dve ili vise vakuola, dok je kod EQ40 bilo do dve vakuole. U najveéem broju ¢elija inficiranih
ostalim genotipovima, ukljucujuci i kontrolni RH (ToxoDB10), primecena je po jedna vakuola.
Nakon 48 h, broj vakuola po ¢eliji bio je slian broju nakon 24 h kod svih, izuzev BGD18
(ToxoDB#1), kod kojeg je primecen blag porast na gotovo dve vakuole po ¢eliji (Tab. 7).

Broj tahizoita u vakuoli kao i broj deoba bili su najvisi u odnosu na sve ispitivane genotipove
kod soja RH (ToxoDB#1), a najnizi kod BGD18 (ToxoDB#1), dok su ovi parametri kod
ispitivanih genotipova loze III bili izmedu ove dve krajnosti. Medu ispitivanim genotipovima
loze III, najvisi prosecni broj tahizoita po vakuoli zapazen je za EQ40, dok je prosecan broj
deoba nakon 48 h bio slican za EQ40, K1 i G13, a nizi za EQ39 (ToxoDB#54) (Tab. 8).
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Tabela 7. Procenat inficiranih VERO ¢elija nakon 24 h i broj vakuola po ¢eliji nakon 24 i 48 h. Prose¢ne
vrednosti za svaki genotip dobijene su iz tri tehnika replikata (bunara) po eksperimentu. Celije su
inficirane dozom od 0,1 MOI, a pregledano je od 400 do 600 VERO ¢elija za svaki soj po eksperimentu.
Eksperimenti su ponovljeni Sest puta

Br. vakuola po celiji (prosek)

Inficirane celije (%) nakon 24h

24 48
RH (ToxoDB#10) 4.42% 1.4 1.2
BGD18 (ToxoDB#1) 0.57% 13 1.8
EQ40 1.18% 1.9 1.6
K1 1.31% 13 13
EQ39 (ToxoDB#54) 2.97% 2.5 2.4
G13 0.43% 1 1.4

Tabela 8. Proliferacija nakon 48 h in vitro. Prosecne vrednosti za svaki genotip dobijene su iz tri
tehni¢ka replikata (bunara). Celije su inficirane dozom od 0,1 MOI, a pregledano je 30-50 vakuola po
soju za svaki eksperiment. Eksperimenti su ponovljeni Sest puta. Broj deoba je aproksimiran kao log,
broja parazita po vakuoli.

Proliferacija nakon 48h

Br. parazita/vakuoli Br. deoba
RH (ToxoDB#10) 27+4.250 3.712+0.476
BGD18 (ToxoDB#1) 3.6+0.880 0.981+0.244
EQ40 7.7+0.610 2.008+0.191
K1 5.4+0.436 2.025+0.127
EQ39 (ToxoDB#54) 4.9+0.611 1.625+0.157
G13 5.0+1.550 2.033+0.515

Statisticko poredenje prosecnog broja tahizoita u vakuolama ispitivanih genotipova loze III
potvrdilo je da su razlike izmedu EQ40, K1 i EQ39 (ToxoDB#54) i kontrolnog soja BGD18
(ToxoDB#1) znacajne, Sto je u korelaciji sa prethodno utvrdenom virulencijom in vivo.
Statisticke znaCajnosti izmedu genotipova EQ40 1 GI3 nije bilo (Graf. 7).
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Grafikon 7. Broj parazita u vakuolama. Prose¢ne vrednosti za svaki soj dobijene su iz tri tehnicka
replikata (bunara) po eksperimentu. Eksperimenti su ponovljeni Sest puta. Rezultati su prikazani sa
standardnom greskom srednje vrednosti. StatistiCka analiza: t-test, poredenje EQ40 sa K1, EQ39
(ToxoDB#54), G13, BGD18 (*p < 0,5; **p < 0,01). Razlika izmedu EQ40 i G13 nije bila statisticki
znacajna.

2.3.3 Analiza egresa

Analiza egresa je radena nakon 10 dana in vitro kulture kvantifikacijom broja plakova, koji su
posledica smrti inficirane celije, u konfluentnom pokrivacu VERO c¢elija. Kontrola za ovaj
eksperiment su bile neinficirane VERO ¢elije obojene 1% crystal violet rastvorom, koji se vezuje
za kompletnu povrSinu Celije, te se prisustvo plakova utvduje vizuelno kao nedostatak boje.
Pokazano je da su se plakovi formirali u svim inficiranim bunarima, dok u bunarima sa
neinficiranim VERO ¢elijama po oc¢ekivanju nisu primeéeni plakovi. Gotovo tre¢ina povrsine
bunara u kojima su se nalazile ¢elije inficirane tahizoitima genotipa EQ40 nije bila obojena, za
razliku od svih ostalih bunara inficiranih tahizoitima ispitivanih genotipova loze III i kontrolnog
soja BGD18 (ToxoDB#1), sto ukazuje na to da je doslo do smrti najveéeg broja VERO c¢elija.
Zbog spajanja individualnih plakova, broj plakova za EQ40 nije mogao da bude utvrden (Graf.
8).

Neinficirane K1 G13

Grafikon 8. VERO C¢elije inficirane ispitivanim genotipovima loze III i kontrolnim BGD18 (ToxoDB#1)
obojene 1% Crystal violet rastvorom. Reprezentativna slika za tri izvedena eksperimenta.Celije su
inficirane dozom od 0,5 MOI. Kontrolni soj RH (ToxoDB#1) nije koris¢en u ovim eksperimentima jer
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kompletno unistava celijski sloj u roku od 48-72 h. Plakovi su brojani na uve¢anju 5 X na celoj povrsini
bunara

Kvantifikacija plakova u bunarima inficiranim tahizoitima genotipova K1, EQ39 (ToxoDB#54),
G13 kao i kontrolnim sojem BGDI18 (ToxoDB#1) pokazala je najvise plakova kod K1, a
najmanje kod G13 (Tab. 9).

Tabela 9. Broj plakova nakon 10 dana infekcije ispitivanim sojevima i kontrolnim sojem BGD18
(ToxoDB#1). Prosecne vrednosti za svaki soj su dobivene iz tri tehnicka replikata (bunara) po
eksperimentu. Pregledana je cela povrSina bunara. Eksperimenti su ponovljeni dva puta.

Br. plakova nakon 10

dana (prosek)

BGD18 (ToxoDB#1) 139.8+8.6

K1 228.5+29.05

EQ39 (ToxoDB#54)  105.5+5.47

G13 93.646.2

Statisticko poredenje t-testom broja plakova u bunarima inficiranim tahizoitima K1 u odnosu na
BGD18 (ToxoDB#1), EQ39 (ToxoDB#54) i G13 pokazalo je da su primecéene razlike znacajne
(Graf. 9). Ovi rezultati su u potpunosti u korelaciji sa virulencijom utvrdenom in vivo.

400 - i
300-
200-
%k k
p=0.0011
100 1
0- 1 1 T
K1 BGD18 EQ39 G13

Grafikon 9. Broj plakova 10 dana od infekcije VERO ¢elija. Proseéne vrednosti za svaki genotip
dobijene su iz tri tehnicka replikata (bunara) po eksperimentu. Eksperimenti su ponovljeni dva puta.
Rezultati su prikazani sa standardnom greskom srednje vrednosti. Statisticka obrada: t-test, poredenje
genotipa srednje virulencije K1, sa genotipovima niske virulencije, BGD18, EQ39, G13 (*p <0,5; **p <
0,01).
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2.4 Analiza ekspresije gena ENO2, tahizoitske enolaze

Ekspresija tahizoitske enolaze (ENO2) utvrdena nakon 24 h bila je najvisa kod genotipa K1, a
najniza kod G13, dok su nivoi kod EQ40 i EQ39 (ToxoDB#54) gotovo isti. Nakon 10 dana in
vitro kultivacije, ekspresije ENO2 bila je visa kod intermedijarno virulentnih genotipova K1 i
EQ40 u odnosu na nisko virulentne G13 i EQ39 (ToxoDB#54) kao i kontrolni soj BGD18
(ToxoDB#1) (Graf. 10).
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Grafikon 10. Nivo relativne ekspresije tahizoitske enolaze (ENO2) in vitro nakon 24 h i 10 dana. Uzorak
tahizoita za analizu dobijen je iz tri bunara po eksperimentu. Proseéne Ct vrednosti na osnovu kojih je
izraCunat relativni nivo ekspresije dobijene su iz tri replikata PCR reakcije. Za normalizaciju je koris¢en
T. gondii B-actin, dok je kalibracija uradena tahizoitima soja RH (ToxoDB#10) izolovanim iz
peritoneuma inficiranih Swiss Webster miseva nakon 3 dana infekcije.

3. Imunski odgovor domacina nakon infekcije tahizoitima varijantnih
genotipova loze 111

3.1 Analiza imunskog odgovora domacdina u ranoj infekciji

Analiza ekspresije gena u ranoj infekciji (7. dan) pokazala je statisticki znacajno najvisi nivo IL-
12p40 u mozgu miseva inficiranih genotipom EQ40 u odnosu na EQ39 (ToxoDB#54) i G13, dok
je u slezini statisticki znacajno najvisi nivo kod miseva inficiranih kontrolnim sojem BGDI18
(ToxoDB#1) u odnosu na sve genotipove izuzev G13, iako je daleko nizi od nivoa u mozgu.
Najvisi nivo IFN-y je detektovan i u mozgu i slezini miSeva inficiranih genotipom EQA40, ali je
razlika bila statisticki znacajna u odnosu na sve genotipove samo u slezini. Nivo IL-10 je
izuzetno nizak (<1) u mozgu svih miSeva, dok je u slezini ekspresija bila nesto visa kod nisko
virulentnih genotipova BGD18 (ToxoDB#1) i G13 mada ne statisticki znacajno (Graf. 11).
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Grafikon 11. Relativna kvantifikacija ekspresije 1L-12p40, IL-10 i IFN-y u mozgu i slezini miSeva 7.
dana posle infekcije sa po 10 tahizoita isptivanih genotipova 7. gondii. Sa leve strane su prikazani
rezultati ekspresije citokina u mozgu inficiranih Swiss Webster miSeva (n=5), a sa desne strane u slezini.
Rezultati su prikazani sa standardnom greSkom srednje vrednosti. Statisticka obrada: one-way ANOVA

(*p <0,5; **p <0,01), sa post hoc Bonferroni korekcijom.
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3.2 Analiza imunskog odgovora domacina u kasnoj infekciji

Analiza ekspresije gena u mozgu miseva u kasnoj infekciji (42. dan) pokazala je visoke nivoe
IL-12p40 nakon infekcije nisko virulentnim genotipom EQ39 (ToxoDB#54) kao i intermedijarno
viruletnim EQ40, dok su nivoi u slezini znacajno niZi, a najvisi kod nisko virulentnog genotipa
BGD18 (ToxoDB#1). I nivo IFN-y je bio statisticki znacajno najvisi u mozgu miseva inficiranih
genotipom EQ39 (ToxoDB#54) u odnosu na BGDI18 (ToxoDB#1) kao i G13, dok su najvisi
nivoi ovog citokina u slezini utvrdeni kod BGD18 (ToxoDB#1) i Kl1. Ekspresija anti-
inflamatornog citokina IL-10 je bila statisticki znacajno najvisa u mozgu i miSeva inficiranih sa
BGD18 (ToxoDB#1) u odnosu na sve ostale genotipove kao i u slezini, mada nije bilo statisticki
znacajno. Nivoi IL-10 kod genotipova EQ39 (ToxoDB#54), K1 i EQ40 su bili izuzetno niski
(<1) (Graf. 12).
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Grafikon 12. Relativna kvantifikacija ekspresije IL-12p40, IL-10 i IFN-y u mozgu i slezini miseva 42.
dana posle infekcije sa po 10 tahizoita isptivanih genotipova 7. gondii Sa leve strane su prikazani rezultati
ekspresije citokina u mozgu inficiranih Swiss Webster miSeva (n=5), a sa desne strane u slezini. Rezultati
su prikazani sa standardnom greskom srednje vrednosti. StatistiCka obrada: one-way ANOVA (*p <0,5;

**p < 0,01) sa post hoc Bonferroni korekcijom.

Uz ekspresiju gena u kasnoj infekciji odreden je i nivo specificnih IgG antitela. Rezultati su
pokazali da razlike u nivou izmedu grupa miseva inficiranih ispitivanim genotipovima nisu
statisticki znacajne, iako je primecen trend da su srednje vrednosti kod svih izolata loze III vise u

odnosu na srednju vrednost kod kontrolnog soja BGD18 (ToxoDB#1) (Graf. 13).
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Grafikon 13. Nivo 7. gondii specifi¢nih IgG antitela kod miseva 42. dana posle infekcije. Rezultati MAT
testa za n=5 miSeva po genotipu. Prose¢ne vrednosti: BGDI18 (ToxoDB#1):20480, K1:46080,
EQ39(ToxoDB#54):32768, EQ40:28672, G13:48872. Razlike nisu statisticki znacajne

4. IGRA test

Najvisa relativna ekspresija nakon re-stimulacije mononuklearnih celija periferne krvi STAg
antigenom utvrdena je kod genotipa K1, dok je najniza bila kod kontrolnog soja BGDI18
(ToxoDB#1). Vrednosti ekspresije kod genotipova EQ39 (ToxoDB#54), EQ40 kao i G13 bile su
vrlo sli¢ne. Statistickih razlika izmedu nivoa ekspresije nije bilo (Graf. 14).
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Grafikon 14. Relativni nivo ekspresije IFN-y u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi stimulisanim sa
STAg antigenom. Prikazane su srednje vrednosti dobijene iz 2-3 individualna misa za svaki genotip. Ne-
stimulisani mononukleari poticu iz 2 mi$a inficirana genotipom G13.
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5. Prezivljavanje i analiza imunskog odgovora domacina nakon re-infekcije

Funkcionalna analiza steCenog imunskog odgovara na infekciju ispitivanim genotipovima loze
II1, kao i kontrolnog soja BGD18 (ToxoDB#1) odnosila se na kapacitet imunskog odgovora da
zaStiti miSeve od letalnog ishoda infekcije visoko virulentnim genotipom ToxoDB#10.
Infektivna doza u primarnim infekcijama je iznosila 10 tahizoita, $to je subletalna doza za sve
ispitivane genotipove, dok je re-infekcija RH sojem (ToxoDB#10) radena infektivnom dozom od
100 tahizoita. Prezivljavanje miseva je praceno do 30 dana nakon re-infekcije (Graf. 15).
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Grafikon 15. Sematski prikaz eksperimenta (challenge) re-infekcije

Svi misevi koji su bili inficirani ispitivanim izolatima loze III kao i kontrolnim genotipom
BGD18 (ToxoDB#1) su preziveli re-infekciju visoko virulentim genotipom ToxoDB#10 (Tab.
10).

Tabela 10. Prezivljavanje miSeva imunizovanih ispitivanim sojevima 7. gondii 30 dana nakon re-
infekcije visoko virulentnim genotipom ToxoDB#10. Broj miSeva inficiranih ispitivanim genotipovima
kao 1 kontrolnim sojem BGD18 (ToxoDB#1) iznosio je po 10 u svakoj grupi. Re-inficirano je po 5
miseva, osim za K1 1 EQ39 (ToxoDB#54) jer su po dve Zivotinje uginule u kasnoj fazi (>30 dana)
primarne infekcije kod oba genotipa, a dve Zivotinje su iskljucene iz eksperimenta zbog povreda i loSeg
opsteg izgleda.

Virulencija Br. inficiranih Br. potvrdeno Br. re-inficiranih | PreZiveli (% prezivljavanja)
inficiranih

BGD18 (ToxoDB#1) Niska 5 (100%)
EQ40 Srednja 10 7 5 5 (100%)
K1 Srednja 10 6 4 4 (100%)
EQ39 (ToxoDB#54) Niska 10 7 3 3 (100%)
G13 Niska 10 9 5 5 (100%)

Analiza ekspresije IL-12p40 30. dana nakon re-infekcije pokazala je statisticki znacajno visi nivo
u mozgu miseva inficiranih genotipom G13 u odnosu na EQ39 (ToxoDB#54) i K1, dok je u
slezini takode najvisi nivo detektovan kod G13, iako ova razlika nije bila statisticki znacajna.
Sem G13, znacajni nivoi ekspresije su bili i kod genotipa EQ40, dok su kod ostalih genotipova
izuzetno niski. Ekspresija IFN-y u mozgu bila je vrlo slicna kod svih genotipova izuzev
kontrolnog soja BGD18 (ToxoDB#1), kod kojih je bila najniza, dok je najvisi nivo detektovan u
slezini miseva inficiranih genotipom G13. Kod G13 je takode utvrden najvi$i nivo IL-10 u
mozgu, koji je bio nesto nizi kod miSeva inficiranih sa EQ40. U slezini, najvisi nivo ekspresije
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IL-10 bio jekod miSeva inficiranih sa EQ40, a nesto nizi kod miSeva inficiranih sa G13, ali ova
razlika nije bila statisticki znacajna (Graf. 16).
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Grafikon 16. Relativna kvantifikacija ekspresije 1L-12p40, IL-10 i IFN-y u mozgu i slezini miSeva
imunizovanih ispitivanim genotipovima 7. gondii 30 dana posle re-infekcije visoko virulentnim
genotipom ToxoDB#10. Sa leve strane su prikazani rezultati ekspresije citokina u mozgu, a sa desne u
slezini. Rezultati su prikazani sa standardnom greskom srednje vrednosti. Statisticka obrada: one-way
ANOVA (*p <0,5; **p <0,01) sa post hoc Bonferroni korekcijom.
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Testom modifikovane aglutinacije uradenim 30 dana nakon re-infekcije pokazano je da je nivo
specificnih IgG antitela bio najviS$i u serumima miSeva inficiranih genotipovima K1 i RH
(ToxoDB#10), Sto je bilo i statisticki znaCajno u odnosu na nivoe kod miSeva inficiranih
genotpovima EQ40 i G13. NajniZi nivo specificnih antitela detektovan je kod miSeva inficiranih
genotipovima G13 i RH (ToxoDB#10) (Graf. 17).
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Grafikon 17. Nivo T. gondii-specificnih IgG antitela kod miSeva (n=5) 30 dana nakon re-infekcije.
Prosecne vrednosti: BGD18 (ToxoDB#1):22528, K1:74240, EQ39(ToxoDB#54):23893,3, EQ40:11264,
G13:14336. Statisticka obrada: one-way ANOVA (*p < 0,5; **p < 0,01) sa post hoc Bonferroni
korekcijom.
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Diskusija
1. Populaciona struktura parazita 7. gondii u prelaznim domacinima u Srbiji

Analiza populacione strukture genotipova 7. gondii izolovanih ili detektovanih u prelaznim
domacinima u Srbiji zasnovana je na 67 sojeva, od kojih je 24 poreklom iz ljudi, 15 iz Cetiri vrste
domacih zivotinja (Equus caballus, Gallus gallus domesticus, Ovis aries, Sus scrofa), 3 iz
gradskih golubova (Columba livia) i 25 iz tri vrste divljih kanida (Canis aureus, Vulpes vulpes,
Canis lupus) (Fig.1). Genotipovi loze II ¢ine veéinu strukture, pri ¢emu je arhetip (ToxoDB#1)
dominantan, §to je i o¢ekivano prema podacima iz literature koji se odnose na Evropu (Peyron et
al., 2006; DeCraye et al., 2011; Su et al., 2012; Hermann et al., 2012; Can et al., 2014; Vilares et
al., 2014; Markovi¢ et al., 2014; Calero-Bernal et al., 2015; Vilares et al., 2017; Kuruca et al.,
2019; Fernandez-Escobar et al., 2020). Diverzitet je nizak, ¢ak 41,7 % populacije se sastoji od
samo dva genotipa, arhetipa loza II (ToxoDB#1) i Il (ToxoDB#2), koji su nisko virulentni
(Howe 1 Sibley, 1995; Dubey, 1998; Su et al., 2002). Genotipovi loze I, koji su retki, nisu
detektovani u Srbiji, ali je primeéeno prisustvo alela tipa 1 kod nekolicine ispitanih sojeva
razlicitih genotipova, §to je u skladu sa ranijim nalazima kod zivotinja i ljudi u Evropi (Montoya
et al.,, 2008; Ajzenberg et al., 2009; Turcekova et al, 2014; Calero-Bernal et al., 2015).
Objasnjenje za odsustvo genotipova loze I u Srbiji moZe biti ¢injenica da je ova loza globalno
nefrekventna, vrlo verovatno zbog visoke virulencije, koja uslovljava skra¢eno vreme transmisije
kod osetljivih domac¢ina i ujedno implicira uzi spektar domacéina podobnih za znacajnu
geografsku diseminaciju (Su et al., 2003; Su et al., 2012).

Interesantno je da su genotipovi loze III u Srbiji ve¢inom detektovani kod ljudi (35,2%), iako
nema izolata, dok je kod domacih i divljih Zivotinja detektovano svega 23,2 %, ali postoji
znacajan broj izolata. Ovi nalazi su u skladu sa nalazima iz drugih zemalja, jer se genotipovi loze
III i globalno retko izoluju iz ljudskih tkiva (www.toxodb.org; Ajzenberg et al., 2009). Iako
eksperimentalne potvrde za sada nema, nalazi mogu biti posledica potencijalne imunoloske
barijere, u vidu specificnih mehanizama rezistencije prisutnih kod ljudi, koji drasticno smanjuju
broj tahizoita ili tkivnih cista genotipova loze III. Imaju¢i u vidu da se izolacija sojeva kod ljudi
vrsi samo iz telesnih te¢nosti (krv, plodova voda, o¢na vodica ili cerebrospinalna tecnost) i da je
moguca samo tokom rane infekcije, koja se izuzetno retko dijagnostikuje, ili reaktivacije, i inace
je otezana kod ljudi. Ukoliko je pak broj tahizoita genotipova loze III drasti¢no nizi kod ¢oveka u
odnosu na broj tahizoita drugih genotipova koji se ¢esce izoluju, izolacija ovih genotipova bi bila
moguca samo u retkim slucajevima.

Ubedljiva globalna dominacija arhetipa loze II (ToxoDB#1) kod ljudi i domacih zivotinja se
objasnjava kao posledica diseminacije ovog genotipa na razne kontinente od strane ljudi ali i
odredenim genetskim adaptacijama, koje za rezultat imaju fenotip sa povisenim kapacitetom za
infekciju tkivnim cistama i niska virulencija, kao odlikama koje znacajno doprinose transmisiji
(Su et al., 2003; Shwab et al., 2018; Hassan et al., 2019; Galal et al., 2019a, b). Ali, imajuéi u
vidu da arhetip loze II (ToxoDB#1) nije jedini genotip sa poviSenim kapacitetom za infekciju
tkivnim cistama, niti jedini nisko virulentan genotip, nejasno je zaSto genotipovi kao $to je i
arhetip loze III (ToxoDB#2), nisu jednako ucestali. lako se covek ne smatra znacajnim
rezervoarom 7. gondii, uprkos visokoj prevalenciji infekcije kod ljudi, a postoji znacajna razlika
izmedu arhetipova loze II (ToxoDB#1) i III (ToxoDB#2) upravo u ucestalosti u ljudskoj
populaciji, postavlja se pitanje da li postoje druge adaptacije koje pospeSuju infekciju Coveka,
koje bi objasnile ubikvitarnost arhetipa loze II (ToxoDB#1) (Howe i Sibley, 1995; Howe et al.,
1997; Ayala, 1998; Montoya i Liesenfeld, 2004). Interesantno je da je ¢ovek zapravo domacin iz
kojega je transmisija retka jer je predominantno vertikalna, ali ga zato karakteriSe dug prosecan
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zivotni vek, §to je mozda usmerilo evoluciju arhetipa loze II (ToxoDB#1) ka parazitiranju
coveka.

Populaciona struktura T. gondii kod divljih kanida

Iako je loza III globalno distribuirana, u Evropi su genotipovi ove loze ve¢inom detektovani na
jugu kontinenta, posebno u zoni Mediterana, za razliku od genotipova loze II koji su
rasprostranjeni ravnomerno po celom kontinetu. Za sada je u Evropi naj¢esée izolovan arhetip
loze 111 (ToxoDB#2), dok su izolati varijantnih genotipova retki. Analiza populacione strukture
genotipova T. gondii iz Srbije je pokazala da su oni koji kruze silvati¢no veéinom varijantni
(60,7 %) dok ih je u domacoj sredini manje od polovine (46,1%) (Graf.1, 2). U divljim kanidama
su najvise detektovani varijantni genotipovi loze 11 (44 %), ali i jedan loze III (soj 124-16) iz
lisice, dok su sojevi 121-16 iz lisice i 075-16 iz zlatnog Sakala, takode moguci pripadnici loze II1
(Tab.1) (Uzelac et al., 2019). Visok diverzitet populacije genotipova u silvati¢noj sredini je
oc¢ekivan, jer je dobro opisana dihotomija diverziteta genotipova 7. gondii koji kruze u domacoj
u odnosu na silvati¢nu sredinu (Khan et al., 2014; Jiang et al., 2018; Galal et al., 2019). Ovo je
posebno izrazeno u delovima sveta gde joS uvek postoje velika prirodna prostranstva u kojima je
gustina ljudske populacije ekstremno niska, kao Sto je veliki deo severozapada SAD, gde uz
globalne loze I, II i III kruzi i autohtona loza haplotip 12 (loza X) koja je isklju¢ivo prisutna u
silvati¢noj sredini, i Amazonija u juznoj Americi, gde takode kruze genotipovi koji nisu srodni
autohtonim brazilskim lozama BrI-IV (Pena et al., 2008; Khan et al., 2011, Mercier et al., 2010;
Galal et al., 2019).

Ali, ¢ak su i u pojedinim delovima Evrope, kao npr na jugu Italije, detektovani atipi¢ni
genotipovi kod divljih svinja, Sto ukazuje na postojanje populacije viseg diverziteta nego Sto je
ocekivano prema nalazima iz ranijih godina, koji su uglavnom bili zasnovani na genotipovima
detektovanim kod domacih Zivotinja (Sgroi et al., 2020). Sem toga, ucestalost ToxoDB#1 u
silvaticnim sredinama je ocCekivano niza, Sto dodatno podsti¢e sumnje da je covek kljucan za
diseminaciju ovog genotipa (Lehmann et al., 2006; Shwab et al., 2018). Iako je u Srbiji u
silvati¢noj sredini prisutan znacajan diverzitet, poredenjem broja razli¢itih genotipova kod
zlatnih Sakala i lisica pokazano je svega 6/13 razliitih kod zlatnih Sakala, ali 8/9 kod lisica.
Nizak diverzitet populacije genotipova detektovanih u uzorcima zlatnih Sakala je zapravo
karakteristican za domacu sredinu, jer je kod domacih zivotinja za sada detektovano svega 6/15
razli¢itih genotipova. Imajuci u vidu da su obe zivotinje mezopredatori koji su omnivore i dele
staniSta koja su Cesto u blizini naseljenih mesta, poreklo razlika u diverzitetu populacije
genotipova je vrlo verovatno u razlicitoj dostupnosti izvora hrane.

Ispitivanjem povrsinskih voda u Srbiji nedavno je utvdeno prisustvo oocista 7. gondii u Drini,
Dunavu i Mlavi, §to istie znacaj vode kao rezervoar parazita, pogotovo za divlje Zivotinje
(Cirkovi¢ et al.,, 2020). Ali, razli¢it pristup izvorima povrinske vode u ovom sluéaju ne
objasnjava nalaze, jer voda na celokupnoj teritoriji sa koje poti¢u analizirane zivotinje ne
predstavlja ograniCeni resurs, te se podrazumeva podjednak pristup svim izvorima. Ishrana lisica
i zlatnih Sakala je vrlo sli¢na i sastoji se od sitnih sisara i ptica, ali se obe Zivotinje neretko hrane
i strvinama, a ponekad i antropogenim otpadom (Ranc et al., 2018). Ispitivanje zeludacnog
sadrzaja zlatnih Sakala izlovljenih u Srbiji je potvrdilo da se ove zivotinje Cesto hrane mesom
domacih zivotinja, ali zapravo otpadom koji nije upotrebljiv za ljudsku ishranu (Penezi¢, 2016).
Ovo ukazuje na to da se u ruralnim sredinama nakon klanja domacih zivotinja otpad baca na
divlje deponije koje su lako dostupne divljim zivotinjama. Porazavajuca je i Cinjenica da su
ispitivane zivotinje poreklom iz raznih krajeva zemlje, $to ukazuje na visok stepen zagadenosti
prirodne sredine. Ova praksa omogucava zlatnim Sakalima da retko love da bi se prehranili i
uslovljava ih da redovno posec¢uju divlje deponije ili da se nastane u neposrednoj blizini ruralnih
domacinstava kao izvora lako dostupne hrane (Cirovié etal., 2014; Uzelac et al., 2019).
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Pozitivan doprinos ove prakse kao i sposobnosti Sakala da se adaptira i prihvati nove izvore
hrane, nesumnjivo je porast brojnosti populacije vrste koja je u proslom veku bila gotovo
istrebljena u Evropi surovom metodom trovanja, ali koja se sada brzo §iri sa Balkana ka drugim
delovima kontinenta (Lanszki et al., 2006, Cirovic et al., 2014). Populacija zlatnih Sakala u
Evropi se procenjuje na izmedu 97,000 i 117,000 jedinki, ali se velike reproduktivne populacije
nalaze uglavnom u Bugarskoj, Madarskoj i Srbiji (Ranc et al, 2018). Imajuéi u vidu da je broj
zlatnih Sakala u centralnoj, zapadnoj pa i severnoj Evropi manji, ovi nalazi genotipova kao i
prevalencije toksoplazmoze koja je iznosila ¢ak 25% predstavljaju prve podatke za Evropu
(Uzelac et al., 2019). Izmedu ostalog pokazuju i da je zlatni Sakal znacajan prirodan rezervoar 7.
gondii, iako je T. gondii samo jedna od 194 za sada detektovanih vrsta parazita kod ovih
zivotinja (Gherman et al., 2017). Cinjenica pak da je zlatni $akal migrirajuéa vrsta koja potice iz
srednje Azije, istiCe njen doprinos u Sirenju genotipova 7. gondii pa i drugih parazita ka Evropi.

Genotipovi loze II su najucestaliji kod lisica u svetu, dok su genotipovi loze III retki (De Craeye
et al., 2011; Hermann et al., 2012; Wei et al., 2021), $to je u skladu sa nalazima u Srbiji, jer 78%
populacije genotipova €ini loza II. Ali, diverzitet populacije genotipova kod lisica u Srbiji nije
karakteristican za ostale delove Evrope, gde se uglavnom nalazi arhetip loze II (ToxoDB#1) (De
Craeye et al., 2011; Hermann et al., 2012).Visi diverzitet genotipova u Srbiji se moze objasniti
izvorima hrane dostupnim lisicama u Srbiji za razliku od lisica u ostalim delovima Evrope.
Naime, imajuci u vidu da se zlatni Sakali ¢esto hrane antropogenim otpadom, postavlja se pitanje
zasto lisice ne ekspoloatisu isti lako dostupan izvor hrane. Jedno objasnjenje, koje je podrzano
opservacijama lovaca u Srbiji da se brojnost lisica u staniStima sa velikim brojem zlatnih Sakala
zapravo smanjuje, jeste postojanje supresije od strane vrSnog predatora (engl. fop-down
suppression) (Penezi¢, 2016; Newsome et al., 2017).

Zlatni Sakali su prosecno veci, a Cesto i tezi od lisica, te u odsustvu pravih vr$nih predatora, kao
Sto je sivi vuk, zlatni Sakali mogu da oponasaju vr$ne predatore u smislu prostorne dominacije u
staniStu kao i nad izvorima hrane (Newsome et al., 2017; Feit et al., 2019). Kada su lisice u
pitanju, prisustvo zlatnih Sakala u ulozi vrs$nih predatora ih vrlo verovatno uslovljava da love
divlje zivotinje da bi se prehranile i prisiljava ih da se presele u sasvim druga staniSta ili na
obode stanista koje dele sa zlatnim Sakalima, ali koji su udaljeniji od ljudskih naselja (Newsome
et al.,, 2017) (Graf. 18). Visok diverzitet genotipova 7. gondii prisutan kod lisica je iz ovih
razloga moguc¢i pokazatelj diverziteta genotipova koji cirkuliSu u sitnim sisarima i pticama u
silvati¢noj sredini. S druge strane, mogucée objasnjenje za nizak diverzitet populacije genotipova
T. gondii kod lisica u ostalim delovima Evrope upravo je u odsustvu zlatnih Sakala ili prisustvu
malog broja jedinki, te je lisicama lakSe dostupan antropogeni otpad (Graf. 18).

Sivi vukovi, ¢ija populacija je u Srbiji nedavno procenjena na oko 800 jedinki, uglavnom
nastanjuju Sumovite, planinske, slabo naseljene krajeve na jugoistoku i jugozapadu zemlje, dok
je manji deo populacije prisutan u jugoistocnoj Vojvodini, jedinom podrucju u Srbiji gde je vuk
zaSticen od lova (Teodorovi¢ et al., 2014; Cirovi¢ i Penezié, 2019). Iako je ispitano samo 10
sivih vukova na prisustvo gDNK 7. gondii u uzorcima srca, dve Zivotinje su bile pozitivne, pri
c¢emu su detektovana dva razlicita varijantna genotipa, jedan loze II, a drugi loze Il ili III (Uzelac
et al., 2019). Imajuci u vidu da je sivi vuk vr$ni predator, jedan od retkih preostalih u Evropi, u
njegovu ishranu se ubrajaju gotovo sve zivotinje koje se nalaze u stanistu, bilo divlje ili domace,
kao i1 svi ostali mogu¢i izvori hrane, ukljucujué¢i i antropogeni otpad (Fleming et al., 2017;
Cirovié i Penezié¢, 2019). Teodorovié i saradnici (2014) su pokazali da su kod sivih vukova
najc¢esce detektovane larve Trichinella britovi, koja kruzi u silvati¢noj sredini, u odnosu na vrstu
Trichinella spiralis, koja kruzi u domacoj sredini. Ovo ukazuje na to da domace zivotinje ili
antropogeni otpad ipak nisu primarni izvori hrane za sive vukove, iako je kasnije pokazano da u
Srbiji mogu biti suplementarni izvor hrane u zimskim uslovima, ali ne i u drugim stanistima u
Evropi (Wagner et al., 2012; Cirovié i Penezi¢, 2019). Implikacija ovih nalaza je da su vukovi
skloniji lovu nego oportunistickom hranjenju otpadom, mozda iz razloga §to prema nekim
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procenama, vuk konzumira do ¢ak 10 kg hrane dnevno u zavisnosti od tezine i sezone, a veli¢ina
copora takode sezonski varira, od maksimalno 6 zimi, do 10 jedinki (odraslih i mladunaca) leti,
te odrzavanje jednog Copora zahteva znacajnu koli¢inu hrane i nije iskljuceno da jednostavno
prevazilazi koli¢ine dostupne na mestima gde se odlaze antropogeni otpad (Peterson i Ciucci,
2003; Stahler et al., 2006; Fernandez-Gil et al., 2020).

Nalazi T. gondii genotipova kod lisica i sivih vukova u Srbiji, u odnosu na nalaze kod lisica u
Evropi, ukazuju na to da je diverzitet populacije genotipova u silvati¢noj sredini u Srbiji visok.
Ovo je delimi¢no oc¢ekivano, imajuéi u vidu da je prisustvo genotipova loze III u juznoj Evropi
ucestalije nego u ostalim delovima kontinenta. Sa visokim diverzitetom i velikim brojem
varijantnih genotipova u silvati¢noj sredini, raste i verovatno¢a za prisustvo virulentnih
genotipova, $to je jasno pokazano u juznoj Americi, na primeru Amazonske toksoplazmoze, kao
i nedavno na primeru nekoliko teskih slucajeva toksoplazmoze kod imunokompetentnih ljudi u
SAD, zarazenih genotipovima haplotipa IV, loze X, koja cirkuliSe u divljaci (Demar et al., 2007;
Carme et al., 2009; Schumacher et al., 2020).

Prelaz virulentnih genotipova iz silvaticne u domacu sredinu se, na osnovu ovih nalaza, dogada
kada se covek zajedno sa domac¢im Zivotinjama nastani na rubu silvati¢ne sredine gde su
potencijalno izloZzeni vodi kontaminiranoj oocistama i kada meso divlja¢i ude u lanac ishrane.
Amazonija i ogromna prostranstva prekrivena gustom Sumom na severozapadu SAD
predstavljaju oblasti divljine koje su neuporedive sa Evropom, gde je velika vecina prirodnih
sredina isprekidana manje ili viSe urbanim sredinama. Posledica je da mnogi ljudi Zive na
obodima silvati¢nih sredina, a mnoge divlje Zivotinje, na obodima urbanih sredina. Na primeru
zlatnih Sakala u Srbiji pokazano je da divlje Zivotinje, koje su rezervoari raznih parazita,
zahvaljuéi Covekovoj intervenciji postaju rezervoari za genotipove 7. gondii koji cirkuliSu u
domacoj sredini, Sto ide u prilog Sirenju nisko virulentnog arhetipa II (ToxoDB#1) i smanjenju
diverziteta populacije genotipova u covekovom okruzenju, kao $to je slucaj u severnoj Americi i
Brazilu (Silva et al., 2014; Jiang et al., 2018, Uzelac et al., 2019) (Graf. 18). Ali, imajuéi u vidu
da je zlatni Sakal migrirajuca vrsta poreklom iz srednje Azije koja se Siri ka severnoj Evropi, te
poseduje visok kapacitet za distribuciju 7. gondii preko velikih geografskih teritorija, istiCe se
kao moguc¢i vektor za inter i intra kontinentalnu razmenu genotipova. Na osnovu nalaza iz lisica,
za koje je pokazano da su primarno rezervoari za genotipove koji ne cirkulisu u domacoj sredini,
ali dele staniSta sa Sakalima, postavlja se pitanje da li u Srbiji uopste postoje genotipovi koji su
iskljucivo silvati¢ni ili cirkulacija ipak nije prostorno ograni¢ena. U ovom kontekstu znacajan je
podatak da je jedan deo ispitanih lisica izlovljen nadomak Beograda, u Surcinu, i da je genotip
061-13, detektovan u lisici, vrlo verovatno identican genotipu K1, izolovanom iz domace,
slobodnoziveée kokoske, koje vaze za izuzetne bioindikatore zagadenosti okoline sa oocistama
(Dubey et al., 2020). Ukoliko je cirkulacija genotipova izmedu domacih i divljih zivotinja
neogranicena, utvrdivanje virulencije varijantnih genotipova 7. gondii postaje od znacaja za
javno zdravlje.
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2. Bioloska karakterizacija varijantnih genotipova loze 111

Identifikacija genotipova i geografska rasprostranjenost

Izmedu 2012. i 2017. godine, u nasoj laboratoriji su izolovana cetiri razliita soja koja
predstavljaju varijantne genotipove loze III iz domacih Zivotinja i jednog gradskog goluba.
Pretraga elektronske baze ToxoDB (www.toxodb.org) na osnovu MnPCR-RFLP rezultata je
pokazala da genotipovi sojeva EQ40, K1 i G13 do sada nisu pohranjeni, tj. da su mozda
novoprepoznati, dok je genotip soja EQ39 identifikovan kao ToxoDB#54, koji je ranije izolovan
iz morskih vidri u severnoj Americi (Tab. 2) (Dubey et al.,, 2014; Uzelac et al, 2020).
Genotipizacija sojeva EQ40, EQ39 (ToxoDB#54) i G13 takode je radena i analizom duzina MS
markera, kojom je pokazano je da je genotip EQ40 identi¢an onim ranije izolovanim iz koze u
Gabonu, svinje u Portugalu (soj TgPiPr14) i ovce u Francuskoj (de Sousa et al., 2006; Halos et
al., 2010; Mercier et al., 2010; Klun et al, 2017; Uzelac et al, 2020). Filogenetska analiza je
pokazala da su genotipovi EQ39 (ToxoDB#54), EQ40 i G13 medusobno dosta udaljeni, $to nije
karakteristicno za Evropu, gde cirkuliSu vecinski srodni genotipovi a diverzitet populacije je
nizak. [imaju¢i u vidu da su ToxoDB#54 i EQ40 rasprostranjeni na dva kontinenta, ocigledno
kao rezultat vrlo uspesne transmisije kroz vreme i prostor, moguce je da su importovani sa
drugih kontinenata, dok su G13 i K1 prema dosadasnjim podacima prisutni samo u Srbiji (Klun
et al., 2017). Ovi podaci ukazuju na moguénost da je genotip EQ40, koji je endemski u Evropi,
zapravo afri¢kog porekla. Cinjenice da su u Turskoj iz ljudi i Zivotinja izolovani genotipovi loze
Afica 1, a da je i u Srbiji detektovan atipican soj genotipa koji je srodan lozi Afica 1, indicija je
za to da je region koji obuhvata jug Evrope, Mediteranski basen i mala Azija, zapravo geografski
pojas u kojem dolazi do meSanja populacija genotipova 7. gondii sa dva kontinenta i dodaje
kredibilitet hipotezi africkog porekla mnogih genotipova koji cirkulisu ne samo u Evropi, ve¢ i
severnoj Americi i Aziji (Lehmann et al., 2006; Mercier et al., 2010; Ddoskaya et al., 2013;
Stajner et al., 2013; Can et al., 2014). Razmena genotipova objasnjava donekle dosta visok
diverzitet populacije genotipova u prelaznim domacinima u Srbiji, nasuprot centralnoj i severnoj
Evropi, ali je i razlog za zabrinutost, imajuci u vidu da su genotipovi loza Africa 1 i1 Africa 3
prema nekim podacima virulentni (Mercier et al., 2010; Markovi¢ et al., 2014; Kuruca et al.,
2019; Uzelac et al., 2019).

Virulencija in vivo, vreme smrtnosti, parametri morbiditeta i tipizacija gena markera virulencije

Kaplan-Mejer krive prezivljavanja nakon infekcija sa svim ispitivanim genotipovima su
pokazale razli¢ite profile (Graf 4). Na osnovu parametra kumulativnog mortaliteta, sojevi EQ40 i
K1 se klasifikuju kao srednje virulentni, dok su GI13 i EQ39 (ToxoDB#54) kao i BGDI18
(ToxoDB1) niske virulencije, §to je u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima za
ToxoDB#1 1 ToxoDB#54 (Tab. 4) (Su et al., 2002, Dubey et al., 2014). Visok kumulativni
mortalitet, kao i podatak da je najveci procenat miseva inficiranih genotipom EQ40 uginuo u
roku od 15 dana nakon infekcije je u skladu sa rezultatima dobivenim za portugalski izolat
TgPiPr14 koji je izazvao najvecu smrtnost u roku od 12 dana (de Sousa et al., 2006). Nasuprot
ovome, smrtnost je nakon infekcije sa nisko viruletnim izolatima bila sporadicna. Smrtnost
tokom rane faze infekcije je karakteristicna za visoko virulentne genotipove, kao §to je pokazano
za arhetip [ (ToxoDB#10), a ovde 1 za EQ40 i K1 (Sibley i Boothroyd, 1992; Khan et al., 2009).
S druge strane, smrtnost kod arhetipova loze Il (ToxoDB#1) i III (ToxoDB#2) dozno zavisna, ali
je vreme neodredeno, Sto je sasvim u skladu sa sporadicnom smrtnosti koja je primecena za
EQ39 (ToxoDB#54) i G13 (Graf. 5). Analiza parametara morbiditeta kod izolata loze III iz
Srbije je pokazala da nisu u korelaciji sa virulencijom genotipa, ve¢ da su vrlo verovatno odraz
kvaliteta mehanizama rezistencije i tolerancije kod individualnih domacina, jer su maksimalni
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brojevi cista bili visoki u mozgu miSeva inficiranim genotipom, EQ40, koji je srednje virulentan,
i kod G13, koji je nisko virulentan. Takode, zapremina cista se nije znacajno razlikovala izmedu
sva Cetiri izolata (Tab. 5). Imajuci u vidu da su za eksperimentalne infekcije koriSc¢eni outbred
Swiss Webster miSevi, koji su preZiveli infekcije ¢ak i sa visokim dozama (>10%) srednje
virulentnih izolata, predstavljaju pojedince sa superiornim mehanizmima rezistencije i
tolerancije, dok je u odnosu na njih grupa miseva koja €ini veliki broj prezivelih nakon infekcije
sa nisko virulentnim sojevima dosta heterogena. Interesantno je da je najvisi maksimalan broj
cista primecen kod EQ40, sto implicira vecu Sansu za transmisiju i moze biti odraz evolutivne
kompenzacije za visoku virulenciju, kao $to se i ocekuje prema trade-off hipotezi (Anderson i
May, 1982).

Virulencija koju su pokazali EQ40 i Portugalski izolat TgPiPr14 in vivo je u kontrastu sa niskim
kumulativnim mortalitetom izazvanim gabonskim izolatom TgA105011, dok podataka za in vivo
virulenciju Francuskog izolata, koji poti¢e sa juga zemlje iz regiona koji se granic¢i sa Spanijom,
nema u literaturi (Halos et al., 2010). I do sada su u literaturi opisani izolati sa razliCitih
kontinenata genotipizirani metodom zlatnog standarda, MnPCR-RFLP na 9, ili metodom analize
duzine MS na 15 lokusa, sa identi¢nim genotipom, a vrlo razli¢itim kumulativnim mortalitetom,
uprkos Cinjenici da je utvrdivanje virulencije radeno identicnim protokolom (Schwab et al.,
2016; Rego et al., 2017; Hamilton et al., 2019). Poznato je da postoji znacajna razlika u
rezoluciji genotipa prema MnPCR-RFLP metodi u odnosu na tipizaciju mikrosatelita zbog
razlicitih frekvencija mutacija u kodirajucoj i satelitskoj DNK, $to ukazuje na izvestan nesklad
izmedu metodologija i upucuje na oprez u tumacenju rezultata procene virulencije isklju¢ivo na
osnovu MnPCR-RFLP ili ToxoDB, i MS genotipa (Su et al., 2010). Uz to, obe metodologije
karakteriSe inherentan manjak rezolucije u definiciji genotipa, imaju¢i u vidu da se smatra da
postoji svega 1-2 % razlike na nivou genomske sekvence (do 1,3 x 10° bp) izmedu arhetipova tri
globalne loze I, 111 III (Sibley i Boothroyd, 1992; Su et al., 2003; Khan et al., 2005). Ovo znaci
da se u pomenutim slucajevima vrlo verovatno radilo o genotipovima koji su identi¢ni samo
prema strogoj definiciji na osnovu 9 MnPCR-RFLP lokusa ili 15 MS, Sto sustinski samo
podrazumeva isti ToxoDB broj ili identi¢an obrazac duzina 15 MS markera, ali ne i identi¢ne
alele gena markera virulencije, koji mogu u nekim slucajevima da objasne razlike u in vivo
fenotipu virulencije (Shwab et al., 2016).

Analiza gena markera virulencije je pokazala da sva Cetiri izolata loze III iz Srbije imaju
identi¢ne alele na svim lokusima (Tab. 3). Iako je CS3 u slucaju pojedinih brazilskih izolata
imao prediktivhu vrednost za virulenciju, od ispitivanih genotipova loze III, samo je EQ39
(ToxoDB#54) imao alel 2, povezan sa viSom virulencijom, na tom lokusu (Tab. 2) (Pena et al.,
2008). Rezultati analize fenotipa virulencije in vivo su pokazali da kod analiziranih genotipova,
tip alela na CS3 lokusu nema prediktivnu vrednost za virulenciju. Prema nekim nalazima se
smatra se da je kombinacija alela ROP5 i ROP18 najbolji pokazatelj virulencije, jer je pokazano
da tipovi alela na ova dva lokusa koreliraju sa fenotipom virulencije in vivo kod 240 ispitanih
sojeva, vecinski poreklom iz novog sveta, koji predstavljaju 136 genotipova (Schwab et al.,
2016). Kombinacija ROP53/ROP183, koja je prisutna kod svih izolata loze I1I iz Srbije kao i u 24
od 136 ispitana genotipa (17,6%), povezana je sa vrlo Sirokim spektrom virulencije, od 0-100 %
mortaliteta miSeva, Sto znac¢i da ima nisku prediktivnu vrednost (Shwab et al., 2016). Nasuprot
ovome, kombinacija alela ROP53/ROP184 koja je najucestalija kod sojeva iz novog sveta—
prisutna je kod 35 od 136 genotipova (25,7%)—ima izuzetno visoku prediktivnu vrednost, jer
mortalitet varira od 50-100 %, sa svega jednim genotipom, ToxoDB#18, koji je nisko virulentan
(0% mortaliteta). Podaci iz razli¢itih laboratorija su pokazali da se mortalitet izazvan
genotipovima ToxoDB#S, 18, 29, 46 1 186 drasti¢no razlikovao od soja do soja, iako su imali
identi¢ne alele ROPS5, ROP18, ROP16 pa c¢ak i ROP17 u pojedinim slucajevima, $to jasno
ukazuje na razlike u genomu koje nisu obuhvaéene ni MnPCR-RFLP genotipizacijom na 10
lokusa niti analizom dodatna 4 lokusa, §to vrlo verovatno objaSnjava nalaze Hamilton et al.
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(2019) i Rego et al. (2017) (Shwab et al., 2016). Podaci upucuju i na zakljuc¢ak da bi rezultati
analize alela gena markera virulencije, koji na Zalost nisu dostupni, mozda mogli da objasne
razliku u virulenciji srpskog izolata EQ40 i portugalskog izolata TgPiPr14 u odnosu na gabonski
izolat. Za sve ispitane izolate loze III iz Srbije, rezultati analize Cetiri individualna gena markera
virulencije, medu kojima su i oni za koje se smatra da imaju najbolju prediktivnu vrednost, nisu
objasnili razlike u fenotipu virulencije in vivo. Imaju¢i u vidu da je ROP18y alel koji nije
eksprimiran, ili je prema nekim tvrdnjama nisko eksprimiran, zbog sekvence od 2 kb koja je
umetnutna u promotorski region, Sirok sprektar virulencije genotipova kod kojih je prisutan ovaj
alel je mozda sasvim oc¢ekivan (Khan et al., 2009). Naime, jasno je da u odsustvu ROP18, ROP5
interaguje sa ROP17 ali vrlo verovatno i sa drugim predstavnicima porodice roptrijskih kinaza,
koji za sada nisu identifikovani, te je kombinacija tih interakcija kljucna za virulenciju
(Etheridge et al., 2014; Paredes-Santos et al., 2019). Takode, ovi rezultati impliciraju da analiza
pojedinacnih gena markera virulencije, sto je eksperimentalna praksa, svakako nije adekvatna za
predikciju virulencije, ve¢ da bi mozda primena metodologija veéeg kapaciteta koja dozvoljava
sveobuhvatnu analizu potencijalnih gena markera virulencije i veéu rezoluciju, kao §to su
sekvenciranje ili specifican SNP array, mogle da budu znacajne u buduénosti. Za sada, upotreba
laboratorijskih miSeva za utvrdivanje virulencije genotipova 7. gondii ostaje neizbeZna.

Fenotip virulencije in vitro—intrinzicna virulencija

Kontrolni Soj RH (ToxoDB#10) je pokazao drasti¢no razlicite rezultate analize intrinzi¢ne
virulencije in vitro u odnosu na ostale ispitivane genotipove, §to je i ocekivano za arhetip loze I
(Dubey et al., 1998; Saeij et al., 2005, Khan et al., 2009). Ali uprkos tome, vazno je ista¢i da je
soj RH je ipak specifican u odnosu na ostale izolate ovog genotipa, kao $to je GTI, jer je od
1947. godine, kada je izolovan, pa do sada u kontinuiranoj kulturi in vivo, u razli¢itim sojevima
laboratorijskih miSeva, a od 1977. godine, in vitro najcesce u human foreskin fibroblast (HFF)
¢elijskoj liniji, u mnogim laboratorijama u svetu (Pfefferkorn i Pfefferkorn, 1976; Dubey et al.,
1998, Khan et al., 2009). Smatra se da se zbog kultivacije in vitro, koja podrazumeva uslove koji
pogoduju odrzavanju parazita u brzodeleCem Zivotnom obliku tahizoit, vremenom postigla
izuzetno visoka stopa proliferacije, natprosecno duze ekstracelularno prezivljavanje kao i
smanjenje tendencije za spontanu konverziju u bradizoite, §to uslovljava i veéi mortalitet ¢elija
domacina (Dubey et al., 1998; Khan et al., 2009). In vivo se pokazalo da soj RH vrlo efikasno
probija bioloske barijere, a do incistacije ne dolazi u obi¢ajenom roku, te su kontinuirana brza
proliferacija tahizoita i posledi¢na inflamacija letalne za vecinu sojeva laboratorijskih miseva
(Khan et al., 2009). Suprotno tome, kod soja GT1, koji je takode visoke intrinzi¢ne virulencije
kao RH, ali se znatno rede kultiviSe i to samo u nekoliko laboratorija, ipak se odrzala prirodna
tendencija ka incistaciji.

Imaju¢i u vidu da su bioloske odlike soja RH in vitro 1 in vivo pokazane i prihvacene kao
mehanizmi koji doprinose virulenciji genotipa ToxoDB#10, implikacija je da je su pojedini
mehanizmi dosta prilagodljivi okolnostima ili domacinu, $to nije iznenadujuce kod parazita, ali i
da je potreban oprez u poredenju fenotipa virulencije izolata koji su kultivisani kratkorocno,
pogotovo in vitro, u odnosu na one koji su kultivisani dugoro¢no, zbog mogucih adaptacija koje
»~maskiraju prirodne karakteristike (Sibley et al., 2002). U ovim eksperimentima, RH je sluzio
samo kao primer virulentnog genotipa, dok je izolat BGD18 (ToxoDB#1), sluzio kao primer
nisko virulentnog genotipa. Stoga je ocekivano da se i in vitro fenotip BGD18, koji je kultivisan
samo za vreme eksperimenata, kao i ispitivani genotipovi loze III, razlikuje u odnosu na
dugoro¢no kultivisane laboratorijske sojeve istog genotipa (Sibley et al., 2002).

Rezultati ispitivanja kinetike invazije VERO ¢elija su pokazali da izuzev nisko virulentnog
izolata G13, kome je za invaziju bilo potrebno 3 h, tahizoiti svih ostalih genotipova inficiraju
¢elijeu roku od 1 h do 1,5 h, a RH soj za samo 20 min, $to je znaCajna razlika u vremenu
neophodnom za invaziju i upucuje na moguci defekt izolata G13 u nekom od mehanizama koji
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promovisu invaziju (Tab. 6). Imajuci u vidu da i tahizoita G13 ipak prodiru u ¢elije, o ¢emu
svedoci i rezultat da je 0,43 % celija bilo inficirano nakon 24 h, §to podrazumeva intaktnu kliznu
motilnost kao i pokretni spoj, moguce je da je u pitanju defekt u ostvarivanju stabilnog kontakta
sa Celijom domacina koji prethodi invaziji. Medu 7. gondii proteinima koji ucestvuju u
ostvarivanju kontakta sa ¢elijom domacina izdvajaju se MIC1, MIC4, MIC13, RON4, P104 i
MCP4a, za koje su definisani ¢elijski ligandi, i AMALI, integralni adhezin bez kojeg je stabilan
kontakt izuzetno otezan (Bargieri et al., 2013; Kato, 2018). Interakcija proteina RON4, ¢iji je
ligand B-tubulin, smatra se izuzetno znaCajnim za ostvarivanje kontakta i invaziju, dok je
pokazano da je redukcija invazije takode posledica nedostatka sijali¢kih kiselina, liganda MIC1,
na membranama nekih celija (Takemae et al., 2013; Kato, 2018). Rezultati analiza sekvence i
nivoa ekspresije gena koji kodiraju proteine AMAI1, RON4 i MICI i lokalizacije proteina za
vreme invazije, kao i uzivo pracenje samog procesa u visokoj rezoluciji, koje nisu bile
predvidene u sklopu ove disertacije, bi u slucaju izolata G13 mozda pruzile mehanisticko
objasnjenje za usporenu invaziju, ali je usporena invazija svakako jedno od objasnjenja za
njegovu nisku virulenciju in vivo. Nizak broj inficiranih ¢elija nakon 24 h, ali i broj deoba nakon
48 h koji je vrlo slican K1 1 EQ40, koji su in vivo pokazali fenotip intermedijarne virulencije,
potvrduju da se zaista radi o defektu na nivou invazije ¢elija, a ne na nivou proliferacije unutar
parazitoforne vakuole.

Interesantno je da je od ispitivanih genotipova loze III, najvise inficiranih ¢elija nakon 24 h bilo
zapazeno kod nisko virulentnog soja EQ39 (ToxoDB#54), §to upuéuje na izuzetno uspesnu
invaziju, koja se pak ne zasniva na brzini, jer je vreme invazije slicno kao kod EQ40 i K1, ve¢ na
kvalitetu ostvarivanja kontakta ili prodora kroz ¢eliju domacina (Tab. 7). Imajuéi u vidu da je
pokazano da ¢elije inficirane ovim genotipom prosec¢no sadrze vise od jedne parazitoforne
vakuole, vrlo je verovatno da je prodor kroz c¢elijsku membranu olaksan, Sto ukazuje na
superiornu  kliznu motilnost i/ili pokretni spoj u odnosu na ostale ispitane genotipove loze III.
Prsten adhezije i pokretni spoj su kompleksne multiproteinske strukture, a invazija je
kratkotrajan proces od svega 20-40 sek za vreme kojih se paralelno aktiviraju mnogi mehanizmi,
te je diskretna vizuelna analiza samog trenutka ulaska vrlo oteZana i zahteva posebne tehnicke
moguénosti (Charron i Sibley, 2004; Besteiro et al., 2011; Delorme-Walker et al., 2012). Iako
mehanizmi invazije prevazilaze okvire ovog istrazivanja, znacajan prvi korak u identifikaciji
mehanizma mogla bi biti analiza nivoa ekspresije toksofilina, jer je depolimerizacija i
reorganizacija aktinskog skeleta ¢elije domac¢ina neophodna za prodor tahizoita i formiranje
parazitoforne vakuole (Delorme-Walker et al., 2012). Uprkos moguce superiorne klizne
motilnosti ili pokretnog spoja, prosecan broj parazita po vakuoli kao i deoba nakon 48 h kod
EQ39 (ToxoDB#54) najnizi su od svih ispitanih genotipova loze III, $to vrlo verovatno i
objasnjava nisku virulenciju in vivo.

Kod genotipa EQ40 je primecen statisticki znacajno najvisi prosecan broj tahizoita u vakuolama
nakon 48 h u odnosu na K1, EQ39 (ToxoDB#54) i BGD18 (Tab. 8). Iako je broj tahizoita u
vakuolama visi i u odnosu na G13, razlika nije bila statisticki zna¢ajna verovatno zbog visoke
vrednost standardne greske srednje vrednosti koja je izmedu ostalog rezultat Cinjenice da je
veoma mali broj ¢elija bio inficiran, $to uslovljava i manji broj vakuola nakon 48 h (Graf. 7).
Broj tahizoita u vakuolama je kvantitativni pokazatelj stope rasta, a razlikuje se od prose¢nog
broj deoba, koji je aproksimiran kao log> broja parazita, jer uzima u obzir i ,,re-invaziju®, koja je
posledica zavrSetka liticnog ciklusa u toku eksperimentalnog perioda. Kraj ciklusa podrazumeva
smrt ¢elije domacina i pojavu ekstracelularnih tahizoita, koji invazijom obliznjih ¢elija ulaze u
novi litiéni ciklus i stvaraju vakuole sa po jednim tahizoitom, ¢iji broj deoba je nula. Iz ovih
razloga je prosecan broj tahizoita u vakuolama uvek visi od prosecnog broja deoba, te uprkos
¢injenici da je prosecan broj deoba kod EQ40, K1 i G13 vrlo sli¢an, visi prosecan broj tahizoita
po vakuoli jeste indicija za viSu intrinzi¢nu virulenciju EQ40.
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Ubedljiva razlika izmedu intrinzi¢nih virulencija ispitivanih genotipova je pokazana analizom
egresa, vizuelnom inspekcijom i kvantifikacijom plakova koji su posledica egresa u c¢elijskoj
kulturi (Graf. 8). Uprkos pokusaju standardizacije eksperimentalnog protokola smanjivanjem
infektivne doze na 0,3, 0,1 1 0,01 MOI ili promenom eksperimentalnog intervala od 10 na 14, ili
7 1 5 dana, uslovi koji omogucéavaju adekvatnu kvantifikaciju plakova kod svih genotipova loze
IIT i oba kontrolna, RH (ToxoDB#10) i BGD18 (ToxoDB#1), nisu mogli da budu jedinstveni,
zbog velike razlike u intrinzi¢noj virulenciji, te su odabrani uslovi koji odgovaraju vecini. Za
EQ40 nije bilo moguce kvantifikovati plakove pod odabranim eksperimentalnim uslovima, ali je
nedostatak gotovo trecine Celijskog sloja u bunarima vizuelno jasan i govori o vi$oj intrinzi¢noj
virulenciji u odnosu na sve ostale ispitane genotipove loze III i kontrolnog genotipa BGD18
(ToxoDB#1). Visoko virulentan RH soj (ToxoDB#10) kompletno unistava ¢elijski sloj u istim
eksperimentalnim uslovima u roku od 2 do 3 dana, dok do toga ne dolazi ni nakon 14 dana u
bunarima inficiranim nisko virulentnim BGD18 (ToxoDB#1). Kvantifikacija plakova nastalih u
bunarima inficiranim genotipom K1 u odnosu na BGD18 (ToxoDB#1), EQ39 (ToxoDB#54) i
G13 pokazala je da je prosecan broj plakova nastalih nakon infekcije sa K1 gotovo dvostruko
viSi u odnosu na ostale, Sto je i statisticki znacajno i1 potvrduje viSu intrinzi¢nu virulenciju K1
(Tab. 9, Graf. 9). Ukupni rezultati analize intrinzi¢ne virulencije in vitro su u skladu sa
kumulativnim mortalitetom misSeva i potvrduju da je genotip EQ40 najvirulentniji, a genotip G13
najmanje virulentan.

lako za sada nije eksperimentalno utvrdena veza izmedu prostorne konformacije tahizoita u
vakuoli i virulencije, Cinjenica je da je formacija rozeta karakteristicna za tahizoite visoko
virulentnog soja RH (ToxoDB#10) (Dubey et al., 1998; Attias et al., 2020). Ali, imajuéi u vidu
da je RH adaptiran na in vitro uslove kultivacije, a da je rozeta prirodna formacija usled sinhrone
deobe tahizoita, nije jasno da li je sinhrona deoba intrinzicna ili steCena odlika virulentnih
sojeva. Tokom kultivacije tahizoita genotipova loze II i IIl za potrebe in vitro eksperimenata,
primecena je znatno niza frekvencija rozeta kod BGD18 (ToxoDB#1), EQ39 (ToxoDB#54) i
G13 u odnosu na EQ40 i K1, §to upravo moze ukazivati na intrinzicno odsustvo ili nizak stepen
sinhronizacije deobe kod nisko viruletnih genotipova koji za razliku od RH soja, nisu dugoro¢no
kultivisani in vitro, i moze objasniti razlike u stopi proliferacije. Asinhrona deoba je smatrana
odlikom bradizoita, ali prema novim saznanjima je vrlo verovatno i odlika prelaznog Zivotnog
oblika koji eksprimira bradizoitske i tahizoitske gene, a nalazi se u tkivnim cistama, koji moze
biti instrumentalan za rast i razvoj tkivne ciste, a ¢ak mozda i podstice fenomen spontane
reaktivacije infekcije u lokalizovanom kontekstu koji se smatra kljuénim za dugoro¢no
odrzavanje parazita kod domacina (White et al., 2014, Suzuki et al., 2021). Postojanje prelaznog
zivotnog oblika uslovljeno je i samim procesom konverzije, jer je odavno pokazano da deoba
tahizoita ne sme biti potpuno prekinuta, da bi do konverzije uopste i doslo (Bohne et al., 1993).
Striktna kontrola deobe je pak neophodna za odrzavanje integriteta membrane parazitoforne
vakuole, te asinhrona deoba predstavlja preduslov za incistiranje, tacnije vrlo verovatno
omogucava vremenski interval neophodan za biogenezu membrane ciste. Prema davnaSnjim
eksperimentalnim opservacijama, nisko virulentni genotipovi favorizuju incistiranje, $to nije
sasvim precizan zakljucak jer do incistiranja dolazi i kod visoko viruletnih genotipova (Smith,
1995; Dubey et al., 1998). Razlika je vrlo verovatno u vremenu neophodnom do incistacije, §to
implicira razlic¢ite vremenske intervale za ,,akutnu® fazu infekcije kod nisko i visoko virulentnih
genotipova. Imaju¢i u vidu da analiza prostorne konformacije nije bila predvidena u sklopu
eksperimenata, frekvencija rozeta nije utvrdena, te ni rezultati nisu prikazani, ali je uradena
analiza kojom se stice uvid u metabolicku aktivnost tahizoita ispitanih genotipova i kontrolnih
sojeva.

Geni koji kodiraju enolaze ENO1 i ENO2, koji su razli¢ito eksprimirani u tahizoitima i
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bradizoitima, su u mnogim istrazivanjima koris¢eni kao markeri Zivotnog oblika (Dzierzinski et
al., 2011). U ovom slucaju je tahizoitska enolaza, ENO2, koja je procesivnija od bradizoitske
ENOL1, posluzila isklju¢ivo kao genski marker za metabolicku aktivnost, s obzirom da se u roku
od 10 dana u uslovima kultivacije koji su primenjeni, ne ocekuje spontana konverzija u
bradizoite, a vis$i nivo sinteze enolaza jeste asociran sa pojaanim metabolizmom glukoze
(Dzierzinski et al., 2011). Analiza relativne ekspresije nivoa ENO2, je pokazala najvisi nivo kod
intermedijarno viruletnog K1 nakon 24 h, dok su nivoi kod EQ40 i EQ39 (ToxoDB#54) gotovo
isti, a najnizi nivo je detektovan kod G13 (Graf. 10). Interesantno je da je metabolicka aktivnost
K1 nakon 24 h intrinzicno viSa u odnosu na EQ40, iako su oba genotipa intramedijarno
virulentna, a EQ40 ima znacajno visu stopu proliferacije. EQ39 (ToxoDB#54) takode predstavlja
zanimljiv slucaj jer je nisko virulentan genotip koji sporo proliferise. Imaju¢i u vidu da je
ekspresija analizirana samo u intracelularnim tahizoitima, nivo ekspresije ENO2 kod K1 je vrlo
verovatno inherentno visi u odnosu na EQ40, dok je moguée objasnjenje za EQ39 (ToxoDB#54)
izuzetno visok procenat inficiranih ¢elija nakon 24 h kao i Cinjenica da je velika vecéina celija
sadrzala viSe od jedne vakuole. Na osnovu rezultata dobijenih nakon 10 dana kultivacije na isti
nacin kao i za analizu egresa, pokazano je da je metabolicka aktivnost kod nisko viruletnih
genotipova niza u odnosu na intermedijarno virulentne, za od 32 do 37.5 % kod BGDI18
(ToxoDB#1), 31 do 25 % kod EQ39 (ToxoDB#54), dok je kod G13 ekstremno niska, gotovo
nedetektibilna. Niska metabolicka aktivnost za posledicu moze imati i postepeno smanjenje
stope proliferacije, Sto je primeceno i objavljeno mnogo ranije, prilikom kultivacije arhetipova II
i III, ToxoDB#1 i ToxoDB#2, ili pak tendencije da se vremenom povisi frekvencija asinhrone
deobe, koja bi mogla biti asocirana sa predstojecom incistacijom, ukoliko se ispune dodatni
odgovaraju¢i uslovi (Saeij et al., 2005). Interesantno je da su promene u kinetici proliferacije
najverovatnije posledice genske regulacije kod parazita, imajuéi u vidu da nedostaci nutrijenata
ili znacajne promene pH sa modernim sintetickim medijumima nisu oc¢ekivani u kratkoro¢noj
kulturi.

Implikacija rezultata jeste da je tendencija ka incistaciji inherentna kod 7. gondii, da je zapravo
prirodna posledica nakon odredenog broja liticnih ciklusa, koji izgleda varira zavisno od
virulencije, tako da nisko viruletni genotipovi ispoljavaju tendenciju ka incistaciji ,,rano*, a
intermedijarno virulentni genotipovi ,,kasnije*, §to cak moze biti i slucaj in vivo, jer je pokazano
da je kod intermedijarno viruletnih genotipova K1 i EQ40 do znacajnog mortaliteta dolazilo u
roku od 15 dana, dok ga sa nisko viruletnim genotipovima u tom vremenskom intervalu nije bilo,
ve¢ je mortalitet bio sporadian i vrlo verovatno uslovljen nekim specifi¢nostima samog
domacina. Sem toga, na osnovu ovih rezultata a i publikovanih eksperimentalnih saznanja,
daleko je verovatnije da se konverzija tahizoita u bradizoite odigrava kao posledica genski
regulisane atenuacije metabolizma, koja uslovljava ,.stabilizaciju™ parazitofornih vakuola jer
usporava deobu izmedu ostalog, i na taj nacin obezbeduje vreme za neophodne promene u
profilu ekspresije gena, koje konacno menjaju i fenotip. Stabilnije parazitoforne vakuole usled
sporije deobe su moguée objasnjenje za manji broj plakova kod nisko virulentnih genotipova
(Graf. 19).
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Plakovi nakon 10 d

Nisko virulentni

Grafikon 19. Sematski prikaz uloge metaboli¢ke aktivnosti u virulenciji.
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3. Imunski odgovor domacina nakon infekcije varijantnim genotipovima loze
I

Imunski odgovor domadéina u ranoj infekciji

U ranoj infekciji, 7 dana nakon inokulacije, najvisi relativni nivo ekspresije je zapazen za citokin
IFN-y, dok se IL-10 gotovo ne detektuje u mozgu, a nizak nivo je detektovan samo u slezinama
zivotinja inficiranih kontrolnim sojem BGDI18 (ToxoDB#1) i genotipom G13. Ekspresija IL-
12p40 je takode najvisa u mozgovima miseva inficiranih genotipom EQ40, dok je u slezinama
najvisi nivo detektovan kod zivotinja inficiranih kontrolnim sojem BGD18 (ToxoDB#1) (Graf.
11). Kljuéni znacaj IFN-y za suzbijanje tahizoita i polarizaciju limfocita u Th-1 fenotip kao i
zavisnost indukcije njegove ekspresije od strane IL-12 poznati su iz mnogih ranijih istrazivanja,
te je visoka ekspresija ovih citokina u ranoj infekciji ocekivana (Suzuki et al., 1996; Fox et al.,
2004; Hunter i Sibley, 2012). Pokazano da su kod miseva DC najznaéajniji izvor IL-12, kao i da
su uz NK ¢elije i neutrofili, yd limfociti, koji poseduju ogranicen repertoar T-Celijskih receptora,
izvor IFN-y kod miSeva i ljudi u ranoj infekciji (Subauste et al., 1995; Kasper et al., 1996,
Hunter i Sibley, 2012; Sturge et al., 2013). Uz to, antigen specifiéni CD4" limfociti, koji su
odgovorni za najveci deo produkcije IFN-y u infekciji sa 7. gondii, mogu se detektovati kod
miSeva svega 5 dana nakon inokulacije tkivnim cistama (Scharton-Kersten et al., 1998). Iako
poreklo IFN-y nije eksperimentalno utvrdeno, visok nivo ovog citokina u mozgu miseva
inficiranih genotipom EQ40, a pogotovo slezini, koja je vazan lokalitet za inicijaciju adaptivnog
imunskog odgovora, ukazuje na snaznu aktivaciju mehanizama rezistencije kod domacina, Sto
korelira sa rezultatima in vitro ispitivanja koja su pokazala da su stopa proliferacije i smrtnosti
inficiranih ¢elija najvise upravo kod ovog genotipa. Stoga se ocekuje lokalizovano visoka
koncentracija tahizoitskih antigena ali i medijatora inflamacije, poreklom od mrtvih celija
domacina, Sto implicira daleko intenzivniju stimulaciju i aktivaciju razli¢itih tipova stacionarnih
imunskih ¢elija (slezina) kao i pojacanu infiltraciju imunskih celija u inficirana tkiva, Sto je
moguce objasnjenje upravo za visok relativni nivo ovog citokina u mozgu.

Interesantno je da su kod svih genotipova loze III prisutni GRA15ym i ROP16y11, aleli koji su
prisutni kod genotipova koji u MF mogu da suprimiraju NF-kB translokaciju (GRA15) ili
konstitutivno aktiviraju STAT3/6 (ROP16), c¢iji se kombinovan efekat, prema rezultatima
dosadasnjih istrazivanja, odrazava kao inhibicija transkripcije IL-12, dok GRA15y; i ROP16y,
prisutni kod kontrolnog soja BGDI18 (ToxoDB#1), deluju suprotno (Rosowski et al., 2011;
Tuladhar et al., 2019). Uticaj razlicite regulacije transkripcije kod MF od strane parazita tesko je
evaluirati u kontekstu opsteg imunskog odgovora u slezini i mozgu, ali prisustvo relativno
visokog nivoa IL-12p40 u mozgu miseva inficiranih EQ40 u odnosu na nivo kod miseva
inficiranih kontrolnim sojem BGD18 (ToxoDB#1) nije u korelaciji sa o¢ekivanim efektom alela
gena markera virulencije. U slezini je pak relativni nivo IL-12p40 zaista visi kod kontrolnog u
odnosu na ostale, §to mozda predstavlja korelaciju sa efektom alela GRA15;11 ROP16y. Ovi
rezultati ne umanjuju znacaj efekta interakcije razlicitih sekretornih proteina parazita sa
odredenim tipovima celija domacina, ve¢ isti¢u kompleksnost interpretacije ovih interakcija za
imunski odgovor u ranoj fazi infekcije, pogotovo u kontekstu identifikacije mogucih
mehanizama virulencije koji od njih zavise.

Profil ekspresije IL-10, IL-12 i IFN-y u tkivima miSeva inficiranih genotipom EQ40, kao
najvirulentnijim medu ispitivanim genotipovima, ukazuje na snazan proinflamatorni odgovor
koji sluzi da zastiti domacina od letalnog ishoda infekcije (Suzuki et al., 1996). MiSevi su za ove
eksperimenate inokulisani sa svega 10 tahizoita, Sto predstavlja subletalnu dozu za genotip
EQA40, ¢ija je LDso 694 tahizoita. Utvrdeno je u prethodnim eksperimentima da sve jedinke
inficirane sa 10 tahizoita prezivljavaju ranu fazu i dugoro¢no toleriSu infekciju, te uprkos
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relativno visokim nivoima IL-12p40 i IFN-y, ne dolazi do intenzivne patologije uslovljene
nekontrolisanom inflamacijom koja bi prouzrokovala prekomernu nekrozu tkiva u ranoj fazi
infekcije i time dovela do letalnog ishoda miSeva (Gazinelli et al, 1996; Neyer et al., 1997;
Denkers i Gazinelli, 1998). Ovi nalazi podsticu sumnju da je odusustvo IL-10 7. dana nakon
inokulacije zapravo slucajno i da do ekspresije vrlo verovatno dolazi kasnije u toku infekcije.
Ocekuje se pak da infekcije sa visSim infektivnim dozama indukuju i daleko visu relativnu
ekspresiju IL-12p40 i IFN-y, te je moguce da je kasna ekspresija IL-10, koja moze biti zavisna i
od genotipa, objasnjenje za visoku stopu smrtnosti do 15. dana prime¢enu u eksperimentalnim
infekcijama za utvrdivanje virulencije in vivo. Imajuéi u vidu da je ekspresija IFN-y znacajno
niza kod misSeva inficiranim ostalim ispitivanim genotipovima, koje karakteriSe niza stopa
proliferacije i liticnog kapaciteta, moguce je da do indukcije IFN-y dolazi nesto kasnije u toku
infekcije, kada se povecaju koncentracije antigena i medijatora inflamacije.

Imunski odeovor domacina u kasnoj infekciji

I u kasnoj infekciji, 42. dana nakon inokulacije, najvisi relativni nivo ekspresije utvrden je za
IFN-y ali u mozgu miSeva inficiranih nisko viruletnim EQ39 (ToxoDB#54), a zatim kod miSeva
inficiranih intermedijarno viruletnim K1, kod kojih je takode najvisi i u slezini (Graf. 12). Visoki
relativni nivoi IL12-p40 su detektovani i u mozgu Zivotinja inficiranih genotipovima EQ39
(ToxoDB#54) i, kao i u ranoj infekciji, EQ40. Ali, za razliku od rane infekcije, kada je relativni
nivo IL-10 bio izuzetno nizak ili ¢ak nedektabilan, ekspresija IL-10 je utvrdena kod svih
genotipova, a vrlo visoki relativni nivoi IL-10 detektovani su u mozgu i slezini miSeva
inficiranih kontrolnim sojem BGDI18 (ToxoDB#1). Odrzavanje visokog nivoa ekspresije IL-
12p40 u mozgu kod EQ39 (ToxoDB#54) i EQ40 u kasnoj infekciji moze ukazivati da su
leukocitima, koji su jedini izvor ovog citokina, i dalje dostupni odredeni 7. gondii antigeni, iako
se ocekuje da je do tada vecina tahizoita izvrSila konverziju u bradizoit. Smatralo se da su tkivne
ciste inertne dok novija istrazivanja nisu pokazala proliferaciju bradizoita unutar cista, motilnost,
pa Cak i sposobnost da emigriraju iz ciste i inficiraju obliznje ¢elije i stvaraju nove ,,mlade” ciste,
dok su druga istrazivanja iznela teoriju periodi¢ne lokalizovane reaktivacije ili rupture cista, §to
takode ukazuje prisustvo izvesne dinamika i u kasnoj infekciji, iako se u velikoj vecini slucajeva
ne manifestuje u vidu klinickih simptoma kod domacdina za razliku od rane infekcije
(Dzierzinska et al.2004; Sullivan i Jeffers, 2012, Tiwari et al., 2019; Suzuki et al., 2021).

Uz to, &injenica da odredena populacija CD8" limfocita ima sposobnost da prepozna i unisti
tkivne ciste ukazuje na mogucénost da je prisustvo 7. gondii antigena vrlo verovatno dozivotno
kod domacina §to moze biti objasnjenje ne samo ove rezultate, ve¢ je verovatno i neophodno za
odrzavanje imunoloske memorije ali i za razvoj efikasnih mehanizama tolerancije infekcije
(Suzuki et al., 2010; Tiwari et al., 2019). Prisustvo IL-12p40 uslovljava i kontinuiranu
produkciju IFN-y, §to je evidentno kod svih ispitivanih genotipova; statisticki znacajno najvisi
relativni nivo ovog citokina kod nisko virulentnog genotipa EQ39 (ToxoDB#54) interesantan
nalaz koji ukazuje na to da se proinflamatorni odgovor postize kod svih inficiranih domacina
nezavisno od virulencije genotipa parazita, ali da se njegov intenzitet menja u toku vremena
nakon infekcije. Imaju¢i u vidu da se stopa proliferacije tahizoita vrlo verovatno atenuira
vremenom i in vivo, kao Sto je pokazano in vitro, Sto moZze biti posledica umanjenja ekspresije
ENO2, moguca je ranija konverzija tahizoita u bradizoite kod nisko viruletnih genotipova kod
kojih je ENO2 ekspresija niZza u odnosu na intermedijarno virulentne genotipove (Saeij et al.,
2005, Uzelac et al., 2020). Uz genski regulisanu atenuaciju metabolizma, koja se razlikuje u
odnosu na virulenciju genotipa, poznato je da je imunoloski pritisak domacina klju¢an za
konverziju i incistaciju, $to ukazuje i na postojanje razlicitih pragova odoljevanja konverziji kod
razli¢itih genotipova, §to je u ranijim istrazivanjima tumaceno kao sklonost ka incistaciji
primec¢enu kod nisko virulentnih genotipova (Gazinelli et al., 1993; Smith, 1995; Dubey et al.,
1998). lako rezultati ekspresije citokina u kasnoj infekciji kod miSeva inficiranih nisko
virulentnim genotipom EQ39 (ToxoDB#54) svedoce o visokom intenzitetu imunskog odgovora,
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ne moraju nuzno biti u suprotnosti sa pojacanom sklonosti ka incistaciji ili niZim pragom
odoljevanja konverziji koja je pokazana in vitro, upravo iz razloga sto je in vivo antigen dostupan
cak i nakon incistacije.

O nezavisnosti opSteg imunskog odgovora od virulencije svedoce i rezultati MAT testa, jer
statisticki znaCajnih razlika u nivou specificnih IgG antitela izmedu miSeva inficiranih sa
ispitivanim genotipovima nema (Graf. 13). Ali, blago poviSeni nivoi su zapazeni kod svih
miSeva inficiranih varijantnim genotipovima loze III, §to moze ukazivati na razlike u repertoaru
imunodominantnih epitopa, a pogotovo u imunogenosti odredenih parazitskih proteina kod ovih
genotipova u odnosu na arhetip II (ToxoDB#1). Imaju¢i u vidu uticaj antigena ne samo na
repertoar ve¢ i na frekvenciju odredenih T-¢elijskih receptora za populacije antigen specificnih
limfocita koji se stvaraju kao odgovor na infekciju, oc¢ekivano je da se ¢elijski imunitet izmedu
razlic¢itih genotipova donekle razlikuje—sSto moZe imati znaCajne implikacije u kontekstu re-
infekcije istim ili razli¢itim genotipovima. Rezultati re-stimulacije ¢elija periferne krvi STAg
antigenom poreklom od visoko virulentnog arhetipa I (ToxoDB#10) su pokazali da je nivo
relativne ekspresije IFN-y kod svih miSeva inficiranih varijantnim genotipovima loze III visi u
odnosu na arhetip II (ToxoDB#1) (Graf. 14). Najvi§i nivo relativne ekspresije, mada ne
statisticki znacajno, utvrden je kod intermedijarno virulentnog genotipa K1, dok su nivoi kod
EQ40, EQ39 (ToxoDB#54) i G13 bili vrlo sli¢ni. Imajuéi u vidu da su u kasnoj infekciji Th-1
diferencirani antigen specifiéni CD4" i CD8" limfociti glavni izvor IFN-y, rezultati ukazuju na
razlike u ¢elijskom imunitetu kod miSeva inficiranih genotipovima loze III u odnosu na one
inficirane arhetipom II (ToxoDB#1), ali i da je kod genotipa K1 ¢elijski imunitet izuzetno snazan
(Sturge et al., 2013).

Prema dosadasnjim saznanjima, efekti mehanizama koji doprinose virulenciji se ispoljavaju
najvise u ranoj fazi infekcije, Sto uslovljava i snazniji proinflamatorni odgovor koji je uocljiv 7.
dana nakon inokulacije kod EQ40, ali je sasvim sigurno prisutan i kod K1, $to impliciraju
rezultati relativne ekspresije IFN-y u re-stimulisanim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. U
kasnoj fazi infekcije se pak jasno istice znacaj mehanizama tolerancije, $to je pogotovo uocljivo
kroz visoku ekspresiju IL-10 kod kontrolnog soja BGD18 (ToxoDB#1). Ekspresija ovog citokina
u slezini, koja je i statisticki znacajno visa u odnosu na ostale genotipove, vrlo verovatno potice
od strane B-¢elija. Ovi rezultati istiCu znacaj slezine u promovisanju tolerancije u kasnoj
infekciji, dok u ranoj infekciji, prema nekim saznanjima, zavisno od infektivne doze moze do¢i i
do ostecenja slezine od strane tahizoita i smanjenja njene funkcije (Zaretsky et al., 2012; Lee et
al., 2019; Pereira et al., 2019, Sasai et al., 2019). Imajuéi u vidu da je u ovim eksperimentima
koris¢ena niska infektivna doza od 10 tahizoita, oSte¢enja su vrlo verovatno ograni¢ena, $to
moze biti objasnjenje za visoku funkcionalnost slezine u kontekstu imunskog odgovora u ranoj i
kasnoj infekciji. Tako se ekspresija IL-10 detektuje u mozgu miseva inficiranih varijantnim
genotipovima loze III, pa i u slezini miSeva inficiranih genotipom G13, izuzetno nizak nivo
moze biti posledica razli¢ite kinetike ekspresije, koja pak nije u korelaciji sa virulencijom, ili
jedinstvene predispozicije genotipova ove loze za slabiju indukciju ili pak inhibiciju ekspresije
IL-10.

Prethodna saznanja iz razli¢itih istrazivanja upucuju na to da su u kasnoj infekciji znacajan izvor
IL-10 T-bet'FoxP3- limfociti, koji takode sintetisu i IFN-y, i B-éelije. Cinjenica da ovde
prikazani rezultati IGRA 1 MAT testova svedoCe o prisustvu obe populacije ¢elija kod miseva
inficiranih genotipovima loze III, dodatno ukazuje na nizu indukciju ili inhibiciju IL-10
ekspresije (Sasai et al., 2019). Moguce je stoga da su umesto I1L-10, drugi anti-inflamatorni
citokini klju¢ni za kontrolu proinflamatornog odgovora. Posebno interesantnu ulogu moze imati
TGF-B koji ima sinergisticki efekat sa IL-10 u kontroli inflamacije, a znacajne koliine ovog
citokina sintetiSu MF, pogotovo M2 fenotipa, dok sam citokin promovise i polarizaciju MF u M2
fenotip (Zhang et al., 2017; Komai et al., 2018). Prirodnu populaciju MF c¢ine M1, klasi¢ni
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proinflamatorni, M2 (engl. wound healing), alternativni, 1 Mg, regulatorni, fenotipovi koji se
mogu menjati u zavisnosti od stimulusa u vidu citokinskog okruzenja, faktora rasta ili produkata
razli¢itih mikroorganizama (Manjili et al., 2014; Italiani i Borashi, 2014; Rdészer, 2015).
Pokazano je da nakon intraperitonealne injekcije tahizoita, 60% inficiranih celija ¢ine MF, 15%
su neutrofili, a preostalih 25% razlicite imunske celije (Jensen et al., 2011). Arhetipovi I
(ToxoDB#10) i III (ToxoDB#2) prema nekim saznanjima polarizuju MF na M2 fenotip, dok
arhetip II (ToxoDB#1) polarizuje na M1, a smatra se da je za ovaj efekat odgovorna kinaza
ROP16 koja aktivacijom TF STAT3/6 indukuje ARG1 (Butcher et al., 2011; Jensen et al., 2011).
Imajuci u vidu da je tip alela ROP16 kod svih ispitivanih sojeva loze III identi¢an, ocekuje se da
je polarizacija peritonealnih MF nakon infekcije i usmeravana ka M2 fenotipu, §to je mozda i
uslovilo produkciju TGF-p u ranoj infekciji, dok je moguce da su lezije ili oSteCenja u raznim
tkivima, pogotovo CNS, koje su izazvane liticCkom aktivnosti tahizoita u ranoj infekciji, prisutne
u kasnoj infekciji 1 odrzavaju M2 populaciju (Laskin et al., 2011).

Prezivljavanje nakon re-infekcije

Svi miSevi inficirani ispitivanim sojevima loze III kao i kontrolnim arhetipom loze II
(ToxoDB#1) su preziveli re-infekciju visoko virulentnim arhetipom loze I (ToxoDB#10), sojem
RH, sto je ocekivano, na osnovu brojnih eksperimentalnih i klini¢kih istrazivanja koja su
pokazala da steCeni imunitet predstavlja zastitu od re-infekcije (Howe i Sibley, 1995; Dubey,
1998; Durkovi¢-bDakovi¢, 1998; Montoya i Liesenfeld, 2004) (Tab. 10). Ipak, znacajna je
Cinjenica da je infektivna doza za primoinfekciju iznosila svega 10 tahizoita, koja je najniza u
odnosu na dosada publikovane doze za imunizaciju razlicitih sojeva laboratorijskih miSeva
atenuiranim ili rekombinantnim sojevima 7. gondii koji su koriS¢eni kao kandidati za zive
vakcine, dok je doza za re-infekciju u skladu sa prethodnim studijama (Cerede et al, 2005;
Mevelec et al., 2020). Upotreba soja RH za re-infekciju je vrlo Cesta praksa koja omogucava
pracenje ishoda imunizacije kroz prezivljavanje re-inficiranih zivotinja, obzirom da je zbog
visoke virulencije infekcija RH sojem uvek letalna za naivne jedinke gotovo svih sojeva
laboratorijskih miSeva (Mevelec et al., 2020). U kontekstu ispitivanja steCenog imuniteta,
tendencija RH soja da ostane u obliku tahizoita, koja se odrzava ¢ak u uslovima sa pojacanim
imunoloskim pritiskom, implicira zapravo izostanak superinfekcije, koja se ogleda u prisustvu
tkivnih cista. Uz to, istiCe se znacaj M1, citotoksi¢nih CD8" limfocita i specifi¢nih antitela kao
mehanizama rezistencije koji smanjuju broj tahizoita (Jensen et al., 2015). Uticaj aktivacije
STAT6 od strane ROP16 i posledi¢ne polarizacije MF na M2 fenotip predstavlja lokalizovan
fenomen u peritoneumu koji se odnosi na inficirane Celije, Sto je nesumnjivo korisno za
diseminaciju parazita, a posebno znacajno u primoinfekciji, u odsustvu opsonizujuc¢ih antitela i
specifi¢nih CD8" limfocita, jer omogucava uspostavljanje infekcije na razli¢itim lokalitetima.

Nejasno je pak da li je ovaj efekat znacajan u kontekstu re-infekcije, kada citokinsko okruzenje
ima daleko snazniji uticaj na polarizaciju i odrzavanje fenotipa MF, ali Cinjenica da su sve
zivotinje imunizovane genotipovima EQ40, K1, EQ39 (ToxoDB#54) kao i dG13 prezivele re-
infekciju, iako su inficirane dozom RH soja (ToxoDB#10) koja bi dovela do smrtnog ishoda kod
naivnih miSeva u roku od 10 dana, upucuje na zakljuc¢ak da uspostavljanje infekcije RH sojem
(ToxoDB#10) nije bilo uspesno. Ovo istic¢e znacaj ve¢ postoje¢ih M1, specificnih IgG antitela i
specifi¢nih CD8" limfocita za eliminaciju RH tahizoita. Sem toga, svi mi$evi imunizovani sojem
BGD18 (ToxoDB#54), koji poseduje ROP16n i nema sposobnost aktivacije STAT6 te je
polarizacija MF usmeravana ka M1 fenotipu u primoinfekciji, takode su preziveli re-infekciju,
Sto dodatno pokazuje da polarizacija MF nije znaCajna kod re-infekcije. Iako nije
eksperimentalno utvrdeno ovde, sumnja da je zaista doslo do eliminacije RH tahizoita zasnovana
je na eksperimentalnim rezultatima Jensen et al., (2015) gde je pokazan postepen nestanak
bioluminiscentnih RH-Luc tahizoita nakon re-infekcije miSeva imunizovanim atipicnim MAS
(ToxoDB#17) sojem. lako Jensen et al., (2015) nisu utvrdili kompletnu eliminaciju RH-Luc ni
nakon 23 dana, vrlo verovatno zbog relativno visoke infektivne doze od 2 x 10° tahizoita,
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utvrdeno je da imunizovani miSevi efikasno kontroliSu replikaciju tahizoita. Takode primeceno
je da je izolacija RH tahizoita iz mozga imunizovanih Zivotinja retka, zbog smanjene tendencije
da formira ciste i dodatno upucuje na eliminaciju kao objasnjenje za prezivljavanje (Jensen et al.,
2015).

Interesantno je pak da re-infekcija sojem GTI1, takode arhetipom I (ToxoDB#10), ima letalan
ishod za 100 % miSeva imunizovanih arhetipom III (ToxoDB#2). Ovaj rezultat je neocekivan 1
dovodi u pitanje ne samo validnost testiranja steCenog imuniteta RH sojem ve¢ i njegov status
kao laboratorijskog modela za arhetip [ (ToxoDB#10). Sem 1,394 detektovanih SNP i insercija i
delecija nukleotida (engl. indel), koji ¢ine razlike na nivou sekvence izmedu GT1 i RH,
identifikovana su i dva gena kandidata, GRA2 i GRA15, kod kojih se smatra da su SNP
odgovorni za jedinstvene fenotipove in vivo koji se ogledaju u imunskom odgovoru na infekciju
(Yang et al., 2013). Dok je GRA2 protein povezan sa rezistencijom na IRG posredovano
unistavanje parazitofornih vakuola u mi§jem modelu, koja je snaznija kod RH iako su oba soja
smatraju rezistentnim, GRA15, koji predstavlja funkcionalni protein od 635 AK samo kod GTI,
znacajno aktivira translokaciju NF-kB, dok je suprimirana kod RH, jer je protein skracen na
svega 312 AK (Rosowski et al., 2011; Yang et al., 2013). Da li RH stoga eksprimira funkcionalni
GRA1S5 protein nije zapravo jasno, niti da li je efekat mutacije sem stvaranja stop kodona
zapravo dobijanje nove funkcije kao specificnog inhibitora TF NF-kB. Pokazano je da NF-kB
posreduje transkripciju pro-inflamatornih ali i anti-inflamatornih citokina, te je mogucée da za
razliku od RH soja (ToxoDB#10), nakon re-infekcije znaCajno remeti zastitno citokinsko
okruzenje stvoreno nakon primoinfekcije kao podrSka funkciji imunskih ¢elija da bi uspesno
savladale i kontrolisale infekciju (Lawrence, 2009; Liu et al., 2017). Imajuéi u vidu da su prema
rezultatima Jensen et al. (2015) C57B6 misevi re-inficirani GT1 sojem (ToxoDB#10) uginuli
nakon 12 dana, vrlo je verovatno, iako autori nisu prikazali eksperimentalne dokaze, da je
nekontrolisana inflamacija koja je posledica sinteze pro-inflamatorih citokina ali i genskih
predispozicija soja C57B6 za Th-1 i neadekvatnu kontrolu 7. gondii infekcije, izazvala smrtni
ishod, a da je u ovom kontekstu superinfekcija od manjeg znacaja (Tsitsiklis et al., 2019). Ovi
nalazi izmedu ostalog upucuju na oprez u interpretaciji uticaja tipa alela genskih markera
virulencije u kontekstu imunskog odgovora domacina, jer slu¢aj GRA1S5 jasno istice funkciju
produkta genskog markera virulencije u odnosu na sekvencu i ukazuje na potrebu uvodenja
analitickih metoda za utvrdivanje njihove enzimske aktivnosti. Takode, dogma da stecCeni
imunitet §titi domacina od posledica re-infekcije, iako je sasvim sigurno validna za veliku vecéinu
domacina i genotipova, ipak zahteva rigorozniju eksperimentalnu potvrdu, o ¢emu svedoce
rezultati Jensen et al. (2015). Ovo je posebno znacajno u svetlu klinickih podataka o nekoliko
sluc¢ajeva re-infekcije kod hroni¢no inficiranih trudnica, koji su za posledicu imali vertikalnu
transmisiju tahizoita na plod (Elbez-Rubinstein et al., 2009).

Imunski odgovor nakon re-infekcije

Najvisi relativni nivoi ekspresije IL-12p40, IFN-y i IL-10 30 dana nakon re-infekcije su utvrdeni
u mozgu miseva imunizovanih genotipom G13, dok je u slezini, povisen nivo citokina IL-10
primecen kod genotipa EQ40 (Graf. 16). Nivoi IL-12p40 u slezini su niski, sli¢ni nivoima 42.
dana nakon primoinfekcije, izuzev u pojedinim zivotinjama, dok su vi§i u mozgu, Sto zaista
upucuje na kontinuirano prisustvo antigena predominantno lokalizovano u tkivima gde se vec¢
nalaze parazitske ciste, ali koja su i predilekciona za tahizoite (Tiwari et al., 2019, Suzuki et al.,
2021). Visoki nivoi IL-10 u miSevima inficiranim genotipom EQ40, koji nisu primec¢eni tokom
rane niti kasne primoinfekcije, ukazuju na mogucnost da ekspresija IL-10 nije samo posledica re-
stimulacije postoje¢ih antigen specificnih limfocita, ve¢ de novo indukcija kod leukocita. lako
nije eksperimentalno utvrdeno ovde, rezultati Jenkins et al. (2015) upucuju na prisustvo tahizoita
cak 23 dana nakon re-infekcije, $to je moguce, imajuci u vidu da je prag odoljevanja konverziji
izuzetno visok kod RH soja (ToxoDB#10) kao i stopa proliferacije, te je infiltracija leukocita u
inficirana tkiva sasvim ocekivana kao i ekspresija IL-10, mozda upravo kao posledica
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konstitutivne aktivacije STAT3/6 od strane ROP16. U ovom slucaju je evidentno da imunizacija
intermedijarno virulentnim sojem kao i re-infekcija sa visoko virulentnim sojem, ukoliko su
infektivne doze niske, zapravo uslovljavaju vrlo povoljan imunski odgovor za domacina, ali i za
parazita, jer omogucavaju transmisiju oba soja. U kontekstu vakcinacije, velika vecina
potencijalnih kandidata upravo predstavlja derivate visoko virulentnog arhetipa I (ToxoDB#10) i
intermedijarno virulentnog arhetipa II (ToxoDB#1), te je odreden nivo virulencije ve¢ prepoznat
kao povoljan (Cerede et al, 2005; Mevelec et al., 2020). Izuzetno mali broj kandidata pripada
lozi III, §to je nesumnjivo posledica istrazivanja koja su utvrdila da je arhetip loze III
(ToxoDB#2) niske virulencije, iako novija saznanja upucuju na cinjenicu da postoje vrlo
znacajni izuzeci, (Fernandez-Escobar et al., 2021). O viSoj virulenciji genotipova loze III govore
i ovde prikazani podaci.

Rezultati in vitro analize kinetike invazije tahizoita G13 su uputile na moguénost defekta u
invaziji koji uslovljava nizak broj inficiranih c¢elija, a koji je vrlo verovatno doprineo niskoj
ekspresiji sva tri citokina u ranoj infekciji. Uticaj ovog potencijalnog defekta u kasnoj infekciji,
kada je parazit incistiran, mnogo je manji, te se posledi¢no i primecuju visi nivoi ekspresije sva
tri citokina kao i da su nivo specificnih IgG antitela, kao i nivo ekspresije IFN-y nakon re-
stimulacija perifernih limfocita, slicni kao kod miSeva inficiranih ostalim varijantnim
genotipovima loze III. Ovi rezultati i ¢injenica da su svi misevi preziveli re-infekciju RH sojem
(ToxoDB#10), upucuju na zakljucak da je imunski odgovor bio efikasan u kontekstu zastite od
letalnog ishoda, ali visoki nivoi relativne ekspresije citokina u mozgu 30. dana nakon re-infekcije
mogu ukazivati na moguénost duzeg prisustva velikog broja RH tahizoita kod miseva
imunizovanih genotipom G13. Ukoliko je to slucaj, implikacija moze biti da imunizacija
rekombinantnim sojevima sa defektom u invaziji, kao Sto je AMAI1 knockout, ne predstavlja
svrsishodnu strategiju (Garcia et al., 2014).

Interesantno je da su srednje vrednosti nivoa specificnih IgG antitela nize u odnosu na
primoinfekciju kod miSeva inficiranih svim genotipovima izuzev K1, kod kojih je statisticki
znacajno najvisa vrednost, i BGD18 (ToxoDB#1) (Graf. 17). Opadanje IgG titra u kasnoj
infekceiji je oc¢ekivano kod veéine inficiranih domacina, dok je nejasno da li re-infekcija u svim
slucajevima nuzno izaziva poviSenu sekreciju specificnih IgG antitela (Dubey, 1995; Villard et
al., 2016). Rezultati MAT testa impliciraju da je nakon re-infekcije doslo do snaznijeg odgovora
B-celija kod miSeva inficiranih genotipom K1 i kontrolnim sojem BGD18 (ToxoDB#1), sto je
evidentno kroz porast nivoa specificnih IgG antitela, i moZe da upucuje na znacajne razlike u
brojnosti ili heterogenosti populacije B-¢elija stvorenih nakon primoinfekcije kod ovih Zivotinja,
Sto opet ukazuje na jedinstvenost antigena ovog genotipa, ali i ostalih genotipova loze III.
Uvid u citokinski profil i nivo specificnih IgG antitela nakon infekcije ispitivanim genotipovima
ukazuje na to da se virulencija kod 7. gondii ne ispoljava kao nedostatak ili neefikasnost
imunskog odgovora kod domacina, ve¢ kao intenzitet proinflamatornog imunskog odgovora.
Iako su u literaturi opisani brojni mehanizmi ovog parazita za eskiviranje urodenog imuniteta,
koji je kljucan za kontrolu replikacije tahizoita i inicijaciju adaptivnog imunskog odgovora,
¢injenica da su sve zivotinje inficirane ispitivanim genotipovima ali i kontrolnim sojem BGD18
(ToxoDB#1) prezivele re-infekciju sojem RH, koji nema sposobnost superinfekcije, zbog
smanjenje tendencije da formira tkivne ciste, implicira da je odbrana efikasna nezavisno od
virulencije ( Lambert i Barragan, 2009; Blader i Saeij, 2009; Hunter i Sibley, 2012; Lima i
Lodoen, 2019).

Mehanizmi rezistencije su efikasni ¢ak i kod genotipova niske virulencije, uprkos nizem pragu
za konverziju koji uslovljava zapravo mnogo kratkotrajnije interakcije tahizoita sa celijama
domacina, Sto svedoci o brzini razvoja tih mehanizama nakon infekcije (Uzelac et al., 2020). Da
je brzina klju¢éna pokazuje Cinjenica da je stopa proliferacije tahizoita razlic¢itih genotipova
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korelira sa virulencijom, jer visoka stopa proliferacije uslovljava i viSu smrtnost ¢elija domacina
i dovodi do patologije, te je ko- evolucija parazita i domacina vrlo verovatno bila usmeravana ka
razvijanju mehanizama rezistencije koji se rapidno mobiliSu 1 ispoljavaju svoje anti-
toksoplazmatsko dejstvo.

Imajuéi u vidu da je odgovor na ovu infekciju uvek pro-inflamatorni, iako postoji autoregulacija
proliferacije kod pojedinih genotipova koja se postize indukcijom anti-inflamatornih citokina
(IL-10) i medijatora (ARG1), istice se znacaj anti-inflamatornog dejstva u vidu kontrole pro-
inflamatornog odgovora u ranoj infekciji sa viruletnim genotipovima, kao i za promovisanje
dugoroc¢ne tolerancije prisustva parazitskih cista, §to dolazi do izrazaja u kasnoj infekciji (Ihle,
2001; Robben et al., 2004; Saeij et al., 2006; Leng et al., 2010; Butcher et al., 2011, Tuladhar et
al., 2019). Iako su se ispitivanja mehanizma virulencije uglavnom usmeravala ka istrazivanju
interakcije tahizoita sa ¢elijama domacina, jer upravo iz tih interakcija proizlazi i odbrana
domacina od infekcije, interesantno je da je prisustvo antigena poreklom od bradizoita zapravo
vrlo verovatno dozivotno kod domacéina, na S$ta upucéuju i nalazi ekspresije IL-12p40 u kasnoj
infekciji. Uloga antigena razli¢itih genotipova u diktiranju repertoara T-Celijskih receptora
antigen specificnih limfocita nije istaknuta u dosadas$njoj literaturi, iako su razli¢ite populacije
ovih ¢elija kod Zivotinja inficiranih razli¢itim genotipovima 7. gondii, zapravo ocekivane i
implicirane nalazima razlika u IFN-y ekspresiji nakon re-stimulacije kao i IgG titru nakon re-
infekcije, jer upravo one mogu znacajno da uticu na tok re-infekcije, razvoj patologije ali i
toleranciju superinfekcije. Razlike u antigenu pak nisu nuzno u korelaciji sa virulencijom, vec¢
vrlo verovatno mogu da se sagledaju u kontekstu filogenetske srodnosti razlicitih genotipova.
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Zakljuccei

Zakljucci

Na osnovu nalaza razli¢itih eksperimenata izvedenih u okviru ovog istrazivanja izvedeni su
slede¢i zakljucci:

1. U opstoj populacionoj strukturi 7. gondii u Srbiji postoji visok kombinovan udeo
arhetipova II (ToxoDB#1) i III (ToxoDB#2) od 42%, dok sam udeo arhetipa II
(ToxoDB#1) ¢ini ¢ak 33% strukture. Ovo ukazuje na dominantnost arhetipova u odnosu
na nesto nizi udeo (37%) varijantnih genotipova obe loze, kao i na to da je diverzitet
populacije genotipova u Srbiji nizak.

2. U silvati¢noj populacionoj strukturi 7. gondii, za razliku od opSte populacije, postoji
visoka ucestalost varijantnih genotipova (48%), te se zakljucuje da je diverzitet
populacije genotipova u silvatiénoj sredini u Srbiji visok. Uz to, zbog prisustva
genotipova u silvati¢noj sredini, koji su detektovani ali nisu izolovani te nisu mogli biti ni
eksperimentalno ispitani, zakljuuje se da u silvaticnoj sredini kruze genotipovi
nepoznate virulencije.

3. Nalaz istog genotipa, detektovanog u uzorku srca lisice (061-13), i izolovanog iz srca
domace kokoske (K1), navodi na zakljuak da dolazi do razmene genotipova izmedu
domace i silvaticne sredine, §to moze biti od znacaja za javno zdravlje.

4. Razlike u diverzitetu genotipova kod lisica (visok — 8 od 9 razlicitih genotipova) i zlatnih
Sakala (nizak — 6 od 13 razlic¢itih genotipova), koji se ¢esto hrane otpadom antropogenog
porekla, navode na zakljucak da se visok diverzitet populacije genotipova odrzava samo
kod divljih Zivotinja koje se prvenstveno ne hrane takvim otpadom. Ukoliko se pak hrane
otpadom antropogenog porekla, divlje zivotinje postaju rezervoari genotipova koji kruze
u domacoj sredini, S$to ima za posledice Sirenje nisko virulentnog arhetipa II
(ToxoDB#1), kao i smanjenje diverziteta populacije genotipova u ¢ovekovom okruzenju.

5. Na osnovu genotipizacije izolata EQ40, EQ39, K1 i G13 zakljucuje se da su svi razli¢itih
genotipova, ali da pripadaju lozi III.

6. Cinjenica da je genotip EQ40, iako nije pohranjen u ToxoDB, osim u Srbiji takode
izolovan u Africi kao i u nekim drugim zemljama juzne Evrope, a uzimaju¢i u obzir i
opste razlike u nalazima genotipova 7. gondii poreklom iz juzne Evrope u odnosu na
centralnu i severnu Evropu, ukazuje na to da su zemlje juzne Evrope region u kojem se
desSava razmena i gde se meSaju genotipovi oba kontinenta.

7. Tipizacija alela gena markera virulencije je pokazala identi¢ne tipove alela ROPS,
ROP18, ROP16 i GRA15 kod sva cetiri ispitana soja loze III. ZakljuCuje se da analiza
gena markera virulencije nije u korelaciji sa virulencijom ispoljenom in vivo u miSjem
modelu. Takode se zakljuCuje da je kombinacija ROP53/ROP18;3 niske prediktivne
vrednosti za virulenciju $to je u suprotnosti sa nekim publikovanim rezultatima.

8. Iz rezultata odredivanja virulencije in vivo izrazene kroz mortalitet inficiranih miSeva
zakljuCuje se da su EQ40 (kumulativni mortalitet 69,4%) i K1 (kumulativni mortalitet
38,8%) intermedijarno virulentni, dok su EQ39 (ToxoDB#54, kumulativni mortalitet
6,8%) 1 G13 (kumulativni mortalitet 10,7%) nisko virulentni.
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Zakljuccei

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Poredenje kumulativnog mortaliteta sa fenotipom virulencije navodi na zakljucak da se in
vitro virulencija najbolje ogleda kroz liticki kapacitet (broj plakova), a zatim po broju
parazita po vakuoli nakon 48 h. Takode se zakljuCuje da se defekt(i) u procesu invazije,
primeceni kod G13 kod kojeg je vreme invazije iznosilo 3 h, in vivo ispoljavaju kao niska
virulencija.

Rezultati ispitivanja fenotipa virulencije in vitro navode na zakljucak da je mehanizam
koji doprinosi intrinzi¢noj virulenciji EQ40 i K1 visa metabolicka aktivnost koja se
ogleda u ekspresiji ENO2, tako §to podrzava visoke stope rasta i liticnog kapaciteta i ¢iji
se viSi nivo u odnosu na nisko virulentne genotipove odrzava cak nakon 10 dana

kultivacije.

Uvidom u nivo ekspresije citokina u ranoj infekciji sojem EQ40, i to visokog nivoa IFN-y
i IL-12, a niskog IL-10, zakljucuje se da se virulencija 7. gondii kod domacina odrazava
u razli¢itom intenzitetu pro-inflamatornog odgovora tipa Th-1. Poredenjem nivoa
ekspresije sva tri citokina kod ostalih genotipova loze III kao i kontrolnog soja BGD18
(ToxoDB#1) zakljucuje se da se ni kod nisko virulenih genotipova ne menja tip
imunskog odgovora.

Prisustvo IL-12p40 u mozgu miSeva inficiranih svim ispitivanim genotipovima, u
hroni¢noj infekciji 42. dana nakon inokulacije kada se ocekuje da se parazit u organima
nalazi u obliku bradizoita u tkivnim cistama, ukazuje na to da je DC i MF i dalje
dostupan antigen.

Nizak nivo ekspresije IL-10 u organima miseva u hroni¢noj infekciji koji su inficirani
genotipovima loze III u odnosu na visok nivo ekspresije utvrdenom kod misSeva
inficiranih kontrolnim sojem BGD18 (ToxoDB#1), moguca je posledica razlika u sastavu
i strukturi antigena poreklom od bradizoita iz tkivnih cista.

Blago poviSen titar IgG antitela utvrden MAT testom u serumu miSeva inficiranih
genotipovima loze III u odnosu na arhetip loze II, iako nije statisticki znac¢ajan, ukazuje
na moguce razlike u sastavu (epitopa) antigena.

Cinjenica da su svi miSevi inficirani genotipovima loze III kao i kontrolnim sojem
BGDI18 (ToxoDB#1) preziveli re-infekciju visoko virulentnim RH sojem (ToxoDB#10)
navodi na zakljucak da je imunska zaStita nezavisna od soja koris¢enog za imunizaciju.
Medutim, nisko virulentan genotip G13, zbog defekta u invaziji, koji je doveo do manje
intenzivnog Th-1 tipa imunskog odgovora, vrlo verovatno i manje efikasno kontrolise
proliferaciju RH tahizoita. Ovo je evidentno u visokoj ekspresiji svih citokina 30. dana
nakon re-infekcije i upucuje na zakljucak da nije dobar kandidat za imunizaciju.
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Spisak skracenica

Spisak skracenica

AIDS
AMA 1
ANOVA
APC
pAPC
ARG1
BAGI
Blimp-1
CCR5
CD
CS3
CST1
DC
DMEM
DPBS
DT
EBI3
EDTA Ly6C
ENO2
FAO
FoxP3
GBP
gDNK
GRA
HIV
HFF
HG
IDO

Ig
IGRA
IFN-y

engl. Acquired ImmunoDeficiency Syndrome
engl. Apical Membrane Antigen 1

engl. ANalysis Of VAriance

Antigen Prezentujuce Celije

profesionalne Antigen Prezentujuée Celije
engl. ARGinase 1

engl. Bradyzoite specific AntiGen 1

engl. B lymphocyte- induced maturation protein-1
engl. C-C Chemokine Receptor 5

engl. Cluster of Differentiation

engl. CircumSporozoite protein 3

engl. CyST wall glycoprotein 1

Dendritska Celija

engl. Dulbecco’s Modified Eagles Medium
engl. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
engl. Dye Test

engl. Epstein-Barr virus Induced gene 3

engl. Lymphocyte antigen 6 complex, locus C1
engl. ENOlase 2

engl. Food and Agriculture Organization
engl. Forkhead box P3

engl. Guanylate Binding Protein

genomska DezoksiriboNukleinska Kiselina
engl. Dense GRAnule protein

engl. Human Immunodeficiency Virus

engl. Human Foreskin Fibroblast

engl. HaploGroup

Indolamin DiQksigenaza

Imunoglobulin

engl. Interferon Gamma Release Assay

engl. InterFeroN gamma

93



Prilozi Spisak skracenica

IL engl. InterLeukin

IRG engl. Immunity Related GTP-ase

IRGM engl. Immunity Related GTP-ase M

IRGC engl. Immunity Related GTP-ase C

iRNK informaciona RiboNukleinska Kiselina

LCAT engl. Lecithin-Cholesterol AcetylTransferase

LD engl. Lethal Dose

LC Limfni Cvor

LPS LipoPoliSaharid

Ml Makrofag 1 (Klasicni)

M2 Makrofag 2 (Alternativni)

Mreg Makrofag regulatorni

MAT engl. Modified Agglutination Test

MCP-1 engl. Monocyte Chemoattractant Protein 1

MF MakroFag

MHC-I engl. Major Histocompatibility Complex I

MHC-II engl. Major Histocompatibility Complex IT

MIC engl. MICronemal proteins

MnPCR-RFLP engl. Multiplex Nested Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism

MOI engl. Multiplicity Of Infection

MS engl. MicroSatellite

MyD88 engl. Myeloid Differentiation primary response protein 88

NF«x-B engl. Nuclear Factor kappa B

NK engl. Natural Killer

NOS2 engl. Nitric-Oxide Synthase 2

PDI1 engl. Programmed Death

PFA ParaFormAldehid

PLP1 engl. Perforin-Like Protein 1

QTL engl. Quantitative Trait Locus

RON engl. RhOptry Neck proteins

ROP engl. RhOptry Protein
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ROP18-UPS engl. RhOptry kinase 18-UPstream Sequence

SAGI engl. Major Surface AntiGen 1

SEM engl. Standard Error of the Mean

SFT engl. Sabin-Feldman Test

SNP engl. Single Nucleotide Polymorphism

STAg engl. Soluble Toxoplasma gondii Antigen

STAT engl. Signal Transducer and Activator of Transcription
T-bet engl. T-box protein expressed in T cells

TE engl. Toxoplasmatic Encephalitis

TF Transkripcioni Faktor

TGF-p engl. Transforming Growth Factor beta

TgPRF engl. Toxoplasma gondii PRoFilin

Th-1 engl. T-Helper Lymphocyte type 1

TLR engl. Toll Like Receptor

TNF engl. Tumor Necrosis Factor

ToxoDB engl. Toxoplasma gondii DataBase

VERO espe. VErda RenO

VIR engl. VIRulence

WHO engl. World Health Organization
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Ipunoe 1

H3jaBa o0 ayTopcTBY

MMe u npe3uMe ayTopa AsiekcaHpa Y3esan

Bpoj uuaexkca M3016/2014

UsjaBmbyjem
03 je AOKTOPCKa gMcepTaumja nog Hac10BOM

BuosaoLKa U MoaeKy1apHa KapaKTepusaumja cojeBa nose lll Toxoplasma gondii nsonosaHux y
Cpbumju

o pe3yaTaT COIICTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT paja;

e /ajucepTanujay LeJMHU HU Y leJIOBUMA HUje 6uJia peiioKeHa 3a CTULabe JipyTre
JUIJIOMe IpeMa CTYAHUjCKUM NporpaMuMa Jipyrux BUCOKOLIKOJICKUX YCTAaHOBa;

® Ja Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJ€EHU U

e /la HMCaM KPIIKO/JIa ayTOPCKA MpaBa U KOPUCTHUO/J1a UHTEJIEKTYaHYy CBOjUHY APYTUX
JIUIA.

IloTnuc ayTopa

Y beorpapay, 04.10.2021
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Ipunoe

HW3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIaHe U eJIEKTPOHCKe Bep3Hje JOKTOPCKOr
paja

MMe u npe3uMe ayTopa AJIeKcaHJpa Y3eJialy
Bpoj nngexca M3016/2014
Ctyapujcku nporpam MoJsiekysiapHa buoJsioruja

HacsioB pajia BuoJionika y MoJieKyJapHa KapakTepu3sanuja cojeBa Jio3se 111 Toxoplasma
gondii n3oa0BaHux y Cp6ujun

MenTop ap. Oaruna bhypkosuh-hakosuh u ap. [lymanka Capuh-IlapuheBuh
HUsjaBsbyjeM Ja je uTaMIlaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO] BEP3HUjU
KOjy caM IIpeJiao/Ja paju NoxpamwrBamwa y JIMruTaJIHOM peno3uTOpUjyMy YHUBEP3UTETA Y

Beorpapay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce 06GjaBe MOjH JIMUHHU 10OJIall Be3aHU 3a JI06Hjarbe akaJeMCKOT Ha31Ba
JIOKTOpa HayKa, Kao IIITO Cy UMe U Mpe3uMe, FTOJIMHA U MeCTo pohera U JaTyM ofi6paHe paja.

OBHY JIMYHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXXHUM CTPaHULIAMa JUTHTaTHe 6UBJINOTEKE, ¥
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIOTy U y ybJiMKanujaMa YHuBep3uTeTta y beorpazy.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpapay, 04.10.2021
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Ipunoz 3

H3jaBa 0 kopumrthemwy

OsuaurhyjeM YHUBep3UTETCKY 6M6a10TEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh ga y JJurutanHu
penosuTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy JJOKTOPCKY JUCEPTALHjy MO,
HaCJIOBOM:

BuonoluKa n moneKynapHa Kapakrepusaumja cojesa nose lll Toxoplasma gondii nsonosaHux y
Cpbuiju

KOja je Moje ayTOPCKO JeJIo.

Jlvcepranujy ca CBUM NpUI03MMa NpeJao/Jia caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy HOTOZHOM 3a
TpajHO apXHUBUPabE.

Mojy BOKTOpCKY AUcepTaLyjy oxXpameHy y JJUrMTaJHOM PelNo3UTOPUjyMy YHUBEP3UTETA Y
Beorpasy 1 J0CTyIHY y OTBOPEHOM IIPUCTYIy MOTY [ila KOPUCTe CBHU KOjH NOIUTYjy ofpefoe
caZip>kaHe y onabpaHoM tuny suiieHie KpeatuBHe 3ajeiauile (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oIIy4uo/a.
1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTBo - HekoMepIujasHo (CC BY-NC)

@AyTopCTBo - HeKoMepIiyjayiHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIUjaJHO — AeauTH noj uctuM ycnoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 mpepaza (CC BY-ND)

6. AyTopcTBo — ety o uctuM ycnoBuma (CC BY-SA)

(MostuMo fja 320KpyKUTE CaMo jeJHY Of LIeCT noHyheHux nneHy. KpaTak onuc uneHH je
CacTaBHHU [Jle0 OBe H3jaBe).

Y beorpapay, 04.10.2021

IloTnuc ayTopa
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1. AyropcTBo. [03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYIU]jY U jABHO CAONIITABAKE /113, U
npepajie, ako ce HaBeZie Me ayTopa Ha HAaYWH oJpeheH oJ] cTpaHe ayTopa WK JaBaona
JIMLIeHIle, YaK U Y KoMeplyjasiHe cBpxe. OBO je Hajc1060/{HHja O/ CBUX JIMI|EHIIU.

2. AyTOpPCTBO - HEKOMepLUjaaHo. /l03B0/baBaTE YMHOXKABAKE, AUCTPUOYIU]Y U jABHO
caomnuITaBame Jieia, U Ipepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauuH oApeheH ox cTpaHe
ayTopa uJM AaBaona auneHue. OBa JuIeHna He 103B0/baBa KOMeEpPILHjalHy yIoTpeby Aea.

3. AyTOpPCTBO - HEKOMepLUjaIHo - 6e3 mpepaja. /l03Bo/baBaTe YMHOXKABAE,
JUCTPUOYLIMjY U jaBHO caolllITaBamwe fiesia, 6e3 IpoMeHa, Ipeo6/IMKOBawka UK yoTpebe Jea
y CBOM [leJly, aKO Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH oApeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM JaBaola
sauneHne. OBa iMIleHLA He J03BO/baBa KOMepILiyja/iHy yoTpeOy fesa. Y 0JHOCY Ha CBe OCTajle
JIMLleHIle, 0BOM JIMIIeHIIOM Cce orpaHHU4aBa HajBehn 061MM npaBa kopulhemwa geJa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIUjaIHO - AeJIUTH NOA UCTUM yca0BUMa. /l03Bo/baBaTe
YMHOXaBae, JUCTPUOYLIH]jY U jaBHO CAONIITABAKE JIeJ1a, U IPepa/jie, aKo Ce HaBesle UMe
ayTopa Ha HauMH oJipeheH o/i CTpaHe ayTopa HUJIM laBaolia JIMLeHIle U aKo ce Ipepajia
JAUCTPUOYHUpa MO/, UCTOM HJIM CIMYHOM JiMLeHIoM. OBa JiMlleHlja He 103B0JbaBa
KOMepIUjalHy yoTpeby Aesa U npepaja.

5. AyTopcTBO - 6e3 npepaja. /[03Bo/baBaTe yMHOXKABabE, IUCTPUOYIH]jY U jaBHO
CaomIITaBame Jiesa, 6e3 MpoMeHa, IPeobJIMKOBaka UK YIOTPebe /iesia y CBOM JieJly, aKo ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha Ha4MH ozpeheH o/ cTpaHe ayTopa UM AaBaola uieHe. OBa JuLeHIa
/103B0JbaBa KOMePIIUja/lIHy YIIOTpeby Aea.

6. AyTOpPCTBO — AEJIUTH NOJ, UCTUM YCJI0BUMA. /|03BO/baBaTe YMHOXKaBae, JUCTPUOYIH]Y U
jaBHO caomIUTaBame JieJia, U Ipepase, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oApeheH ox cTpaHe
ayTopa MJIM AaBaolia JUIEeHLe U aKO ce pepaja AUCTPUOYHpa O UCTOM HJIM CIMYHOM
suneHnoM. OBa JIMILeHIIa [J03B0/baBa KOMepLUUjalHy yIoTpeOy fesa U npepaja. CivyHa je
codpTBEPCKUM JIMIEHLIAaMa, OZHOCHO JIMIeHL[aMa OTBOPEHOT KO/ a.
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