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UVOD

Razred Kinetoplastida sadrzi vrste koje parazitiraju u svemu - od ljudi do biljaka. Clanovi
razreda su karakterizirani velikim mitohondrijem u tijelu — kinetoplastom — koji se boji tamno
u histoloSkim preparatima. Kinetoplast se nalazi iza kinetosoma na bazi bica i zajedno sa
okolnim dijelovima mitohondrija ostaje u vecoj ili manjoj povezanosti sa kinetosomom
tijekom cijelog razvojnog ciklusa parazita. Kinetoplast je organela oblika diska unutar
mitohondrija, koja sadrzi DNA. Dna kinetoplasta (kKDNA) je organizirana u mrezu povezanih
krugova, drugacije nego je to u kromosomskoj DNA. Postoji i do 20 tisu¢a malih krugova
(mini-krugova) 1 20-50 vecih krugova (maxi-krugova) u kinetoplastovoj mrezi. Vec€ina slika
slikanih sa elektronskim mikroskopom ne pokazuje fizicku povezanost izmedu kinetosoma i
kinetoplasta, a priroda njihove povezanosti je nepoznata. Nadalje, uz njihovu razli¢itu
mitohondrijsku strukturu, kinetoplastidi jo$ imaju citoskelet (stani¢ni kostur) koji se sastoji od
mikrotubula poredanih pravilno ispod plazmine ovojnice. Druge karakteristike ukljucuju jos
poveci biev dzep i reSetkasti kristalni paraksijalni Stap duz aksoneme koji ima kratke izdanke
povezane sa aksonemskim mikrotubulima, undulirajuéu membranu (ovisno o vrsti) i katkad
prominiraju¢i glikokaliks ili povrSinski omotac koji je vidljiv sa elektronskim mikroskopom.
Zakljucno, kinetoplastidi imaju druge dvije jedinstvene osobine: glikosome — organele gdje se
odvija glikoliza (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz grade bicasa iz
roda Trypanosoma (ROBERTS i sur.,
2004.).



FAMILIA: Trypanosomatidae

Sve vrste porodice Trypanosomatidae imaju jednu jezgru te su ili izduzeni sa jednim bicem ili
okrugli, sa vrlo malim, neprominiraju¢im bi¢em. Mnogi pripadnici porodice su heterokseni, tj.
tijekom jednog zivotnog stadija zive u krvi i/ili vezivnom tkivu kraljeznjaka, a tijekom drugog
zive u crijevu hematofagnih insekata. Nadalje, laboratorijske podloge za uzgoj istih obicno
moraju sadrzavati krv pa ih zato 1 nazivamo krvnim bicasima.

Spolno razmnoZavanje nije rutinski zamijeceno pa je vecina populacija vrlo vjerojatno zbirka
klonova. No ipak postoji odredeni broj indirektnih dokaza o njihovoj spolnoj razmjeni
genetskog materijala.

Tripanosomatidi su, mogucée prije, originalno parazitirali u probavnom traktu insekata i
pijavica, no znanstvenici su predlozili alternativni scenarij gdje su kraljeSnjaci originalni
domacdini. ITako su neke vrste jo§ uvijek monoksene — koje parazitiraju unutar jednog
artropodnog domacina — vecina tripanosomatida je heteroksena i1 prolazi kroz razlicite
morfoloske oblike, koji ovise o njihovom zivotnom ciklusu i domacinu u kojem parazitiraju.
U proslosti ti oblici su nazivani prema rodovima gdje naj¢esSce parazitiraju, npr. leptomonadni
oblik za rod Leptomonas, no sada koristimo nazivlje s obzirom na mjesto kinetoplasta i
jezgre, pa tako razlikujemo vise oblika (Slika 2).

Tripomastigotni oblik je karakteristiCan za krvne oblike roda Trypanosoma isto kao i za
invazivne metaciklicke oblike u vektoru. Kod tripomastigota i kinetoplast i kinetosom su
blizu zadnjeg kraja tijela, a bi¢ ide uzduz cijele povrsine tijela i zavrSava kao slobodni bi¢ na
pocetku tijela. Bi¢eva membrana je usko povezana sa povrSinom tijela pa kad se bi¢ pomice,
to podrucje pelikule je izvuceno u nabor. Bi¢ i nabor sacinjavaju unduliraju¢u membranu.
Drugi ,,goli* kinetosom bez bia obicno se nalazi blizu bicevog kinetosoma. U tipi¢nog
krvnog oblika tripomastigota, jednostavni mitohondrij sa tubularnim kristama ili bez njih
izlazi 1z kinetoplasta. U stadiju u insektu, mitohondrij je puno veci i puno sloZenije grade, sa
lamelarnim kristama. Na bazi bic¢a, okruZuju¢i kinetosom, nalazi se bicev dzep. Sustav
pelikularnih mikrotubula okruzuje tijelo te se nalazi odmah ispod stani¢ne membrane. Grubi
endoplazmatski retikulum je dobro razvijen, a Golgijev aparat lezi izmedu jezgre i
kinetosoma. Drugi oblici tijela u tripanosoma razlikuju se u obliku, mjestu kinetosoma i
kinetoplasta, razvijenosti bica ili obliku bi¢evog dZepa. Sfericni amastigotni oblik javlja se u
zivotnom ciklusu nekih vrsta i tipi¢an je za rod Leishmania. Maleni, 2-3 mikrona, amastigoti
Leishmania su jedni od najmanjih stanica eukariota. Bi¢ je vrlo kratak, prominira samo malo

izvan biCevog dzepa. U promastigotnom obliku bi¢ se ispruzuje prema naprijed kao
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a) Leishmania (amastigot)

b) Crithidia (choanomastigot)

¢) Leptomonas (promastigot)

d) Herpetomonas (opistomastigot)
¢) Blastocrithidia (epimastigot)

f) Trypanosoma (tripomastigot)

1) jezgra

2) kinetoplast

3) kinetosom

4) aksonema

5) bi¢

6) unduliraju¢a membrana
7) bi¢ev dzep

8) kontraktilna vakuola

Slika 2. Shematski prikaz pojedinih rodova i oblika bi¢asa iz porodice Trypanosomatidae
(ROBERTS i sur., 2004.).

funkcionalna organela. Kinetosom 1 kinetoplast su smjesteni ispred jezgre, blizu prednjeg
kraja tijela. Promastigotni oblici su pronadeni u nekoliko razvojnih ciklusa za vrijeme kad su
u domacinima insektima. To je odrasli oblik roda Leptomonas. Ako bi¢ izlazi kroz Siroki
dzep, oblika ovratnika, taj oblik nazivamo hoanomastigotni, koji je pronaden u nekih vrsta iz
roda Crithidia.

Epimastigotni oblik javlja se u nekim Zivotnim ciklusima. Ovdje su kinetoplast i kinetosom
smjesteni jos uvijek izmedu jezgre i prednjeg dijela, ali kratka unduliraju¢a membrana lezi
duzinom proksimalnog dijela bi¢a. Rodovi Crithidia i Blastocrithidia, oba paraziti insekata,
ofituju taj oblik tijekom njihovih razvojnih ciklusa. Konacno, paramastigotni i
opistomatigotni oblici su nadeni u rodu Herpetomonas, velikoj grupi parazita insekata koji se
javljaju uglavnom u muha (red Diptera). U paramastigota je kinetosom i kinetoplast iza

jezgre, a u opistomastigota su te organele smjestene izmedu jezgre i straznjeg kraja, ali nema



unduliraju¢e membrane, a bi¢ probada dugi rezervoar koji prolazi cijelom duzinom tijela i
otvara se na prednjem dijelu. U rodu Herpetomonas razmnoZavanje se javlja samo u
promastigotnom obliku, gdje se ostali oblici tijela javljaju nakon $to je populacija dostigla
maksimum, kao npr. u in vitro hranjivim podlogama. Unato¢ njihovoj jasnoj strukturnoj
jednostavnosti, tripanosomatidi su u biti potpuno drugaciji, S$to se manifestira u
ultrastrukturalnim osobinama i unutarnjoj distribuciji (rasporedenosti) organela (Slika 2).
Zivotni ciklus tripanosomatida takoder varira s obzirom na vrste domacina, vektore,
ponasanje parazita u vektoru i u domacinu kraljeznjaku, stadijima zivotnog ciklusa gdje se
domacin, razmnoZavanje je u crijevu insekta u promastigotnom obliku, a prijenos se odvija
putem cisti slicnih amastigotima. Kod vrsta iz roda Leishmania razmnozavanje je u
promastigotnom obliku u insekata koji siSu krv, kao npr. papataci, a ponovnim hranjenjem na
domacinu kraljeznjaku s posljedi¢nom regurgitacijom sadrzaja usnog aparata, i dospije¢em u
domacina, budu podvrgnuti razmnozavanju, ali kao amastigoti u razli¢itim tkivima.

Clanovi roda Trypanosoma posjeduju najveéu raznolikost oblika tijekom njihovog Zivotnog
ciklusa, mijenjajuci se u dijelece epimastigote u crijevu prijenosnika (insekta, pijavice), zatim
u invazivne (metaciklicke oblike) u prednjem ili straznjeg kraju crijeva, ovisno o vrsti

Trypansoma (ROBERTS i sur., 2004.).

Leishmania infantum

LiSmanioza je parazitarna bolest uzrokovana protozoima iz roda Leishmania, a prenosi se
cikli¢ki insektima iz rodova Phlebotomus, Lutzomiya i Sergentomiya. Pojedine vrste uzrokuju
bolest kod pasa, macaka, glodavaca i ljudi. U 32 zemlje svijeta javlja se liSmanioza
uzrokovana sa razli¢itim vrstama liSmanija, a endemska podrucja se Sire iz godine u godinu.
Smatra se da se pojavi 2 milijuna novih invazija u ljudi godisnje (500.000 kutana liSmanioza i
1.5 milijuna visceralna), dok je ¢ak 12 milijuna ve¢ prisutno. Prisutno je i neinformiranje o
novim invazijama s obzirom na to da se prijavi samo 600.000 sluc¢ajeva godiSnje (WHO,
2007.). Protozoon Leishmania infantum dolazi na podruc¢ju Sredozemlja, Bliskog Istoka te u
nekim dijelovima Azije i SAD-a. Sredozemno endemsko podrucje ukljucuje i sjevernoafricku
obalu, te u Europi vrlo Siroku zonu od Iberijskog poluotoka preko juzne Francuske, Italije,
podrucja Balkana pa sve do Turske i Cipra (GRADONI i sur., 1984.). U obalnim podru¢jima
Sredozemnog mora seroprevalenca iznosi od 1 do 40%. Pri tome je jedan veéi dio pasa
inaparentno invadiran. Kod nas se seroprevalenca kre¢e izmedu 1% i 42.85%, ovisno o

lokaciji (ZIVICNJAK i sur., 2005.).



U domac¢inu insektu, liSmanije parazitiraju ekstracelularno kao promastigotni oblici, dok u
domacinu kraljeSnjaku parazitiraju intracelularno, kao amastigotni oblici u stanicama
mononuklearnog fagocitnog sustava, poput makrofaga, monocita, Langerhansovih stanica i
dr. Amastigotni oblici koje nalazimo u sisavaca su okrugli ili jajoliki, veli¢ine 1,5-5 x 1,2-
2um. U preparatima obojenim po Giemsi jasno se vidi jezgra, intenzivno obojen Stapicasti
kinetoplast 1 bi¢ koji je smjeSten u biCevom dzepu. Promastigotni oblici, koje nalazimo u
vektorima ili u in vitro kulturama na temperaturi ispod 33°C, veli¢ine su do 20um. Vrste
liSmanija, kao 1 mnogobrojni sojevi morfoloski se ne razlikuju, a njihovo razlikovanje temelji
se na bioloskim, imunoloskim, biokemijskim i molekularnim znacajkama (SCHNIEDER,
2006.).

U podrucju veterinarske medicine najznacajnija je liSmanioza u pasa, koja se u nacelu javlja u
visceralnom obliku, a u uznapredovalim slucajevima vrlo ¢esto se javljaju i kozne promjene.
Inkubacija traje jedan do tri mjeseca, a Cesto i do nekoliko godina (TALMI-FRANK i sur.,
2006.). Dijagnoza se postavlja indirektno, na temelju nalaza seroloskih testova
(imunoenzimski test, indirektna imunofluorescencija), te direktno dokazom uzro¢nika in vitro
uzgojem promastigotnih stadija. Za in vitro uzgoj najprikladniji je punktat limfnog ¢vora ili
koStane srZzi.

U Europi se bolest javlja u endemskim podruc¢jima, gdje se protozoon Leishmania infantum
prenosi zenkama papataca, iz porodice Phlebotomidae, roda Phlebotomus, unutar populacije
pasa ili drugih rezervoara, npr. lisice, rjede macke i konji (ROLAO i sur., 2005.; SOLANO-
GALLEGO 1 sur., 2002., RAMOS-VARA 1 sur., 1996.) 1 macaka (MARTIN-SANCHEZ 1
sur., 2007., VITA 1 sur., 2005., RUFENACHT i sur., 2005., DE SOUZA i sur., 2005.).
Papataci su vektori s izraZenom aktivnoS¢u za vrijeme sumraka i no¢i. Preko dana se skrivaju
u vlaznim rupama glodavaca, Supljinama drveca, ali i u vlaznim nastambama te tamo siSu krv
raspolozivih sisavaca (pas, ovca, konj, ¢ovjek, ptica). LiSmanijama invadirane zivotinje, tj.
psi, su glavni rezervoar parazita, osobito za vrijeme dugog razdoblja inkubacije (TALMI-
FRANK i sur., 2006.; RODRIGUES-CORTES i sur., 2007.). Zenke flebotoma pri hranjenju
uzimaju amastigotne oblike Leishmania, koji se nalaze u makrofagima ili monocitima koze
invadiranog domacina. U srednjem crijevu vektora, iz amastigotnih oblika razvijaju se
promastigotni oblici, koji se intenzivno dijele binarnom diobom. Jedan dio se prihvaca za
stijenku crijeva, dok ostali ostaju slobodni i1 odlaze u prednje dijelove probavnog sustava.
Metaciklicki promastigotni oblici kod daljnjeg hranjenja dospijevaju u kozu novog domacina.
Razvoj u vektoru pod optimalnim uvjetima moze biti zavrSen ve¢ za pet do osam dana.

Invadirani papataci ubadaju ¢es¢e nego neinvadirani, a invazijska doza za jednog kraljesnjaka



procjenjuje se na 10 do 100 metaciklickih promastigota. Antigeni za seroloske testove
uglavnom se dobivaju iz kultura, koje ponekad mogu biti opasne pri manipulaciji
(HERWALDT, 2001.). Lijecenje visceralne liSmanioze nije jednostavno, osobito zbog nacina
primjene, ali i zbog nuspojava koje prate lijeCenje (HERWALDT, 1999.).

Radnici koji su nesretnim slu¢ajem izlozeni protozoonu Leishmania sp. trebaju se stalno
pratiti. Osobito je vazno iste podvrgnuti periodi€nim seroloskim testiranjima. Izolacija
parazitskih  hemoflagelata (kao izvora antigena) je ponekad otezana zbog
kontaminacije primarnih kultura ne samo bakterijama, nego gljivicama i kvascima. Zbog
navedenih razloga krenulo se u potragu za alternativnim izvorom antigena za seroloske
testove. Tako su MONTEON 1 sur. (1997.) koristili za ¢ovjeka apatogene tripanosomatide za
koje su dokazali postupkom western-blotinga vrlo visoku osjetljivost (100%) te specifi¢nost
od svega 7% kod dijagnostike u Chagasove bolesti.

SEGHAL i sur. (1982.) su koristili za indirektnu imunofluorescenciju antigen protozoona
Crithidia luciliae u dijagnostici visceralne liSmanioze ljudi. Autori isticu da ne postoji
razlika. MARTINKOVIC i MARINCULIC (2006.) ispitali su unakriznu reaktivnost istog bi¢asa
dvjema metodama, indirektnom imunofluorescencijom i dot-imunoenzimskim testom, te govore
0 100% unakriznoj reaktivnosti izmedu antigena promastigota L. infantum i hoanomastigota C.

luciliae.

Trypanosoma rotatorium

Trypanosome (Euglenozoa, Kinetoplastida, Trypanosomatidae) su ekstracelularni, krvni
paraziti koje mozemo nac¢i u svih kraljesnjaka (HOARE, 1972.). Prenose ih hematofagni
insekti i pijavice, koji sluze kao domacdin i vektor tripanosoma. Hematofagni insekti i krpelji
su pretezito vektori tripanosoma sisavaca i1 ptica, dok su pijavice vektori tripanosoma
akvati¢nih organizama (MARTIN i sur., 2002.). Smatra se da insekti mogu prenijeti
tripanosome 1 u vodozemaca (BARDSLEY 1 HARMSEN, 1973.). To se ve¢inom odnosi na
kopnene 1 arborealne Zabe, dok su kod vodenih Zaba, koje ve¢i dio Zivota provode u vodi,
glavni vektori pijavice (BARDSLEY i HARMSEN, 1973., DESSER i sur., 1973., 1975,
FERREIRA i sur., 2008.).

Tripanosome vodozemaca su obi¢no vece 1 sloZenije strukture od tripanosoma sisavaca.
Filogenetski su grupirane zajedno sa ribljim tripanosomama u akvatiénu skupinu koja
obuhvaca vrste tripanosoma koje dolaze u vodenih kraljeSaka, tj. u riba, kornjaca, Zaba

(FERREIRA i sur., 2007.).



Prve zablje tripanosome otkrivene su 1842. u Europi, u krvi zaba Rana esculenta, te su
nazvane Trypanosoma rotatorium (GRUBY, 1843.). Sve vrste tripanosoma opisivane su iz
krvnih razmaza, na temelju morfoloskih osobina i morfometrijskih parametara koji
obuhvacaju ukupnu duljinu tijela ukljucujuci slobodni bi¢, opis undulirajuée membrane,
oblik, Sirinu 1 duljinu jezgre, polozaj kinetoplasta, te relativan odnos jezgre i kinetoplasta
(MARTIN 1 sur., 2002.). Morfoloska raznolikost (polimorfizam) tripanosoma opisuje
postojanje dva ili viSe fenotipa unutar bioloSke vrste, Sto nam dokazuje velika raznolikost
oblika tripanosoma nadenih u domacina beskraljeSnjaka i kraljeSnjaka. Istrazivanjima
se uspostavilo da uz vrstu domacina, samo jedan od mnogobrojnih ¢imbenika u okoliSu ili
zivotu domacina moze utjecati na morfoloSke osobine tripanosoma vodozemaca kao na
primjer hormon rasta (BARDSLEY, 1972., GALLIARD i sur., 1953., 1954.).

Nazalost, takav opis je prilikom determinacije za veéinu vrsta zbunjujuéi, i to zbog velike
morfoloske raznolikosti unutar jedinki iste vrste, te zbog Cinjenice da u istom domacinu
mozemo istovremeno naci vise vrsta tripanosoma, i to razlicitih stadija koji se morfoloski
razlikuju. Kao rezultat toga u pitanje se dovela vrijednost takve morfoloske kategorizacije, te
je objavljeno mnogo vrsta tripanosoma od kojih su mnoge svrstane u razlicite vrste, a zapravo
pripadaju istoj (FERREIRA i sur. 2007.).

Zbog problema u Kklasifikaciji zabljih tripanosoma na temelju morfoloskih osobina,
znanstvenici su odlucili tripanosome Zaba svrstati u Trypanosoma rotatorium kompleks
(BARDSLEY i HARMSEN, 1969.). T. rotatorium kompleks sastoji se od Cetiri oblika. Kod
prvog oblika jedan kraj tijela tripanosome je tup, dok je drugi kraj Siljat i uzak. Bi¢ i
unduliraju¢a membrana su uocljivi. Kod drugog oblika uocljivo je okruglo i Siroko tijelo
parazita, a slobodni bi¢ nije uocljiv. Unduliraju¢a membrana vidljiva je samo na jednom kraju
tijela. Oblik tijela kod tre¢eg oblika je uzak sa $iljatim krajevima, a Sirina tijela je gotovo
jednaka na svim dijelovima. Jezgra je slabo vidljiva, dok su unduliraju¢a membrana i
slobodni bi€ jasno vidljivi. Kod cetvrtog oblika krajevi tijela su Siljati kao 1 kod treceg oblika,
ali Sirina prednjeg dijela tijela je znatno veca od straznjeg dijela. Unduliraju¢a membrana i
slobodni bi¢ su dobro vidljivi, a jezgra je vrlo dobro izraZena.

Prisutne su mnoge proturjecnosti u literaturi o reprodukciji tripanosoma u domacinu
kraljesnjaku, a one se temelje na Cinjenici da je svaki autor radio s razli¢itim izolatima, te s
razli¢itim vrstama tripanosoma, premda nisu sa sigurno$¢u mogli tvrditi o kojoj je vrsti rijec.
Kod T. rotatorium opisana je kombinacija mnogostruke i dvojne diobe, koja se javlja u
razli¢itim fazama Zivotnog ciklusau domaéinu kraljeznjaku (FANTHAM 1 sur., 1942.).

Reprodukcija T. rotatorium u kraljesnjaka odvija se koStanoj srzi (TANABE, 1931.),



bubrezima (IVANIC, 1936.), te povremeno iu perifernoj krvi (FANTHAM i sur., 1942.).
Dvojna dioba javlja se tijekom pocetne faze infekcije, dok se mnogostruka dioba javlja
kasnije, uslijed stalne infekcije u odraslih zaba (IVANIC, 1936.).

Reprodukcija tripanosoma u beskraljeznjaka, tj. u pijavica takoder obuhvac¢a dvojnu i
mnogostruku diobu, a odvija se u crijevu pijavica gdje se javlja raznolikost razvojnih oblika.
U crijevu pijavice razvoj se odvija ciklicki, tripomastigotni oblici naglo se dijele u
epimastigotne oblike, koji se kasnije preobraze u metatripanosome (NOLLER, 1913.).
Razvijaju se samo pojedini tripomastigotni oblici iz krvi kraljeznjaka, nakon §to budu krvnim
obrokom uneseni u tijelo pijavice, a ostali oblici degeneriraju neposredno nakon obroka
(BUTTNER i BOURCART, 1955.).

Morfologija tripanosoma nadenih u punoglavaca razlikuje se od uobicajenih tipova
pronadenih u odraslih zaba (NOLLER, 1917.). Ova razlika se javlja zbog razlike okolisa u
kojem zivi punoglavac i1 odrasla Zzaba, a promjene koje nastaju tijekom metamorfoze
domacina budu u konacnici odgovorne za promjene morfologije jer nedavno metamorfozirane
zabe imaju oblike tripanosoma karakteristicne punoglavcima, dok ih odrasle nemaju
(NOLLER, 1917.).

T. rotatorium nije patogena u odraslih zaba, dok kod punoglavaca moze izazvati uginuce
(DOFLEIN, 1910.). Medutim, teske infekcije 1 superinfekcije su patogene i kod odraslih zaba,
manifestiraju se odbijanjem hrane, letargijom te konacno smréu, s teSkim promjenama u
bubrezima (NOLLER, 1917.). Tripanosome se mogu naci u perifernoj krvi zaba samo tijekom
proljeca i ljeta. Kao uzroci sezonskih oscilacija, navodi se klima kao jedan uzrok ili to¢nije
promjena temperature (BOLLINGER 1 sur., 1969.).

Proljece je obi¢no vrijeme vrha parazitemije (BARDSLEY, 1969., 1972., BOLLINGER i
sur., 1969.) dok pocetkom jeseni parazitemija pada, iako su temperature i dalje visoke
(BARDSLEY, 1969., 1972., BOLLINGER i sur., 1969.). Budu¢i da okoli$ na parazita djeluje
isklju¢ivo preko krvi domacina, predpostavlja se da su promjene u krvi izravno odgovorne
za varijacije u perifernoj parazitemiji.

Ubrizgavanje hiperglikemi¢nih agenata (glukagon i glukoza) u domacina, uzrokuje povecéanje
parazitemije (BARDSLEY i HARMSEN, 1970.), te zbog sezonske oscilacije glukoze u krvi i
aktivnosti zlijezda koje ju kontroliraju (osobito nadbubrezna zlijezda), pretpostavlja se da
su katekoalamini i glukoza vjerojatno odgovorni za sezonski ciklus bi¢asa, pogotovo jer drugi
agensi, koji su sezonskog karaktera nisu imali u¢inak na povecanje parazitemije. Parazitemija
takoder raste prilikom stresa (BARDSLEY i HARMSEN, 1970.). Nema razlike u
parazitemiji medu spolovima (BARDSLEY, 1969., BOLLINGER i sur., 1969.).



-----

obrazac rasta 1 razvoja ukljucuje pojavu epimastigotnih, amastigotnih, tripomastigotnih i
promastigotnih oblika. Pojavnost odredenih oblika ovisi, osim o hranjivoj podlozi, isto tako i
o drugim ¢imbenicima okolisa kao Sto je npr., temperatura (BUTTNER 1 BOURCART,
1955.).



OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Bic¢as T. rotatorium je parazit u krvi jestive zelene Zzabe (Pelophylax esculentus), nema
patogenog ucinka na domacina i proSiren je po cijelom svijetu. Dosadasnja istrazivanja u
svijetu temeljena na morfologiji iz krvi, pokazala su da je ova vrsta morfoloski raznolika. S
obzirom da za podruc¢je Republike Hrvatske ne postoje nikakvi sluzbeni podaci o postojanju,
niti o morfologiji ovih parazita, cilj je istu 1 opisati. Bijela krvna slika daje uvid u zdravstveno
stanje jedinke, te bi isto tako mogla dati uvid u zdravstveno stanje pretrazivanih uzoraka zaba
sa visokom perifernom parazitemijom, kompariraju¢i nalaze sa onima niske parazitemije ili
negativnih na tripanosome. Isto tako, opisan je veliki broj hranjivih podloga za uzgoj bicasa iz
roda Trypanosoma, te je cilj istraziti brojnost i morfologiju dva izolata T. rotatorium u dvije
razli¢ite in vitro hranjive podloge. U rutinskoj dijagnostici liSmanioze koriste se razliCite
varijante antigena dobivenog iz bi¢asa Leishmania infantum, uzro¢nika liSmanioze. Prema
literaturnim podacima, protutijela koja nalazimo kod Zivotinja oboljelih od liSmanioze,
unakrizno reagiraju s antigenima drugih bicasa iz porodice Trypanosomatidae. S obzirom da
bic¢as T. rotatorium pripada istoj porodici kao i uzro¢nik liSmanioze, nasa pretpostavka je da
antigen T. rotatorium reagira sa protutijelima nastalim kod zivotinja invadiranih sa bi¢aSem L.
infantum, te je cilj ispitati moguénost unakriznog reagiranja antigena T. rotatorium sa

protutijelima protiv bic¢asa L. infantum.
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MATERIJAL I METODE

Morfologija, broj krvnih oblika T. rotatorium, bijela krvna slika

Za istrazivanje je koriSteno 18 arhivskih krvnih razmaza jestivih zelenih zaba (P. esculentus).
Arhivski krvni razmazi su pripremljeni nanosenjem 10 pl krvi pojedinih jedinki zelenih Zaba
na predmetnice, osuSeni na sobnoj temperaturi, fiksirani apsolutnim metanolom 5 minuta,
osuSeni, te pospremljeni u arhivu. Arhivski uzorci su obojeni metodom po Giemsi po
standardnom protokolu (1ml Giemsa otopine i 9ml destilirane vode), te ostavljeni tako 30 i 60
minuta. Nakon bojanja razmazi su isprani destiliranom vodom i osuseni na sobnoj
temperaturi. Obojeni preparati su potom pregledani na prisutnost bicaSa ili nekih drugih
parazita ili mikroorganizama inace prisutnih u krvi u slobodno Zivu¢ih jedinki jestivih zelenih
zaba. Svaki parazit je brojan te je konacni zbroj parazita pomnozen sa 100, a rezultat
pojedinih uzoraka izrazen kao broj tripanosoma u mililitru krvi. Svaki pojedini uzorak je
pregledan u duplikatu i brojan dva puta. Neki od bicasa su slikani kamerom Artcam 300MI i
mikroskopom Olympous Bx51, a slike su obradene softverom QuickPHOTO MICRO 2.3.
Crtezi su nacrtani rukom.

Bijela krvna slika je izrazena kao relativan odnos pojedinih bijelih krvnih stanica na ukupan
broj stanica leukocita. Ukupno je pregledano 6 uzoraka krvnih razmaza i to tri uzorka sa
velikim brojem parazita, dva sa malim brojem, te jedan negativan uzorak. Postupak je
ponovljen 2 puta. Stanice su identificirane kao neutrofili, limfociti, eozinofili, bazofili i
monociti (WOJTASZEK i ADAMOWICZ, 2003.). Fotografije su slikane i obradene kao i

krvni razmazi.

In vitro uzgoj, indirektna imunofluorescencija

Dva izolata T. rotatorium inokulirana su na dvije hranjive podloge: Liver Infusion Tryptose
(LIT) hranjiva podlogu (ATLAS, 1997.) 1 Biphasic Chocolate Agar for Trypanosomatids
(BCAT) hranjiva podlogu (MARTINKOVIC i sur., 2012.). Broj bi¢asa je pracen tijekom
idu¢a dva tjedna, a morfologija u logaritamskoj i stacionarnoj fazi rasta. Postupak je
ponovljen minimalno tri puta. Bicasi iz logaritamske i stacionarne faze bojani su po Giemsi,
pregledani i slikani kao i krvni razmazi.

Pse¢i serumi sakupljani su tijekom rutinskih pretraga na liSmaniozu, na Zavodu za
parazitologiju i invazijske bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Koristeno je ukupno 50 arhivskih nasumi¢no odabranih pse¢ih uzoraka seruma, 16 pozitivnih

1 34 negativna uzorka.
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Antigen za pripremu indirektne imunofluorescencije napravljen je tako da su promastigoti
protozoona Leishmania infantum MON-1 u logaritamskoj fazi rasta ispirani centrifugiranjem
na 1500g, trokratno, u fosfatnom puferom pH 7.2 (phosphate-buffered-saline, PBS), te su
potom resuspendirani u PBS-u do koncentracije od 10’ promastigota/ml. Na svako polje
predmetnice sa deset polja nakapano je 2,5ul te suspenzije. Promastigoti su zatim osuseni,
fiksirani metanolom 5 minuta i isprani u PBS-u pet minuta. Zatim su osuSeni 1 pohranjeni na
+4°C do upotrebe ili su izloZeni serumima razrijedenim u PBS-u i inkubirani u vlaZznoj
komori, trideset minuta pri 37°C. Nakon S§to su serumi odstranjeni, predmetnice su trokratno
isprane pet minuta u PBS-u, nakon ¢ega su osusene. Nakon susSenja predmetnice su
inkubirane trideset minuta pri 37°C, antipse¢im protutijelima obiljeZenim fluoresceinom.
Opet je ponovljeno trokratno ispiranje pet minuta u PBS-u i suSenje na sobnoj temperaturi.
Rezultati testa ocitani su fluorescentnim mikroskopom "Olympus Cx40". Epimastigoti
protozoona T. rotatorium pripremljeni su na isti nac¢in kao i promastigoti protozoona L.
infantum (MARTINKOVIC i sur., 2006.).

Statisticki podaci obradeni su softverom IBM SPSS for Windows 19 i Microsoft Office Excel
2003.

12



REZULTATI

Morfologija, broj krvnih oblika T. rotatorium, bijela krvna slika

Od ukupno osamnaest pregledanih uzoraka krvi zaba, jedan krvni razmaz je negativan dok su
u ostalima nadene tripanosome, €ineci tako prevalenciju od 94.44%. Broj parazita varirao je
od 25 (= 50) do 4650 (+ 420,3173) parazita/ml (Tablica 1). U krvnim razmazima nisu
dokazani drugi krvni paraziti. U pozitivnim krvnim razmazima nadena su tri tipa tripanosoma
koji morfoloski odgovaraju T. rotatorium kompleksu. Kod prvog tipa uocljivo je veliko i
ovalno tijelo parazita, koje na straznjem kraju zavrSava tupo, dok je prednji kraj blago
za$iljen. Unduliraju¢a membrana vidljiva je samo na jednom kraju tijela, proteze se od
prednjeg kraja do zadnje trec¢ine duljine tijela, a smjeStena je na konveksnom rubu tijela.
Slobodni bi¢ kod ovog oblika nije uocljiv. Uocljiva je okrugla jezgra, koja je smjeStena na
polovici duljine tijela, a pomaknuta je prema konveksnom rubu, onom na kojem je uocljiva
unduliraju¢a membrana. Kinetoplast je malen i okrugao, smjeSten u zadnjoj tre¢ini tijela.
Citoplazma je negranulirana, a uzduz cijelog tijela parazita uo€ljivi su uzduzni grebeni ili
brazde (Slika 3.1.a, b, slika 3.2.a, b). Drugi tip je nepravilnog oblika, sa dobro razvijenom
unduliraju¢éom membranom, kratkim slobodnim bic¢em, okruglog kinetoplasta i okrugle do
ovalne jezgre. (Slika 3.1.e, f, slika 3.2.e, f). Duljina tijela treceg tipa je manja u usporedbi sa
prvim tipom. Tijelo je usko, polumjesecastog oblika, s nesto uzim prednjim krajem, a oba
kraja zavrSavaju Siljato. Unduliraju¢a membrana jasno je vidljiva, proteze se cijelom duljinom
tijela, duz konveksnog ruba. Slobodni bi¢ dugacak je i dobro vidljiv, smjesten je na prednjem
kraju tijela, a duzine je do dvije tre¢ine duzine tijela. Uocljiva je velika jezgra koja je
izduzena, a smjeStena je u srediSnjem dijelu tijela, nesto blize konveksnom rubu. Kinetoplast
je smjesten blizu straznjeg kraja tijela, malen je i okrugao. Citoplazma nije granulirana (Slika
3.1.c, d, slika 3.2.c, d). Slika 4a prikazuje tripanosomu bojanu samo 30 minuta, gdje se vidi
bi¢ koji je slabo primio boju, a slika 4b istu tu tripanosomu bojanu joS 30 minuta, gdje se bi¢
vidi puno jasnije, te su stoga svi ostali preparati bojani 60 minuta.

Postotak bijelih krvnih stanica od ukupno Sest pregledanih uzoraka je 74.8 + 4,91 limfocita,
16 + 2,53 neutrofila, 5.41 £+ 2,15 eozinofila, 4,41 + 2,67 bazofila 1 4,25 £ 1,95 monocita
(Tablica 2). Kod uzoraka sa niskim brojem parazita i negativnog uzorka postotak bijelih
krvnih stanica je 76,33 + 4,08 limfocita, 10,8 + 2,78 neutrofila, 4,2 + 1,16 eozinofila, 4,5 +
3,5 bazofila i 4,2 + 2,13 monocita. Najzastupljenije stanice u krvnim razmazima bili su
limfociti. U krvnim razmazima limfociti su okruglog oblika, vidljiva je citoplazma tamne

sivo-plave boje, dok je jezgra tamno ljubiCasta. Jezgra je velika i1 ispunjava gotovo cijelu
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stanicu, a citoplazma je vidljiva poput tankog prstena (Slika 5a). Monociti su takoder okrugle
stanice, a njihova citoplazma je ruzicaste boje, dok je jezgra tamno ljubicasta. Struktura
kromatina nije tako gusta kao u limfocita. Jezgra je bubrezastog oblika, smjestena na jednoj
strani stanice (Slika 5b). Neutrofili su velike, okrugle stanice, razlikuju se od drugih stanica
po svojoj segmentiranoj jezgri. Citoplazma se oboji svijetlo plavo, a jezgra svijetlo ljubicasto
(Slika 5c). Eozinofili su okrugli, sadrZe velike, sjajne, crvenkaste granule unutar citoplazme.
Jezgra je segmentirana, obojena ljubicasto-crvenkasto (Slika 5d). Bazofili su male, okrugle
stanice, koje u citoplazmi sadrze velike tamno ljubicaste granule. Jezgra se nejednako boji, te

se sastoji od vec¢ih i manjih segmenata (Slika 5Se).

In vitro uzgoj, indirektna imunofluorescencija

U obje hranjive podloge tijekom logaritamske faze rasta, faze kad se paraziti dijele pojacano i
ubrzo dostizu svoj maksimum populacije, uocljivi su mali i veliki epimastigotni oblici
tripanosoma, odvojene jedinke, epimastigoti u pocetnoj fazi dvojne diobe te gotovo potpuno
odvojene jedinke (Slika 6a, b, c, d, e, g). Jezgra u velikih epimastigotnih oblika je smjeStena u
podrucju prednje tre¢ine tijela, a ovalni kinetoplast nalazi se ispred jezgre. U LIT-u su
primjeceni jako veliki epimastigotni oblici (Slika 6h, 1), koji svojim oblikom podsjecaju na
krvne oblike tripanosoma, sa lijepo vidljivom udulirajuéom membranom. Niti u jednoj
hranjivoj podlozi nisu pronadeni tripomastigotni oblici. Prijelazni oblici iz epimastigotnih
oblika u tripomastigotne su videni (Slika 6¢, d), ali oni nikad ne zavrSe svoj razvoj do
tripomastigotnih oblika. U stacionarnoj fazi BCAT-a epimastigotni oblici zadrzali su svoju
tipicnu gradu (Slika 6f), dok u LIT-u stanice pocinju degenerirati, zaokruzivati se u
amastigotne ili amastigotima slicne tvorbe (Slika 6j, k). Kona¢no, na kraju 14 dana,
tripanosome u BCAT-u su bile vitalne, ali u manjem broju, dok su tripanosome u LIT- totalno
degenerirale 1 uginule (Slika 61). Niti u jednoj hranjivoj podlozi tijekom pra¢enja nisu
primijec¢eni metacikli¢ki tripomastigotni oblici. Krivulje rasta pojedinih izolata graficki su
prikazane (Graf 1, Graf 2), gdje se moZe vidjeti da je izolat 1 pokazao bolji rast od izolata 2,
te da je BCAT, s obzirom na prezivljavanje bi¢aSa bio bolji od LIT-a.

Pretrazeno je ukupno 50 seruma pasa. Pozitivni uzorci su pokazali jasno citoplazmatsko ili
membransko fluoresciranje zelene boje pri granicnom razrjedenju 1/40 (Slika 7a, c), a
negativni uzorci nisu pokazale specificno fluoresciranje zelene boje, ve¢ fluoresciranje crvene
boje (Slika 7b, d). Rezultati ovog istrazivanja prikazani su u Tablici 4. 1z tablice mozemo
zakljuciti da je specifi¢nost antigena protozoona T. rotatorium 100%, tj. nije bilo laznih

pozitivnih rezultata, dok je osjetljivost neSto manja 1 iznosi 68,75%.
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Tablica 1. Prikaz broja tripanosoma u mililitru krvi

Prikaz broja tripanosoma/ml krvi

srednja vrijednost STDEV

uzorak 01 3950 +869,865890046659
uzorak 02 25 +50

uzorak 03 100 +115,470053837925
uzorak 04 900 +230,94010767585
uzorak 05 300 +244,948974278318
uzorak 06 250 +57,7350269189626
uzorak 07 3650 +212,132034355964
uzorak 08 1100 +81,6496580927726
uzorak 09 500 +115,470053837925
uzorak 10 50 +57,7350269189626
uzorak 11 2150 +238,047614284762
uzorak 12 1825 +386,221007541882
uzorak 13 4650 +420,317340430616
uzorak 14 825 +150
uzorak 15 475 +95,7427107756338
uzorak 16 0 0

uzorak 17 375 +95,7427107756338
uzorak 18 250 +57,7350269189626

Tablica 2. Ukupna bijela krvna slika

Ukupna bijela krvna slika

srednja vrijednost STDEV
limfociti 74 +4,91750121319946
neutrofili 16 +2,53908835942543
eozinofili 5,416666667 +2,15146180044822
bazofili 4,416666667 +2,67847763183537
monociti 4,25 +1,95982373975546
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Tablica 3. Komparativni prikaz bijele krvne slike u jedinki s visokom i niskom parazitemijom

Komparativni prikaz bijele krvne slike u jedinki s visokom i niskom parazitemijom

visoka parazitemija

niska parazitemija

srednja vrijednost STDEV srednja vrijednost STDEV
limfociti 71,66666667 +4,84424056655596 76,33333333 +4,08248290463869
neutrofili 13,0 +1,89736659610103 10,8 +2,78687399547713
eozinofili 6,7 +2,25092573548455 4.2 +1,16904519445001
bazofili 43 +1,86189867250253 4,5 +3,50713558335004
monociti 4,3 +1,96638416050035 4,2 +2,13697605664328

Tablica 4. Rezultati indirektne imunofluorescencije pretrazivanih uzoraka seruma pasa

Rezultati indirektne imunofluorescencije pretrazivanih uzoraka seruma pasa

pozitivno  |negativho  |ukupno osjetljivost [specificnost
antigen Leishmania infantum 16 34 50 100 100
antigen Trypanosoma rotatorium 11 39 50 68,75 100
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Graf 1. Komparativni prikaz krivulje rasta Izolata 01 u hranjivim podlogama LIT i BCAT

Prikaz Kkrivulje rasta Izolata 02
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Graf 2. Komparativni prikaz krivulje rasta Izolata 02 u hranjivim podlogama LIT i BCAT



um
./c - wl == Sy a -
Slika 3.1. Prikaz morfoloske raznolikosti tripanosoma pronadenih u krvnim razmazima (skala

20 um).
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Slika 3.2. Shematski prikaz morfoloSke raznolikosti tripanosoma pronadenih u krvnim

razmazima (skala 20 um).
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Slika 4. Komparativni prikaz razli¢ite duljine trajanja bojanja po Giemsi. Preparat bojan 30
minuta prikazuje nejasan slobodni bi¢ (a), a dodatnim bojanjem od jo$ 30 minuta (ukupno 60
minuta) taj se bi¢ jasno vidi (b). Skala 20pm.
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Slika 5. Prikaz pojedinih vrsta leukocita: limfocit (a), monocit (b), neutrofil (c), eozinofil (d),
bazofil (e). Skala 10um.
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Slika 6. Prikaz tripanosoma uzgajanih u BCAT hranjivoj podlozi (a-f) i LIT hranjivoj podlozi
(g-1). Skala 10um.
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Slika 7. Prikaz rezultata indirektne imunofluorescencije s antigenom promastigota, bi¢asa L.
infantum (a — pozitivan, b - negativan) i antigenom epimastigota T. rotatorium (¢ —pozitivan,
d — negativan). Skala 10pm.
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RASPRAVA

U ovom istrazivanju u gotovo svih uzoraka pronadene su tripanosome Sto govori o vrlo
visokoj prevalenciji (94,44%). Pronadena su tri od Cetiri literaturno poznata tipa. Morfologija
opisanih u istraZivanju se podudara sa veé¢ opisanim (NOLLER, 1917.; ZICKUS, 2002.).
Ovdje je po prvi puta opisan protozoon T. rotatorium u jestive zelene zabe (P. esculentus) na
podrucju Republike Hrvatske.

Ucinkovit odnos izmedu domacina/parazita/prijenosnika ovisi o sinkronizaciji izmedu
vrhunca periferne parazitemije domac¢ina 1 hranjenja  hematofagnih  vektora
(BARDSLEY 1 HARMSEN, 1969.). Prijenos tripanosoma sa domacina na vektora odvija se u
odraslih zaba, pa je vazno objasniti kada je koliCina tripanosoma u perifernoj krvi Zaba
najveta. Temperatura je najve¢i faktor koji utjee na perifernu parazitemiju
(BARDSLEY i HARMSEN, 1969.). Visoke temperature (27 °C) su uvijek povezane sa
visokom perifernom parazitemijom svih oblika tripanosoma, dok je pri niskim temperaturama
(10 °C) periferna parazitemija uvijek niska. Povecana metabolicka aktivnost Zaba, koja raste
sa poviSenjem temperature, najviSe je odgovorna za otpuStanje tripanosoma iz organa u
perifernu cirkulaciju (BARDSLEY i HARMSEN, 1969.). U proljetnim mjesecima, pri
vanjskoj temperaturi od 26 °C periferna parazitemija je najveca, a to je 1 vrijeme najvece
aktivnosti hematofagnih insekata $to nam ukazuje na prijenos tripanosoma hematofagnim
insektima i u vodenih zaba (BARDSLEY i HARMSEN 1969.; DESSER, 1973., 1975.). U
ovom istrazivanju zatekli smo razli¢itu parazitemiju, §to nam govori da su osim vanjskih
utjecaja (poput temperature, duzine dana, stresa), jedinke bile u razli¢itim fazama razvoja
invazije.

Odredivanje parametara poput bijele krvne slike su vazni zato Sto nam daju uvid u
zdravstveno stanje jedinke. Povecana koli¢ina neutrofila ukazuje nam na infekciju, dok je
povecana koli¢ina eozinofila vezana za parazitarnu invaziju. Do povecanja neutrofila i
limfocita takoder dolazi prilikom stresa (DAVIS 1 DURSO, 2009.). U istraZivanju su uocljive
male, zanemarive razlike u postotku limfocita, neutrofila i bazofila izmedu pozitivnih jedinki i
jedinki s malom parazitemijom, no to je bilo u granicama normale (DAVIS i DURSO, 2009.).
Broj leukocita u krvi Zaba takoder ovisi i o vrsti, godiSnjem dobu, spolu, te o samoj kondiciji
zabe (WOJTASZEK i ADAMOWICZ, 2003.). Kod Zaba u kojih su utvrdeni krvni paraziti
roda Hepatozoon utvrdene su razlike u bijeloj krvnoj slici u Zzabe R. pipiens, no autori ne
mogu povezati da li je to zbog samih parazita ili zbog vanjskih ¢imbenika (SHUTLER i
MARCOGLIESE, 2011.). U zaba koje su imale tripanosome, FANTHAM i sur. (1942.) nisu
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pronasli znacajne razlike u bijeloj krvnoj slici. U ovom istrazivanju je pregledan mali broj
uzoraka, te se ne moze zakljuciti da su tripanosome imale utjecaja na bijelu krvnu sliku. Isto
tako sve te jedinke imale su simbionte i parazite u probavnom sustavu (MARTINKOVIC,
osobno priopéenje), te bi ti stanovnici isto tako mogli utjecati na bijelu krvnu sliku.

Da se utvrdi stvarni utjecaj T. rotatorium na bijelu krvnu sliku jestive zelene Zabe, bilo bi
potrebno posjedovati laboratorijski uzgojene jedinke (bez ikakvih patogena), eksperimentalno
ih invadirati sa kulturama ili krvnim oblicima T. rotatorium, te onda istraziti utjecaj T.
rotatorium na bijelu krvnu sliku.

U in vitro hranjivim podlogama zamijec¢eni su mali i veliki epimastigotni oblici, oblici koji
podsjecaju na krvne oblike po svojem obliku, te amastigoti ili amastigotima sli¢ni oblici. Nisu
zamijeéeni promastigotni oblici (NOLLER, 1917.), tripomastigotni oblici ili metaciklicki
tripomastigotni oblici. Morfologija i broj tripanosoma ovisi o hranjivoj podlozi i o
temperaturi, $to je i rezultiralo odredenim brojem i oblicima u testiranih hranjivih podloga
ovog istrazivanja. U BCAT- u su paraziti dosegli manji broj, duze su Zivjeli i bilo je mogu¢
ostvariti kontinuirani uzgoj, za razliku od LIT-a gdje je ostvaren veci broj parazita, kraci
zivotni vijek, te nemoguénost umnazanja u kontinuiranom uzgoju. LIT je skupa hranjiva
podloga, bogata hranjivim tvarima, no na neki nacin tripanosome budu ostecene tako da vise
nisu sposobne rasti u idu¢oj pasazi. Unato¢ tome LIT hranjiva podloga bi se mogla iskoristiti
za brzo 1 jednokratno umnaZanje tripanosoma. BCAT je relativno jeftina hranjiva podloga,
zabiljeZen je manji broj tripanosoma u njoj, ali ne ostecuje parazite, tako da su se oni sposobni
umnazati u serijskim pasazama, te je s time izvrsna kao hranjiva podloga za kontinuirani
uzgoj istih.

Prilikom pripreme antigena za seroloSke pretrage za dijagnostiku liSmanioze u laboratoriju,
osoblje se moze invadirati kontaktom sa uzgojenim parazitom ili primjercima iz invadiranih
osoba ili zivotinja (HERWALDT, 2001.). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na moguénost
koriStenja epimastigota T. rotatorium kao alternativnog izvora antigena za serolosku
dijagnostiku liSmanioze pasa. Specifi¢nost antigena T. rotatorium bila je 100%, tj. nije bilo
laznih pozitivnih rezultata, a osjetljivost je bila neSto niza (68.5%). Prema arhivskim
podacima, svi uzorci, koji su dali lazni negativni rezultat bili su niskog titra protutijela. Svi ti
uzorci s niskim titrom protutijela potjecali su od zivotinja koje su bile ili na dugotrajnoj
terapiji (viSe od pola godina) ili nisu pokazivale nikakve klinicke simptome. Svi pozitivni
uzorci sa antigenom T. rotatorium, prema arhivskim podacima, bili su visokog titra
protutijela, te su potjecali od zivotinja sa klinickom slikom liSmanioze ili od Zivotinja koje su

bile na terapiji nekoliko mjeseci.
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Dakle, zbog svoje apatogenosti za ljude, otprilike iste jednostavnosti u kultiviranju kao 1 L.
infantum, T. rotatorium moze posluziti kao alternativan izvor antigena za serolosku

dijagnostiku klinickog oblika liSmanioze pasa.
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ZAKLJUCCI

e Po prvi puta je opisan protozoon T. rotatorium u jestive zelene zabe (P. esculentus)
na podrucju Republike Hrvatske.

e Prevalencija tripanosoma u pretraZenih uzoraka je iznosila 94.4%.

e Bijela krvna slika bila je u granicama normale.

e (Od dvije hranjive podloge testirane u ovom istrazivanju, BCAT se pokazao boljim.

e Antigen T. rotatorium je pokazao unakriznu reaktivnost s protutijelima protiv
protozoona L. infantum, te bi mogao posluziti kao alternativni izvor antigena u

rutinskoj dijagnostici klinickog oblika liSmanioze pasa.
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SAZETAK

Irena Reil

studentica 6. godine

MORFOLOSKA KARAKTERIZACIJA BICASA Trypanosoma rotatorium

TE NJEGOVA UNAKRIZNA REAKTIVNOST S PROTUTIJELIMA PROTIV BICASA

Leishmania infantum

Bi¢as Trypanosoma rotatorium je parazit u krvi jestive zelene Zabe (Pelophylax esculentus),
prosiren je po cijelom svijetu i nema patogenog ucinka na domacina. Bijela krvna slika daje
uvid u zdravstveno stanje jedinke. U ovom istraZivanju je pretrazeno ukupno 18 krvnih
razmaza jestivih zelenih Zaba. Po prvi puta je opisana morfologija krvnih oblika T.
rotatorium u P. esculentus na podruc¢ju Republike Hrvatske, te bijela krvna slika istih.
Takoder je opisano ponasanje dva izolata T. rotatorium u dvije in vitro hranjive podloge.

U rutinskoj dijagnostici liSmanioze koriste se razli¢ite varijante antigena dobivenog iz bicasa
Leishmania infantum, uzro¢nika lisSmanioze, koji mogu biti infektivni za laboratorijske
radnike. S obzirom da bic¢a$ T. rotatorium pripada istoj porodici kao i uzroénik liSmanioze,

testirani su uzorci seruma pasa s antigenom T. rotatorium.

Klju¢ne rije¢i: Trypanosoma rotatorium, morfologija, in vitro uzgoj, bijela krvna slika,

Leishmania infantum, unakrizna reaktivnost
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SUMMARY

Irena Reil

6 th year student

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF FLAGELLATE Trypanosoma rotatorium
AND ITS CROSSREACTIVITY WITH ANTIBODIES AGAINST FLAGELLATE

Leishmania infantum

Flagellate Trypanosoma rotatorium is a blood parasite of the green frog (Pelophylax
esculentus), distributed throughout the world and apathogenic for its host. White blood cell
count is a marker of current health state. In this research 18 blood samples from the green frog
were examined. For the first time morphology of the blood forms T. rotatorium in P.
esculentus in Croatia was described and white blood cell count was done. Also, behaviour of
two isolates T. rotatorium in two in vitro culture media was described.

In routine diagnostics of leishmaniosis different types of antigens obtained from flagellate
Leishmania infantum, the causative agent of leishmaniasis, were used. They can be infective
for laboratory workers. Since T. rotatorium flagellate belong to the same family as the

causative agent of leishmaniasis, dog sera samples with T. rotatorium antigen were tested.

Keywords: Trypanosoma rotatorium, morphology, in vitro cultivation, white blood cells

count, Leishmania infantum, cross-reactivity
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